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เอนไซม ์TxGH116 จากเช้ือแบคทีเรีย Thermoanaerobacterium xylanolyticum เป็นเบตากลู

โคซิเดสท่ีทนความร้อนได ้ ซ่ึงเอนไซมน้ี์ถกูศึกษาโครงสร้างเป็นตวัแรกจากตระกลูไกลโคไซดไ์ฮโดร-
เลส GH116 การอนุรักษข์องกรดอะมโินบริเวณเร่งปฏิกิริยาของตระกลู GH116 ในระดบัสูงบ่งช้ีถึง
ความส าคญัของกรดอะมิโนเหล่าน้ี ในงานวจิยัน้ีไดท้  าการกลายพนัธุอ์ยา่งเป็นระบบของกรดอะมิโน
บริเวณเร่งปฏิกิริยาท่ีน่าจะเก่ียวขอ้งกบัหนา้ท่ีเร่งปฏิกิริยา เพื่อหาปริมาณการมีส่วนร่วมของแต่ละโซ่
ขา้งในการเร่งปฏิกิริยา 

ประการแรก  ท าการวิเคราะห์การท างานอยา่งเป็นระบบของกรดอะมิโนบริเวณเร่งปฏิกิริยาของ 
TxGH116 ท่ีต  าแหน่งจบักบัน ้ าตาลไกลโคน ไดแ้ก่ กรดอะมิโน  D452  H507  T591  E730  W732  
E777 R786 และ R792 ในการจบัซบัสเตรตและการเร่งปฏิกิริยา จากจลนพลศาสตร์ของเอนไซม ์
และซบัสเตรท และการวิเคราะห์โครงสร้างของเอนไซม ์ ไดอ้ธิบายบทบาทของกรดอะมิโนแต่ละตวั    
โดยทัว่ไปปฏิกิริยาการจบัอยา่งง่ายกบัไกลโคนของซบัสเตรท ไม่สามารถอธิบายการเปล่ียนแปลงการ 
ท างานไดอ้ยา่งชดัเมื่อมีการกลายพนัธุข์องกรดอะมิโนท่ีจบักบักลโูคส และการกระจายประจุ และความ
เสถียรของกรดอะมิโนท่ีสภาวะทรานซิชนัดูเหมือนจะมีความส าคญัมากกวา่ โดยพจิารณาจากผลกระทบ
ต่อค่า kcat มากกว่า KM  

ประการท่ีสอง ตรวจสอบกรดอะมิโนท่ีจบักบัตวัเร่งปฏิกิริยากรด/เบส และนิวคลีโอไฟล ์ การ
เปรียบเทียบล าดบัของกรดอะมิโนเหล่าน้ี แสดงใหเ้ห็นว่ารูปแบบ “ทรีโอนีน-นิวคลีโอไฟล-์ไทโรซีน” 
ของตวัเร่งปฏิกิริยาถกูอนุรักษไ์วแ้บบทัว่ไป ซ่ึงทรีโอนีนมีพนัธะไฮโดรเจนท่ีเป็นทั้งตวัใหแ้ละตวัรับ 
กลตูามนี 727 ในรูปแบบ “กลตูามีน-กรด/เบส-ไทโรซีน” ไม่ไดม้กีารอนุรักษอ์ยา่งสูง ในขณะท่ีไทโรซีน 
523 มีบทบาทส าคญัในการปรับตวัเร่งปฏิกิริยากรด/เบสในการใหโ้ปรตอน  เอนไซมก์ลายพนัธุ ์T450A 
และ Y790F ท่ีเก่ียวขอ้งกบัตวัเร่งปฏิกิริยานิวคลีโอไฟลส์ามารถท างานไดล้ดลงอยา่งมากเมื่อเทียบกบั
เอนไซมด์ั้งเดิม เอนไซมก์ลายพนัธุ ์ T450A มีพีเอชโปรไฟลท่ี์แคบและมีค่าพีเอชท่ีเหมาะสมกบัการ
ท างานเป็นกลาง แต่ Y790F มีพีเอชโปรไฟลท่ี์กวา้ง เอนไซมก์ลายพนัธุ ์Y523F Q727A และ Q727E 
ท่ีเก่ียวขอ้งกบัตวัเร่งปฏิกิริยากรด/เบสมีพีเอชโปรไฟลท่ี์แคบ และเอนไซมก์ลายพนัธุข์อง Q727 มีค่า 
kcat สูงกว่าเอนไซม ์TxGH116 ดั้งเดิม 
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ประการท่ีสาม อธิบายบทบาทของกรดอะมิโนบริเวณเร่งปฏิกิริยาของ TxGH116 ท่ีมีโซ่ขา้ง 
เป็นอะโรมาติกในต าแหน่งจบั +1 และ +2  จากจลนพลศาสตร์ของเอนไซมแ์ละการวิเคราะห์โครงสร้าง
แสดงให้เห็นว่ากรดอะมิโน Y445 มีบทบาทส าคญัในการซอ้นจบักบัสบัสเตรตในต าแหน่งจบั +1 และ
ยงัช่วยรักษาเสถียรภาพของสภาวะทรานซิชนัเหมือนออกโซคาร์บิเนียมไอออน (oxocarbinium ion-
like transition state) การก าจดัโซ่ขา้งอะโรมาติกของไทโรซีนส่งผลใหป้ฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเอนไซม์
ลดลงอยา่งมาก ทรานส์ไกลโคซิเลชนัของเอนไซมก์ลายพนัธุ ์Y445L ท่ีลดลงแสดงใหเ้ห็นถึงความส าคญั
ของ Y445 ในการจบักับโมเลกุลตัวรับในระหว่างกระบวนการกลูโคซิลทรานส์เฟอเรส  กรด 
อะมิโน W525 ไม่เพียงแต่ให้การซ้อนจับซับสเตรตในต าแหน่งจับ +1 และ +2 แต่อาจจะท า
หน้าท่ีในการปลดปล่อยผลิตภณัฑแ์ละการจดจ าซบัสเตรท การกลายพนัธุ ์W525F ส่งผลใหเ้กิดการ
จบัซบัสเตรตสงัเคราะห์ดีข้ึน และเอนไซมก์ลายพนัธุ ์ W525L มีค่า kcat สูงกว่าเอนไซมด์ั้งเดิม  
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสท่ีเพ่ิมข้ึนของเอนไซมก์ลายพนัธุ ์W525L บ่งช้ีถึงบทบาทส าคญัของ W525 ใน
การก าหนดอตัราส่วนของการไฮโดรไลซิสต่อการทรานส์ไกลโคซิเลชนัใน TxGH116 

การศึกษาน้ีช่วยท าใหเ้ขา้ใจมากข้ึนเก่ียวกบัการท างานของเอนไซมน้ี์ โดยการหาความสมัพนัธ์
ท่ีส าคญัของกรดอะมิโนบริเวณเร่งปฏิกิริยาในการจบักบัซบัสเตรท และตวัยบัย ั้ง ซ่ึงอาจน าไปสู่ปรับ- 
เปล่ียนเอนไซมเ์บตากลโูคซิเดส TxGH116 เพ่ือการประยกุตใ์ชท่ี้ดีข้ึน  
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GLYCOSIDE HYDROLASE/KINETICS/MUTAGENESIS/CRYSTALLOGRAPHY 

 

TxGH116 from Thermoanaerobacterium xylanolyticum is a thermostable β-

glucosidase that was the first structurally characterized enzyme from glycoside 

hydrolase family GH116. High conservation of the amino acid residues in the GH116 

family active-site pocket indicate the importance of these residues. Here, we 

systematically mutated the active-site amino acids residues that appeared to be related 

with catalytic function to quantify the contribution of each side chain to catalysis. 

Firstly, we conducted the systematic functional analysis of TxGH116 active 

site glycone sugar binding residues: D452, H507, T591, E730, W732, E777, R786 

and R792 in substrate binding and catalysis. From enzyme substrate kinetics and 

structural analysis, we clarified the roles of each amino acid residue. In general, 

simple binding interactions with the glycone of the substrate cannot fully explain the 

activity changes upon mutation of the glucose binding molecule and their charge-

distribution and stabilization of the transition state appear to be more critical, based on 

larger effects on kcat than KM. 

Secondly, our work investigated the amino acid residues that interact with the 

catalytic acid/base and nucleophile. Sequence alignment of these residues shows that 

the “Thr-nucleophile–Tyr” pattern of catalytic residues is generally conserved, in 
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which threonine has both hydrogen-bond dornor and acceptor functions. The 

glutamine 727 residue in “Gln-acid/base-Tyr” is not highly conserved, while the 

tyrosine 523 residue is and plays an essential role in modulating acid/base residue 

protonation. Catalytic nucleophile-binding residue mutants T450A and Y790F had 

large decreases in activity, while T450A had a narrow pH profile with an optimum 

close to neutral, but Y790F had a broad pH profile. Catalytic acid/base-binding 

residue mutants Y523F, Q727A and Q727E all show narrow pH optima profile and 

the Q727 mutants have higher kcat values than wild type TxGH116. 

Thirdly, we elucidated the role of aromatic residues in the TxGH116 slot like 

active site subsites +1 and +2. Enzyme kinetics and structural analysis showed that 

the Y445 plays a pivotal role in stacking the substrate moiety in subsite +1 and also 

helps to stabilize the oxocarbinium ion-like transition state. Elimination of the 

tyrosine aromatic platform resulted in a large reduction in hydrolytic activity. The 

decreased transglycosylation in the TxGH116 Y445L mutant indicated the importance 

of the Y445 in acceptor molecule binding during the glucosyl transferase process. The 

W525 residue not only provides substrate stacking in subsites +1 and +2, but may also 

act in product release and substrate recognition. The W525F mutation resulted in 

improved synthetic substrate binding and W525L has a higher kcat value than WT. The 

increased hydrolysis activity from the W525L mutant indicated the pivotal role of 

W525 in determining the ratio of hydrolysis to transglycosylation in TxGH116. 

These studies improve our understanding of how this enzyme functions which 

may allow the modification of TxGH116 β-glucosidase for improved application. 

 

 




