
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 

การเกิดความคงตัวของ C4a-ไฮโดรเปอร์ออกซีฟลาวิน ในเอนไซม์โมโนออกซีเจนเนสชนิดสององค์ประกอบและอาศัยฟ
ลาวิน เกิดขึ้นโดยผ่านการปฏิสัมพันธ์ที่อะตอม N5 และ C4a ของฟลาวิน 
 
 เอนไซม์ พารา-ไฮดรอกซีเฟนิลอะซีเตต 3-ไฮดรอกซิเลส เป็นเอนไซม์โมโนออกซิเจเนสชนิดสององค์ประกอบ
และอาศัยฟลาวินในการทํางาน จากโครงสร้างผลึกขององค์ประกอบออกซิเจเนส (C2) กรดอะมิโน His-396 มีระยะห่าง

จากตําแหน่ง C4a ของฟลาวิน 4.5 A ในขณะที่กรดอะมิโน Ser-171 ห่างจากตําแหน่ง N5 ของฟลาวิน 2.9 A. ทาง
กลุ่มคณะของเราได้ทําการศึกษาถึงบทบาทของกรดอะมิโน 2 ตําแหน่งนี้ ต่อการเกดิความคงตัวของสารตัวกลาง C4a-
hydroperoxy-FMN จากผลการศึกษาบง่ชี้ว่า ค่าคงที่อัตราปฏิกิริยาการเกิด C4a-hydroperoxy-FMN ลดลงประมาณ 
30 เท่า ในเอนไซม์กลายพันธุ์ H396N, 100 เท่า ในเอนไซม์ H396A และ 300 เท่า ในเอนไซม์ H396V เมื่อเปรียบเทียบ
กับเอนไซม์ wild-type การกลายพันธุ์ดงักล่าวพบว่ามีผลน้อยกว่าในปฏิกิริยาการกําจัด H2O2 ขั้นตอนถัดมา จาก
การศึกษาผลของพีเอชแสดงให้เห็นว่าค่าคงที่อตัราปฏิกริิยาการกําจดั H2O2 ในเอนไซม์ H396N และ H396V เพิ่มขึ้น 
เมื่อพีเอชเพิ่มขึน้ พร้อมค่า pKa>9.6 และ pKa>9.7 ของเอนไซม์ทั้งสองชนิดที่วัดไดต้ามลําดบั ซึ่งคล้ายกับผลที่เกิดขึ้น
ในเอนไซม์ wild-type (pKa>9.4) จากขอ้มูลเหล่านี้แสดงใหเ้ห็นว่า His-396 มีความสําคัญในปฏิกิริยาการเกิดสาร
ตัวกลาง C4a-hydroperoxy-FMN แต่ไม่เกี่ยวข้องในปฏิกริิยาการกําจัด H2O2 จากการศึกษา transient kinetics ของ
ปฏิกิริยาของเอนไซม์กลายพันธุ์ที่ตําแหน่ง Ser-171 กับออกซิเจน แสดงให้เหน็ว่าค่าคงที่อัตราการเกิดปฏิกริยิาการกําจัด 
H2O2 เพิ่มขึ้น เมื่อค่าพีเอชเพิ่มขึ้นและแสดงค่า pKa ประมาณ 8.0 ผลเหล่านี้บ่งชี้ว่าการเกิดปฏิสัมพันธ์ของหมู่ไฮดรอกซิ
ลบนโซ่แขนงของ Ser-171 กับ N5 ของฟลาวิน เป็นส่ิงจําเป็นสําหรับต่อการทําให้คงตวัของสารตัวกลาง C4a-
hydroperoxy-FMN  ในปฏิกรยิาของเอนไซมก์ลายพันธุท์ี่มีการดัดแปลงกรดอะมิโนสองตําแหน่ง S171A/H396V กับ
ออกซิเจน ได้ผลิตภัณฑ์เป็นฟลาวินในรูปแบบออกซิไดส์ซึง่กิดขึ้นโดยตรง ปราศจากการเกดิความคงตัวของสารตัวกลาง 
C4a-hydroperoxy-FMN ซึ่งยนืยันผลการค้นพบที่ได้จากเอนไซม์กลายพันธุท์ี่ดัดแปลงกรดอะมิโนหน่ึงตําแหน่งทีร่ะบุว่า 
His-396 มีความสําคัญต่อปฏิกริิยาการสร้าง และ Ser-171 มีความสําคัญต่อการเกิดเสถียรภาพของสารตัวกลาง C4a-
hydroperoxy-FMN ในเอนไซม์ C2 
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Stabilization of C4a-Hydroperoxyflavin in a Two-component Flavin-dependent Monooxgenase 
Is Achieved through Interactions at Flavin N5 and C4a Atoms  

p-Hydroxyphenylacetate (HPA) 3-hydroxylase is a two-component flavin-dependent 
monooxygenase. Based on the crystal structure of the oxygenase component (C(2)), His-396 is 4.5 Å 
from the flavin C4a locus, whereas Ser-171 is 2.9 Å from the flavin N5 locus. We investigated the 
roles of these two residues in the stability of the C4a-hydroperoxy-FMN intermediate. The results 

indicated that the rate constant for C4a-hydroperoxy-FMN formation decreased ∼30-fold in H396N, 
100-fold in H396A, and 300-fold in the H396V mutant, compared with the wild-type enzyme. Lesser 
effects of the mutations were found for the subsequent step of H(2)O(2) elimination. Studies on pH 
dependence showed that the rate constant of H(2)O(2) elimination in H396N and H396V increased 
when pH increased with pK(a)>9.6 and >9.7, respectively, similar to the wild-type enzyme (pK(a)>9.4). 
These data indicated that His-396 is important for the formation of the C4a-hydroperoxy-FMN 
intermediate but is not involved in H(2)O(2) elimination. Transient kinetics of the Ser-171 mutants 
with oxygen showed that the rate constants for the H(2)O(2) elimination in S171A and S171T were 

∼1400-fold and 8-fold greater than the wild type, respectively. Studies on the pH dependence of 
S171A with oxygen showed that the rate constant of H(2)O(2) elimination increased with pH rise and 
exhibited an approximate pK(a) of 8.0. These results indicated that the interaction of the hydroxyl 
group side chain of Ser-171 and flavin N5 is required for the stabilization of C4a-hydroperoxy-FMN. 
The double mutant S171A/H396V reacted with oxygen to directly form the oxidized flavin without 
stabilizing the C4a-hydroperoxy-FMN intermediate, which confirmed the findings based on the single 
mutation that His-396 was important for formation and Ser-171 for stabilization of the C4a-
hydroperoxy-FMN intermediate in C(2).  
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