
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 

การศึกษาผลของพีเอชแสดงให้เห็นถึงกลไกปฏิกิริยาการเติมหมู่ไฮดรอกซิลทีม่ีประสิทธิภาพขององค์ประกอบ 
ออกซีเจเนสในเอนไซม์ พารา-ไฮดรอกซีฟีนิลอะซีเตท 3-ไฮดรอกซีเลส 
 

เอนไซม์ พารา-ไฮดรอกซีฟีนิลอะซีเตท (HPA) 3-ไฮดรอกซีเลส เร่งปฏิกิริยาการเติมหมู่ไฮดรอกซิลให้กับ HPA 
ที่ตําแหน่ง ortho- ได้ผลิตภัณฑ์เป็น 3,4-ไดไฮดรอกซีฟีนิลอะซีเตท (DHPA) เอนไซม์ดังกล่าวเป็นเอนไซม์โมโนออกซี
เจเนส ชนิดสององค์ประกอบที่อาศัยฟลาวินในการทํางาน ประกอบด้วยองค์ประกอบรีดักเทสและออกซีเจเนส (C2) C2 
เร่งปฏิกิริยาการเติมหมู่ไฮดรอกซิลของ HPA โดยใช้ออกซิเจนและ reduced FMN เป็นสารตั้งต้นร่วม ปัจจุบันนี้ผลของ
พีเอชต่อปฏิกิริยาการเติมออกซิเจนของเอนไซม์โมโนออกซีเจเนสชนิดสององค์ประกอบยังไม่เคยมีการรายงาน งานวิจัยนี้
กลุ่มวิจัยของเราได้รายงานถึงจลศาสตร์ของปฏิกิริยาระหว่าง C2:FMNH- กับออกซิเจนที่พีเอชต่างๆ ซึ่งทําการศึกษาโดย
เทคนิค stopped-flow และ rapid-quench-flow ในกรณีที่ไม่มีสารต้ังต้นค่าคงท่ีอัตราของปฏิกิริยาการสร้าง C4a-
hydroperoxy-FMN (~1.1 x 106 M-1s-1) ไม่ได้รับผลกระทบในช่วงพีเอช 6.2-9.9 ซึ่งบ่งชี้ว่า pKa ของ reduced FMN 
ในรูปที่จับอยู่กับเอนไซม์มีค่าน้อยกว่า 6.2 ค่าคงที่อัตราของปฏิกิริยาการกําจัด H2O2 ในขั้นถัดมาเพิ่มขึ้นที่พีเอชสูงขึ้น 
ซึ่งสอดคล้องกับค่า pKa > 9.4    ในกรณีที่มีสารตั้งต้น HPA ค่าคงที่อัตราสําหรับปฏิกิริยาการสร้าง C4a-
hydroperoxy-FMN (~4.8 x 104 M-1s-1) และของปฏิกิริยาการเติมหมู่ไฮดรอกซิลในขั้นตอนต่อมา (15-17 s-1) ไม่ได้รับ
ผลกระทบจาก pH ในทางกลับกันในขั้นตอนของปฏิกิริยาการกําจัดน้ําของ C4a-hydroxy-FMN ได้เป็น oxidized FMN 
เกิดขึ้นผ่าน 2 วิถีทางที่ขึ้นกับพีเอชของปฏิกิริยา วิถีทางแรกเกิดขึ้นมากที่พีเอชต่ํา ซึ่งสามารถทําการตรวจวัดสารตัวกลาง 
C4a-hydroxy-FMN ที่เกิดขึ้นได้ ในขณะที่วิถีทางที่เกิดขึ้นมากในพีเอชสูงทําให้เกิด oxidized FMN โดยไม่พบการสะสม
ของสารตัวกลางดังกล่าว  อย่างไรก็ตามทั้งสองวิถีทางเร่งปฏิกิริยาการเติมหมู่ไฮดรอกซิล อย่างมีประสิทธิภาพโดยไม่ทํา
ให้เกิดของเสีย H2O2 ในปริมาณมากที่พีเอช 6.2-9.9 การสะสมที่ลดลงของสารตัวกลางที่พีเอชสูงเกิดเนื่องจากอัตราการ
สลายตัวของ C4a-hydroxy-FMN ที่มากกว่า เนื่องจากไม่มีการยับยั้งของสารตั้งต้นเกิดขึ้นในขั้นตอนของปฏิกิริยาการ
กําจัดน้ําที่พีเอชสูง 
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pH-dependent studies reveal an efficient hydroxylation mechanism of the oxygenase 
component of p-hydroxyphenylacetate 3-hydroxylase  
 

p-Hydroxyphenylacetate (HPA) 3-hydroxylase (HPAH) catalyzes the hydroxylation of HPA at 
the ortho-position to yield 3,4-dihydroxyphenylacetate. The enzyme is a flavin-dependent two-
component monooxygenase that consists of a reductase component and an oxygenase component 
(C2). C2 catalyzes the hydroxylation of HPA using oxygen and reduced FMN as co-substrates. To date, 
the effects of pH on the oxygenation of the two-component monooxygenases have never been 
reported. Here, we report the reaction kinetics of C2·FMNH- with oxygen at various pH values 
investigated by stopped-flow and rapid quenched-flow techniques. In the absence of HPA, the rate 

constant for the formation of C4a-hydroperoxy-FMN (∼1.1 × 106 M-1s -1) was unaffected at pH 6.2-
9.9, which indicated that the pK a of the enzyme-bound reduced FMN was less than 6.2. The rate 
constant for the following H2O2 elimination step increased with higher pH, which is consistent with a 
pKa of >9.4. In the presence of HPA, the rate constants for the formation of C4a-hydroperoxy-FMN 

(∼4.8 × 104 M-1s-1) and the ensuing hydroxylation step (15-17 s-1) were not significantly affected by 
the 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 produced oxidized FMN without an apparent accumulation of the 
intermediate. However, both pathways efficiently catalyzed hydroxylation without generating 
significant amounts of wasteful H2O2 at pH 6.2-9.9. The decreased accumulation of the intermediate 
at higher pH was due to the greater rates of C4a-hydroxy-FMN decay caused by the abolishment of 
substrate inhibition in the dehydration step at high pH. 
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