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Hydroxybenzoate 6-hydroxylase (3HB6H) from Rhodococcus jostii RHA1 is an NADH-specific 
flavoprotein monooxygenase containing flavin adenine dinucleotide (FAD) as a cofactor. The 
enzyme catalyzes para-hydroxylation of 3-hydroxybenzoate (3 HB) to form 2,5-dihydroxybenzoate 
(2,5-DHB). The enzyme reaction mechanism was studied using stopped-flow spectrophotometry 
and rapid-quench techniques. The overall catalytic reaction consists of two half-reactions. The 
reductive half-reaction is the reduction of FAD by NADH and an oxidative half-reaction is the 
hydroxylation of the aromatic substrate. Kinetics of enzyme reduction has indicated that 3-HB act 
as an effector that can increase the reduction rate constant dramatically 119-fold (0.43 s-1 in the 
absence of 3-HB versus 51 s-1 in the presence of 3-HB). For the oxidative half-reaction, the 
reduced enzyme-3HB complex reacts with oxygen to form two intermediates. The first intermediate 
is C(4a)-peroxyflavin, which forms with a rate constant of 1.13  0.01  106 M-1s-1, while the 
second intermediate is C(4a)-hydroperoxyflavin. The second intermediate formed with a slower rate 
constant in D2O with a SKIE of 1.76, indicating that this step is involved with proton transfer. The 
hydroxylation occurs with the rate constant of 35  2 s-1 and 86% of the product formation. The 
correlation between pre-steady state and steady-state kinetics indicates that the steps of product 
release (12 s-1) and hydroxylation partially control the overall catalytic turnover. 
Based on the enzyme crystal structure, the residues H213 and Y217 potentially interact with 3-OH 
and carbonyl oxygen of 3-HB, respectively. Site-directed mutagenesis of these two residues are 
employed to investigate their functional roles. The H213A variant can form C4a-hydroperoxyflavin 
but cannot hydroxylate 3-HB. Both hydroxylation rate constant (1.6  0.02 s-1) and percentage of 
product formation (25%) of the H213S variant are less than those of the wild-type enzyme. 
Interestingly, the hydroxylation rate constant of H213E (35 s-1) is similar to the value of wild-type 
enzyme and the variant is more efficient in hydroxylation (~ 92% product formation). Studies of 
Y217 variants, Y217A, Y217F and Y217S, indicate that these enzymes cannot bind 3-HB well. The 
results indicate that H213 is important for hydroxylation while Y217 is necessary for substrate 
binding. 
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เอนไซม 3-ไฮดรอกซีเบนโซเอต 6- ไฮดรอกซีเลส (3HB6H) จากเชื้อโรโคคอคคสั เปนเอนไซมที่เรง

ปฏิกิริยาการเกิดไฮดรอกซีเลชันของสับสเตรท  3-ไฮดรอกซีเบนโซเอต (3HB) ไดสารผลิตภัณฑเปน 2,5 
ไดไฮดรอกซีเบนโซเอต (2,5-DHB)      เอนไซมดังกลาวจัดอยูในกลุมฟลาโวโปรตนีซึ่งมี ฟลาวนิอะดีนินได
นิวคลีโอไทด (FAD) เปนโคแฟคเตอร ในงานวิจยันี้เปนการศึกษากลไกปฏิกิริยาของเอนไซมในระดับ pre-
steady state kinetic ซึ่งใชเคร่ืองมือที่เรียกวา stopped-flow spectrometer เพื่อวัดสารคัวกลางทีเ่กิดขึ้นและ
สลายอยางรวดเร็วระหวางการเกิดปฏิกิริยา  ปฏิกิริยาของเอนไซมประกอบดวย 2 สวน สวนแรกเรียกวา รี
ดักทีฟฮารฟรแีอคชัน เกิดจากนิโคตินาไมดอะดีนินไดนิวคลีโอไทด (NADH) ซ่ึงเปนสับสเตรทของจะให
อิเลคตรอนแกเอนไซม โดย FAD โคแฟคเตอรของเอนไซมจะปนตวัรับอิเลคตรอน     ผลการทดลองพบวา
เม่ือมี 3HB จะชวยเรงการเกิดปฏิกิริยาใหเร็วขึ้นประมาณ 119 เทา (จาก 0.435 s-1 เปน 51 s-1) สวนอีก
ปฏิกิริยาเรียกวา ออกซเิดทฟีฮารฟรีแอคชัน เกิดจากรดิีวนเอนไซมจากขั้นแรกทาํปฏิกิริยากับออกซิเจนและ
เกิดเปนสารตวักลางเรียกวา C4a-hydroperoxyflavin ดวยคาคงท่ีอตัราเร็วปฏิกิรยิาเทากับ 1.13  0.01  
106 M-1s-1 และสารตวักลางดังกลาวทําใหเกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซเีลชันของสับสเตรท ดวยคาคงท่ีอตัราเร็ว
ปฏิกิริยาเทากับ 35  2 s-1 และเกิดสารผลิตภัณฑประมาณ 80% เม่ือเทียบกับความเขมขนตั้งตนของ
เอนไซม จากขอมูลโครงสรางโมเลกุลสามมิติของเอนไซมพบวากรดอะมิโน H213 สามารถเกิดพันธะ
ไฮโดรเจนกบัหมูฟงชันก 3-ไฮดรอกซขีองสับสเตรท และกรดอะมิโน Y217 สามารถพันธะไฮโดรเจนกับหมู
ฟงชันกคารบอกซิลิคของสับสเตรท เม่ือเปลี่ยนกรดอะมิโน H213 ไปเปน alanine ทําใหเอนไซมไมสามารถ
สรางสารผลิตภัณฑได ในชณะที่เปลี่ยนไปเปน aspartate  และ serine กลับสรางสารผลิตภัณฑไดลดลง แต
เม่ือเปลี่ยนเปน glutamate กลับสรางสารผลิตภัณฑไดมากกวา wild type เอนไซมเปน 92% แสดงวากรดอะ
มิโนดังดลาวสําคัญตอการเกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซีเลชนั เม่ือเปลี่ยนกรดอะมิโน Y217 ไปเปน alanine serine 
phenylalanine พบวาเอนไซมไมสามารถจบักับสบัสเตรท แสดงวากรดอะมิโนดังดลาวสําคัญตอการจับกับ
สับสเตรท 
 
คําสาํคัญ: Flavin, Flavin adenine dinucleotide (FAD), Flavoprotein hydroxylase, 3HB6H, 3-
hydroxybenzoate 6-hydroxylase, 3HB, 3-hydroxybenzoate, para-hydroxylation, transient kinetics, 
rapid kinetics, pre-steady state kinetics 


