
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Identification of a Catalytic Base for Sugar Oxidation in the Pyranose 2-Oxidase Reaction 
เอนไซม์ไพราโนส 2-ออกซิเดส (pyranose 2-oxidase) เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของน้ําตาลในกลุ่ม    แอลโดไพราโนส

ได้ผลิตภัณฑ์เป็นน้ําตาลคีโตสและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เราได้ทําการเปลี่ยนแปลงกรด       อะมิโนฮีสติดิน 548 และ แอสปา
ราจีน 593 เพ่ือศึกษากลไกหน้าท่ีของกรดอะมิโนท้ังสองของเอนไซม์โดยทําการศึกษา จลนพลศาสตร์ของปฏิกิริยาในช่วงเวลาท่ี
ปฏิกิริยาดําเนินไปก่อนถึงสภาพคงตัว (transient kinetics) และศึกษาความเป็นกรด-เบสท่ีส่งผลต่อการเกิดปฏิกิริยา (pH-
dependence studies) เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน   ฮีสติดีน 548 เพียงตําแหน่งเดียวทําให้เกิดการผสมระหว่าง
ประชากรของเอนไซม์ท่ีจับกับ        โคแฟกเตอร์ด้วยพันธะโควาเลนต์และไม่ได้จับกับโคแฟกเตอร์ด้วยพันธะเดียวกัน จึงทําให้
ต้องเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนสองตําแหน่ง   คือฮิสติดีน 167 เปลี่ยนเป็นอะลานีน ซ่ึงเป็นกลุ่มประชากรของเอนไซม์ท่ีไม่ได้จับกับ
โคแฟกเตอร์ด้วยพันธะโควาเลนต์เท่านั้น ร่วมด้วยกับการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนฮิสติดีน (H167A/H548 mutants) ผลจากการ
เปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนท้ังเพียงตําแหน่งเดียวและสองตําแหน่งของเอนไซม์ดังท่ีได้กล่าวมาแล้ว ทําให้เอนไซม์ไม่สามารถถูกรีดิวซ์
ด้วยกลูโคสได้ มีเพียงการเปลี่ยนแปลงฮีสติดีน 167 เป็นอะลานีน และฮีสติดีน 548 เป็นอาร์จีนีน (H167A/H548R) ท่ีสามารถทํา
ให้เอนไซม์ถูกรีดิวซ์ด้วยกลูโคสได้ อัตราการเกิดปฏิกิริยาดังกล่าวมีค่าน้อยกว่าอัตราการเกิดปฏิกิริยาของ เอนไซม์ท่ีมีการ
เปลี่ยนแปลง ฮีสติดีน 167 ไปเป็นอะลานีนเพียงตําแหน่งเดียวประมาณ 220 เท่า จากการศึกษาความเป็นกรด-เบสท่ีส่งผลต่อ
การเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ H167A/H548R พบว่าเม่ือเอนไซม์อยู่ในสภาวะเบสมากขึ้น อัตราการเกิดปฏิกิริยารีดักชั่นเพ่ิมข้ึน
ประมาณ 360 เท่า โดยมีค่า pKa มากกว่า 10.1 ในขณะท่ีปฏิกิริยารีดักชั่นของเอนไซม์ต้นแบบ (wild type) และเอนไซม์ท่ีมีการ
เปลี่ยนแปลงกรด   อะมิโนฮีสติดีน 167 เป็นอะลานีน (H167A) นั้นไม่ข้ึนกับความเป็นกรด-เบส ผลการทดลองดังกล่าวบอกได้ว่า 
ค่า pKa ท่ีมากกว่า 10.1 นั้นเกี่ยวข้องกับการแตกตัวให้โปรตอนของกรดอะมิโนอาร์จีนีน 548 ท่ีได้มีการเปลี่ยนแปลงมาจาก
กรดอะมิโนฮีสติดีน โดยกรดอะมิโนดังกล่าวต้องอยู่ในรูปขาดโปรตอน (unprotonated form) จึงจะส่งผลให้เกิดปฏิกิริยารีดักชั่น
ของเอนไซม์อย่างมีประสิทธิภาพ จากข้อมูลข้างต้น สามารถสรุปได้ว่า กรดอะมิโนฮีสติดีน 548 ในเอนไซม์ต้นแบบ (wild type) 
ควรจะอยู่ในรูปขาดโปรตอนตลอดช่วงกรด-เบสท่ีทําการศึกษา โดยกรดอะมิโนดังกล่าวจะทําหน้าท่ีเป็นเบส ไปดึงโปรตอนท่ี
ตําแหน่ง 2-hydroxyl ของน้ําตาลกลูโคส และเกิดการถ่ายโอนhydride กลูโคสไปยังโคแฟกเตอร์ของเอนไซม์ สําหรับการ
เปลี่ยนแปลงแอสปาราจีน 593 ไปเป็นฮีสติดีน (N593H) นั้นพบว่าปฏิกิริยารีดักชั่นของเอนไซม์ดังกล่าวเกิดช้ากว่าเอนไซม์
ต้นแบบ (wild type) 114 เท่า และไม่ข้ึนกับการเปลี่ยนแปลงกรด-เบสของปฏิกิริยา ขณะท่ีค่าคงท่ีการแตกตัวสําหรับปฏิกิริยาท่ี
ใช้กลูโคสเป็นสารต้ังต้นมากกว่าเอนไซม์ต้นแบบ (wild type) 19 เท่า 
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Identification of a Catalytic Base for Sugar Oxidation in the Pyranose 2-Oxidase Reaction 
Pyranose 2-oxidase (P2O) catalyzes the oxidation of aldopyranoses to form 2-keto sugars 

and H2O2. In this study, the mechanistic role of the conserved residues His548 and Asn593 in P2O 
was investigated by using site-directed mutagenesis, transient kinetics, and pH-dependence studies. 
As single mutants of H548 resulted in mixed populations of noncovalently bound and covalently 
linked FAD, double mutants containing H167A were constructed, in which the covalent histidyl-FAD 
linkage was removed in addition to having the H548 mutation. Single mutants H548A, H548N, H548S, 
H548D and double mutants (with H167A) could not be reduced by D-glucose. For the H167A/H548R 
mutant, the flavin could be reduced by D-glucose with the reduction rate constant about 220 times 
lower than that of the H167A mutant. The pH-dependence studies of H167A/H548R indicated that 
the rate constant of flavin reduction increased about 360-fold upon a pH rise corresponding to 
pKa>10.1, whereas the reactions of the wild-type and H167A mutant enzymes were pH independent. 
Therefore, the data suggest that a pKa value of >10.1 in the mutant enzyme is associated with the 
Arg548 residue, and that this residue must be unprotonated to efficiently catalyze flavin reduction. 
The data imply that for the wild-type P2O, the conserved His548 should be unprotonated in the pH 
range studied. The unprotonated His548 can act as a general base to abstract the 2-hydroxyl proton 
of D-glucose and initiate hydride transfer from the substrate to the flavin. Studies of the single 
mutant N593H showed that the flavin reduction rate constant was 114 times lower than that of the 
wild-type enzyme and was pH independent, while the Kd for D-glucose binding was 19 times greater.  
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