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Abstract  
โครงการวิจัยการศึกษากลไกการทํางานของเอนไซมที่ใชสารประกอบวติตามินบีสอง ที่ไดรับทนุสนับ 
สนุนการวิจัยจากสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.) ในชวง พ.ศ. 2551-2554 น้ันประสบ
ความสําเร็จเปนอยางสูง มีผลงานวิจัยตีพิมพในวารสารวิชาการระดับนานาชาติชั้นนําเปนจํานวน 15 
ฉบับ ผลของงานวิจัยเหลานี้กอใหเกดิความเขาใจในดานโครงสรางและกลไกการเรงปฏิกิริยาของ
เอนไซมพาราไฮดรอกซีฟนิลอะซิเตทไฮดรอกซีเลส (p-hydroxyphenylacetate hydroxylase: HPAH) 
และไพราโนส 2-ออกซิเดส (pyranose 2-oxidase: P2O) เปนอยางสูง สําหรับเอนไซมพาราไฮดรอก
ซีฟนิลอะซิเตทไฮดรอกซีเลสซึ่งไดจากแบคทีเรยี Acinetobacter baumannii เรงปฏิกิริยาไฮดรอก
ซีเลชั่นโดยการเติมหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนง ortho ของสารตั้งตนพาราไฮดรอกซีฟนิลอะซิเตท (p-
hydroxyphenylacetate: HPA) ทําใหได 3,4-ไดไฮดรอกซีฟนิลอะซิเตทเปนสารผลิตภัณฑ จาก
การศึกษาดวยวิธี fluorescence up-conversion น้ันพบวากลไกการลดลงของแสงฟลูออเรสเซนซใน
สวนเอนไซมรีดักเตส (C1) เปนแบบผสมระหวางการลดลงแบบชาและแบบเร็ว นอกจากนั้นการศึกษา
แบบจําลองการเคลื่อนไหวของโมเลกุล (molecular dynamics simulation) ควบคูกับการเปลี่ยนแปลง
หมูแขนงขางของกรดอะมิโนบางตําแหนงในเอนไซม (site-directed mutagenesis) และการศึกษา
จลนพลศาสตรในชวงเวลาที่ปฏิกิริยากอนถึงสภาพสมดุล (transient kinetics) พบวาหมูแขนงขางของ
กรดอะมิโนฟนิลอะลานีนทีต่ําแหนง 266 น้ันทําหนาที่ควบคุมการผานของโมเลกุลออกซิเจนเขาสู
บริเวณเรงของเอนไซมออกซีจีเนส (C2) การศึกษากลไกการเรงปฏกิิริยาของสวนเอนไซมออกซีจีเนส
ในปฏิกิริยา C2-FMNH- กับโมเลกลุออกซิเจนที่ pH ตางๆพบวาในปฏิกิริยาทีป่ราศจากสารตั้งตน
พาราไฮดรอกซีฟนิลอะซิเตทน้ันคาคงทีข่องอัตราการเกิดสารตัวกลาง C4a-hydroperoxy-FMN มีคา 

~1.1 × 106 M-1s-1 และคงที่ตลอดชวง pH 6.2-9.9 ขณะที่คาคงที่ของอัตราการเกิดไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดจากการสลายตัวของสารตัวกลางในขั้นตอนตอมาของปฏิกิริยาจะมีคาเพิม่ขึ้นเม่ือ pH สูงขึ้น 
และมีคา  pKa มากกวา 9.4 สําหรับปฏิกิริยาที่มีสารตั้งตนพาราไฮดรอกซีฟนิลอะซิเตทรวมอยูดวย

น้ัน คาคงที่ของอัตราการเกิดสารตัวกลาง C4a-hydroperoxy-FMN มีคา ~4.8 × 104 M-1s-1 และ
คาคงที่ของอัตราการเกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซีเลชั่นซ่ึงเปนขั้นตอนถัดมา มีคา 15-17 s-1 และคงที่
ในชวง pH 6.0-10.0 สําหรับเอนไซมไพราโนส 2-ออกซิเดสนั้นจะเรงปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของน้ําตาล 
D-glucose หรือนํ้าตาลตัวอ่ืนๆในกลุมไพราโนสที่ตําแหนงคารบอนที่ 2 ได 2-keto sugar เปนสาร
ผลิตภัณฑ ปฏิกิริยาจากการเรงดวยเอนไซมไพราโนส 2-ออกซิเดสถือไดวาเปนปฏิกิริยาที่มีประโยชน
ในดานการสังเคราะหสารประกอบในกลุมคารโบไฮเดรท เน่ืองจากสารผลติภัณฑ 2-keto sugar 
สามารถนําไปใชในการสังเคราะหสารในกลุมคารโบไฮเดรตที่มีประโยชนตวัอ่ืนไดตอไป จาก
การศึกษากลไกการทํางานของเอนไซมไพราโนส 2-ออกซิเดส เราไดคนพบสารตัวกลาง C4a-
hydroperoxyflavin ซ่ึงเปนการรายงานการเกิดสารตวักลางของเอนไซมในกลุม flavoprotein oxidase 
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เปนครั้งแรก และจากการศกึษาปฏิกิริยาฟลาวินรีดักชัน่ดวยสารตั้งตน D-glucose และ D-galactose 
ของเอนไซมที่มีการเปลี่ยนแปลงหมูแขนงที่กรดอะมิโนทรีโอนีนตําแหนง 169 (T169) เปรียบเทียบ
กับปฏิกิริยาของเอนไซมปกติ พบวาเอนไซมทีมี่การเปลี่ยนแปลงหมูแขนงที่กรดอะมิโนทรีโอนีน
ตําแหนง 169 เปนกรดอะมิโนเซอรีน (T169S) น้ัน พบวาอันตรกิริยาระหวาง N5 ของฟลาวินกับหมู
แขนงขางของกรดอะมิโนเซอรีนที่ตําแหนง 169 ซ่ึงมีความสําคัญตอปฏิกิริยาฟลาวนิรีดักชั่นและออก
ซิเดชั่น 
Our research supported by TRF during 2008-2011 has focused on studying p-
hydroxyphenylacetate (HPA) hydroxylase (HPAH) and pyranose oxidase (P2O). Overall, the 
project was very successful. We have obtained 15 publications in leading international 
journals. These research output have contributed significantly to the understanding of in-
depth mechanistic and structural aspects controlling catalysis in p-hydroxyphenylacetate 
hydroxylase (HPAH) and pyranose 2-oxidase (P2O). p-Hydroxyphenylacetate hydroxylase 
(HPAH) from Acinetobacter baumannii catalyzes the hydroxylation of p-hydroxyphenylacetate 
(HPA) at the ortho-position to yield 3,4-dihydroxyphenylacetate. Based on the fluorescence 
up-conversion method, kinetics of fluorescence decay of the reductase component is a 
mixture of fast and slow decays. We have used molecular dynamics simulations, site-directed 
mutagenesis and transient kinetics to demonstrate that the residue F266 is a gating residue 
controlling oxygen diffusion to the active site. The reaction kinetics of C2:FMNH- with oxygen 
at various pHs indicates that in the absence of HPA, the rate constant for the formation of 
C4a-hydroperoxy-FMN (~1.1 x 106 M-1s-1) is unaffected at pH 6.2 - 9.9  while the rate 
constant for the following H2O2 elimination step increases with higher pH, which is consistent 
with a pKa >9.4. In the presence of HPA, the rate constants for the formation of C4a-
hydroperoxy-FMN (~4.8 x 104 M-1s-1) and the ensuing hydroxylation step (15-17 s-1) are not 
significantly affected by pH. The enzyme efficiently catalyzes hydroxylation without generating 
significant amounts of wasteful H2O2 at pH 6.2-9.9. P2O catalyzes oxidation of D-glucose or 
other pyranoses at the C2 position, resulting in the corresponding 2-keto sugars as products. 
The reaction catalyzed by P2O is regarded as one of the most useful types for carbohydrate 
syntheses because 2-keto-sugars can be used in chiral syntheses of valuable compounds. 
One of our major findings of this project is the detection, for the first time, of a C4a-
hydroperoxy flavin intermediate in the reaction of flavoprotein oxidase. The reduction of the 
enzyme-bound FAD of T169 mutants by D-glucose and D-galactose was investigated and 
compared with the wild-type enzyme. The results have shown the interaction of flavin N5 with 
the side chain of T169S is important for reductive and oxidative half-reactions.   
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Executive summary for p-Hydroxyphenylacetate hydroxylase (HPAH) project 

Background and Introduction 

 Two-component monooxygenases are flavin-dependent enzymes that have been 

identified mostly during the past decade. These enzymes have emerged as common 

enzymes in nature that are involved in many important reactions in various microorganisms 

including oxygenation and halogenation of organic compounds. p-Hydroxyphenylacetate 

hydroxylase (HPAH) from Acinetobacter baumannii catalyzes the hydroxylation of p-

hydroxyphenylacetate (HPA) at the ortho-position to yield 3,4-dihydroxyphenylacetate. The 

enzyme is by far the most studied two-component flavin-dependent monooxygenase. It 

consists of a smaller reductase component (C1), which contains FMN as a cofactor, and a 

larger oxygenase component (C2), which has no cofactor bound and employs reduced FMN 

(FMNH-) as a substrate for the hydroxylation of HPA. The transfer of the reduced flavin from 

the reductase to the oxygenase occurs efficiently via a simple diffusion. Based on the X-ray 

structure of C2, the active site of C2 contains a few catalytic residues, which comprise 

dissociable protons. These residues are in the proper vicinity to participate in the 

hydroxylation reaction. 

Materials & Methods 

Insights into the reaction mechanism of HPAH were investigated by pH-dependent studies 

and site-directed mutagenesis. Transient kinetics of the reductase and oxygenase were 

investigated using stopped-flow and rapid quench flow techniques.  
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Results & Discussion 

The reaction kinetics of C2:FMNH- with oxygen at various pHs indicates that in the absence 

of HPA, the rate constant for the formation of C4a-hydroperoxy-FMN (~1.1 x 106 M-1s-1) was 

unaffected at pH 6.2 - 9.9, which indicated that the pKa of the enzyme-bound reduced FMN 

is less than 6.2. The rate constant for the following H2O2 elimination step increased with 

higher pH, which is consistent with a pKa >9.4. In the presence of HPA, the rate constants 

for the formation of C4a-hydroperoxy-FMN (~4.8 x 104 M-1s-1) and the ensuing hydroxylation 

step (15-17 s-1) were not significantly affected by pH. In contrast, the following steps of C4a-

hydroxy-FMN dehydration to form oxidized FMN occurred through two pathways that were 

dependent on the pH of the reaction. One pathway, dominant at low pH, allowed the 

detection of a C4a-hydroxy-FMN intermediate, whereas the pathway dominant at high pH 

values produced oxidized FMN without the apparent accumulation of the intermediate. 

However, both pathways efficiently catalyzed hydroxylation without generating significant 

amounts of wasteful H2O2 at pH 6.2-9.9.  

 Based on the crystal structures of the oxygenase component (C2), His120 and 

Ser146 were speculated to be the residues important for binding of a substrate, HPA, since 

both residues are in vicinity to interact with the hydroxyl group of HPA via H-bonding. 

Therefore, His120 was mutated into Asn (H120N) and Asp (H120D) and S146 was mutated 

into Ala (S146A) and Cys (S146C) to investigate the role of both residues in the substrate 

binding. For the mutants H120N and H120D, results from stopped-flow and single-turnover 

product analysis experiments indicate that HPA can bind to the enzymes but these mutants 

cannot catalyze hydroxylation of HPA at pH 6-10, probably due to the lack of proper H-

bonding between His120 and HPA. For the reaction of S146A, the enzyme catalyzes 70% 

hydroxylation at pH 6.2-9.3. These results are different from those of C2 wild type where the 

yield of the hydroxylated product is ~90%.  
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Executive summary for Pyranose 2-Oxidase project 

Background and Introduction 

 Pyranose 2-oxidase (P2O; pyranose:oxygen 2-oxidoreductase; EC 1.13.10) from 

Trametes multicolor is a member of the GMC oxidoreductase and catalyzes oxidation of 

several aldopyranoses by molecular oxygen at the C2 position to yield the corresponding 2-

keto-aldoses and hydrogen peroxide. The enzyme is useful for its applications in sugar 

syntheses. P2O is a homotetrameric enzyme with a native molecular mass of 270 kDa. Each 

subunit contains one flavin adenine dinucleotide (FAD) covalently attached to N3 of His167.  

Materials & Methods 

Insights into the reaction mechanism of P2O were investigated by pH-dependent studies and 

site-directed mutagenesis. Transient kinetics of P2O was investigated using stopped-flow 

kinetic isotope effects techniques.  

Results & Discussion 

A catalytic reaction of P2O can be divided into a reductive half-reaction in which two 

electrons as a hydride equivalent are transferred from a sugar substrate to generate the 

reduced FAD and 2-keto-sugar (Prongjit et al., 2009; Sucharitakul et al., 2008), and an 

oxidative half-reaction in which two electrons are transferred from the reduced flavin to 

oxygen to form hydrogen peroxide (Sucharitakul et al., 2008; Prongjit et al., 2009). P2O is 

the first flavoprotein oxidase in which formation of C(4a)-hydroperoxy-flavin was observed 

during the oxidative half-reaction (Sucharitakul et al., 2008). The intermediate was detected 

in other flavoprotein oxidases only under specific conditions such as in the crystalline form of 

choline oxidase and the mutant form, C42S, of NADH oxidase. In addition, the reductive half-

reaction of P2O has shown a few interesting features not found in other flavoprotein 

oxidases, such as the absorbance increase at 395 nm and the inverse kinetic isotope effect 
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at the D-glucose binding step (Prongjit et al., 2009, Warintra et al., 2010). Out recent 

investigations on solvent and primary kinetic isotope effects on P2O indicate that the 

deprotonation of the C2-OH of D-glucose is decoupled with the hydride transfer step 

(Sucharitakul et al., 2010) and the reaction is involved with formation of D-glucose alkoxide 

intermediate. His548 was proposed to act as a base abstracting a proton from D-glucose and 

also proposed to be a residue enabling FAD covalent linkage formation (Tan et al., 2010).  

Output 

In summary, we have obtained 15 papers.  

(The PI is a corresponding author for 11 papers) 
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