
พองาม  ประเสริฐ : การวเิคราะห์โครงสร้างของเอนไซม ์BGLU1 E176Q ท่ีจบัน ้าตาลและ
การวเิคราะห์โครงสร้างผลิตภณัฑท่ี์เกิดจากแทรนซ์ไกลโคซิเลชนัของเอนไซม ์
(STRUCTURAL ANALYSIS OF SUGAR BINDING TO RICE -GLUCOSIDASE 
BGLU1 E176Q AND ITS TRANSGLYCOSYLATION PRODUCTS)  อาจารยท่ี์ปรึกษา : 
ศาสตราจารย ์ดร.เจมส์  เกตุทตั-คาร์นส์, 115 หนา้. 

 
 เอนไซม์ BGlu1 (Os3BGlu7) เป็นเอนไซม์ของขา้ว (Oryza sativa) ซ่ึงจดัอยู่ในตระกูล 
glycoside hydrolase family 1 (GH1) และมีการแสดงออกสูงในดอกและล าตน้ของขา้ว เอนไซม ์
BGlu1 E176Q ถูกผลิตใน Escherichia coli สายพนัธ์ุ Origami(DE3) ในรูปของโปรตีนท่ีมีปลายอะ
มิโนต่อกบัโปรตีนไทโอรีดอกซินและบริเวณท่ีมีกรดอะมิโนฮิสติดีนเรียงต่อกนั 6 ตวัต่ออยูท่ี่ส่วน
ปลายของโปรตีน เอนไซม ์BGlu1 E176Q สามารถท าให้บริสุทธ์ิโดยใชเ้ทคนิคโครมาโตกราฟีแบบ
จ าเพาะท่ีมีลิแกนด์ต่ออยู่กบัเรซิน (IMAC) สองขั้นตอน เอนไซม์ท่ีได้จากการท าให้บริสุทธ์ิใน
คอลมัน์ IMAC คร้ังท่ีหน่ึงมีน ้ าหนกัโมเลกุล 66 กิโลดาลตนั โปรตีนไทโอรีดอกซินและบริเวณท่ีมี
กรดอะมิโนฮิสติดีนเรียงต่อกนั 6 ตวัต่ออยูท่ี่ส่วนปลายของโปรตีนถูกตดัออกจากเอนไซม ์ BGlu1 
E176Q ด้วยเอนไซม์เอนเทอโรไคเนสและแยกส่วนน้ีออกด้วยวิธี IMAC และใช้เทคนิค gel-
filtration ดว้ยคอลมัน์ Superdex S-200 เอนไซม ์BGlu1 E176Q ท่ีไดมี้น ้ าหนกัโมเลกุล 55 กิโลดาล
ตนั การตกผลึกของเอนไซม ์BGlu1 E176Q ประสบความส าเร็จมาแลว้ดว้ยวิธี hanging drop vapor 
diffusion ร่วมกบัเทคนิค microseeding ผลึกของเอนไซม์ BGlu1 E176Q กบั2,4-dinitrophenyl-2-
deoxy-2-fluoro-mannoside (DNP2FM) และเอนไซมก์บัน ้ าตาลแมนโนส (MAN) สามารถตกผลึก
ไดใ้น 23% (w/v) PEG MME 5000, 0.2 M (NH4)2SO4, 0.1 M MES, pH 6.7 และ 10 mM DNP2FM 
และ 21% (w/v) PEG MME 5000, 0.2 M (NH4)2SO4, 0.1 M MES, pH 6.7 และ pNPMan ตามล าดบั 
ขอ้มูลจากการเล้ียวเบนรังสีเอกซ์ของผลึกเอนไซม์ BGlu1 E176Q กบั DNP2FM หรือ เอนไซมก์บั 
MAN เก็บไดท่ี้ 1.95 องัสตรอมและ 1.69 องัสตรอม ตามล าดบั โครงสร้างของเอนไซม ์BGlu1 
E176Q กบั DNP2FM และเอนไซมก์บั MAN วิเคราะห์ไดด้ว้ยวิธี molecular replacement โดยอาศยั
โครงสร้างเชิงซ้อนของเอนไซม ์BGlu1 E176Q กบั 2-deoxy-2-fluoroglucoside (3AHT) กบัโปรตีน 
2 โมเลกุลต่อหน่วยอสมมาตร พบว่าในโครงสร้างเชิงซ้อนของเอนไซม์ มีปริมาณน ้ าในผลึก

ประมาณร้อยละ 47.63 และค่าสัมประสิทธ์ิของ Matthews คือ 2.35 Å
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ส าหรับโครงสร้าง

เชิงซ้อนของเอนไซม์กบั DNP2FM และปริมาณน ้ าในผลึกประมาณร้อยละ 47.63 และค่า

สัมประสิทธ์ิของ Matthews คือ 2.35 Å
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ส าหรับโครงสร้างเชิงซ้อนของเอนไซมก์บั MAN หมู่

น ้ าตาลไพแรโนสในโครงสร้างของ BGlu1 E176Q กบั DNP2FM บริเวณเร่งมีโครงสร้างแบบ 
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รีแลกซ์แชร์ 4C1 คล้ายกบัโครงสร้างของ BGlu1 E176Q กบั 2-deoxy-2-fluoro--D-glucoside 
(DNP2FG) และพบ MAN ในบริเวณเร่งของ BGlu1 E176Q ท่ีตกผลึกกบั pNPMan 
 การทดสอบการท างานของเอนไซม ์BGlu1 E176Q ดว้ยปฏิกิริยาแทรนซ์ไกลโคซิเลชนั ใน
การยา้ยน ้ าตาลจาก pNPGlc หรือ pNPMan ซ่ึงเป็นหมู่ให้ ไปให้ p-nitrobenzenethiol (NBT) ซ่ึงเป็น
หมู่รับในการผลิต p-nitrophenyl-thioglycoside ผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากปฏิกิริยาแทรนซ์ไกลโคซิเลชนั
พบในต าแหน่งเดียวกบั p-nitrophenyl-thioglycoside ในโครมาโทรกราฟีแผน่บาง (TLC) และเคร่ือง
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) การเพิ่มความเขม้ขน้ของ NBT ถึง 10 มิลลิโมลาร์
ในปฏิกิริยาท่ีใช้ pNPGlc มีการเพิ่มข้ึนท่ีเห็นได้ของอตัราร้อยละของ pNPGlc เปล่ียนเป็น  
p-nitrophenyl thioglucoside ในลกัษณะเดียวกนัร้อยละท่ีเห็นได้ของการเกิดผลิตภณัฑ์จากการ
เกิดแทรนซ์ไกลโคซิเลชนั ของผลิตภณัฑ์ p-nitrophenyl thiomannoside โดยเพิ่มความเขม้ขน้ของ 
pNPMan  
5 และ 10 มิลลิโมลาร์ และเพิ่มความเขม้ขน้ของ NBT ถึง 10 มิลลิโมลาร์ แต่ท่ีความเขม้ขน้ของ NBT 
ท่ี 10 มิลลิโมลาร์ และ 2 มิลลิโมลาร์ของสารตั้งตน้ pNPMan ซ่ึงเป็นหมู่ให้ยบัย ั้งการเกิดผลิตภณัฑ ์
ผลการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นวา่ เอนไซมก์ลายพนัธ์ุ BGlu1 E176Q กรด/เบส (acid/base) สามารถใช้
ในการผลิต p-nitrophenyl-thiomannoside ซ่ึงสามารถผลิตไดย้ากโดยการสังเคราะห์แยกอินทรีย ์
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 Rice BGlu1 (systematically named Os3BGlu7) is a rice (Oryza sativa)  

β-glucosidase that is classified in glycoside hydrolase family 1 (GH1) and is highly 

expressed in flowers and germinating shoots. The BGlu1 catalytic acid/base mutant 

E176Q was expressed as an N-terminal thioredoxin/His6 fusion protein in Escherichia 

coli strain Origami(DE3). BGlu1 E176Q was purified by two steps of immobilized metal 

affinity chromatography (IMAC) with a proteolytic digestion in between. The fusion 

protein purified by the first IMAC had an apparent molecular weight of 66 kDa. The 

thioredoxin/His6 tag was cleaved from the protein with enterokinase, and the tag-free 

BGlu1 E176Q protein of 55 kDa was purified by IMAC and gel-filtration on a Superdex 

200 column. The crystallization of BGlu1 E176Q was accomplished by optimization of 

the previously utilized conditions in hanging drop vapor diffusion with microseeding. 

Crystals of BGlu1 E176Q in covalent complexes with 2-deoxy-2-fluoro--D-mannoside 

(DNP2FM) and D-mannose (MAN) were obtained by crystallization of the protein in  

23% (w/v) PEG MME 5000, 0.2 M (NH4)2SO4, 0.1 M MES, pH 6.7, and 10 mM 

DNP2FM and 21% (w/v) PEG MME 5000, 0.2 M (NH4)2SO4, 0.1 M MES, pH 6.7, and 

pNPMan, respectively. The data sets from diffraction of X-rays with crytals of BGlu1 

E176Q with DNP2FM or MAN were collected to 1.95 Å and 1.69 Å resolution, 
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respectively. The structure of BGlu1 E176Q with DNP2FM and MAN were solved by 

molecular replacement with the BGlu1 E176Q structure with 2-deoxy-2-fluoroglucoside 

(3AHT) with two protein molecules per asymmetric unit.  These solutions gave a solvent 

content of 47.63% and Matthews coefficient (VM) of 2.35 Å3 Da-1 for the BGlu1 E176Q 

with DNP2FM complex data set, and a solvent content of 47.63% and VM of 2.35 Å3 Da-1 

for the MAN complex data set. The sugar pyranose ring in the BGlu1 E176Q complex 

with DNP2FM in the active site had a 4C1 relaxed chair conformation similar to that in the 

BGlu1 E176Q complex with 2-deoxy-2-fluoro--D-glucoside (DNP2FG).  Free MAN was 

found in the active site of BGlu1 E176Q with pNPMan. 

 Rice BGlu1 E176Q transglycosylation activity in moving sugars from pNPGlc or 

pNPMan donors to p-nitrobenzenethiol (NBT) acceptor to produce p-nitrophenyl-

thioglycosides was characterized. The products of these transglycosylation reactions were 

found at the same positions as the respective p-nitrophenyl-thioglycosides in thin layer 

chromatography (TLC) and high performance liquid chromatography (HPLC). Increasing 

the concentration of NBT up to 10 mM in the reactions with pNPGlc resulted in an 

increased apparent percentage of the pNPGlc converted to p-nitrophenyl-thioglucoside. 

Similarly the apparent percent conversion to the transglycosylation product p-nitrophenyl-

thiomannoside with 5 and 10 mM pNPMan increased as the concentration of NBT 

increased to 10 mM, but 10 mM NBT appeared to inhibit coversion at the 2 mM pNPMan 

donor substrate concentration.  These results suggest that the BGlu1 E176Q acid/base 

mutant may be used to produce p-nitrophenyl-thiomannoside, which is difficult to 

produce by organic synthesis. 
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