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.

B a s e d
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g e l p l a t e ( 1 0 X 1 0 c m )
.

A f t e r d e v e l o p i n g w i t h s o l v e n t l 汇6 , (e h l o r o f o r m
: e t h a n o l一 98 : 2 )

,

P T H
一

P r o , 一

L e u
, 一

I l e
, 一

V a l
, 一

P h e , 一

M e t
, 一

A l a
, 一

G l y
, 一

T r p
, 一

T y r , 一

L y s
, a n d D i

一

P T l l
一

C y s t i n e

e o u l d b e i d e n t i f i e d u n d e r U V l i g h t ( 2 5 4 n m )
.

U s i n g s o l v e n t s y s t e m Z ( e h l o r o f o r m
:
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“
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,
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.

A f t e r
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一
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3 3 r e s P e e t i v e l y ) e o u l d b e i d e n t i f i e d
.

D u r i n g E dm a n d e g r a d a t i o n o f ht e f i r s t h a l f e y s t i n e r e s id u e , a g a P a P P e a r e d i n t h e

s e q u e n e e o n a e e o u n t o f t h e f a e t t h a t t h i s f i r s t r e l e a s e d h a l f r e s i d u e w a s s t i l l l i n k e d w i t h

t l z o s e e o n d h a l f a t t a e h e d t o t h e P e P t i d e e h a i n t h r o u g h t h e d i s u l f i d e b o i i d
.

D i
一

P T H
一

C y s

e o u l d b e i d e n t i f i e d a f t e r a s e e o n d d e g r a d a t i o n o f t h i s r e s id u e
.

LS 、 万 a 儿 ,。 a l s o q倪 e ” e e d e云e r饥落扑 a才艺。 ,。

M
a n u a l E dm a n d e g r a d a t i o n w a s c a r r i e d o u t e s s e n t i a l l y a e e o r d i n g t o E dm a n [, ] , w i t h

s o m e e x p e r im e n t a l m o d i f i e a t i o n s a f t e r P e t e r s o n e t a l
. 「8 ,

A P e P t i d e o r p r o t e i n ( 10 0一
3 0 0 n m o l e ) w a s P l a e e d i n a 1 0 m l s t o P P e r e d g l a s s e e n t r i f u g e t u b e

,

0
.

4 m l DMA A
,

P H

9
.

5 b u f f e r s o l u t i o n a n d 0
.

3 m l o f 1 0% P I T C i n a e e t o n i t r i l e w e r e a d d e d
.

A f t e r f l u s h i n g

t h e t u b e w i t h n i t r o g e n s t r e a m a n d m i人 i n g t h e r e a g e n t s t h o r o u g h l y t h e c o u p l i n g r e a e t i o n

w a s a l l o w e d t o p r o o e e d f o r 3 0 m i n a t 5 0
“

C
.

T h e e x e e s s r e a g e n t w a s r e m o v e d b y e x t r a 。
-

t io n W i t h b e n z e n ( 4 只 1
.

5 m l )
.

T h e a q u e o u s p h a s e w a s s u b s e q u e n t l y d r i e d w i t h n i t r o
-

g e n s t r e a m a t 5 5
O

C
.

C l e a v a g e w a s p e r f o r m (、 d b y d i s s o l v i n g t h e d r i e d p e p t i d e i n 0
.

5 m l

o f t r i f l u o r o a e e t i e a e i d a n d i n e u b a t i n g i t a t 50
O

C u n d e r n i t r o g e n
.

A f t e r 10 m i n t h e

t r i f l u o r o a c e t i e a e i d w a s r e m o v e d i n a s t r e a m o f n i t r o g e n
,

0
.

4 m l o f w a t e r w a s a d d e d
,

a n d t h e t h i a z o l i n o n e d e r i v a t i v e s w e r e e x t r a o t e d f r om t h e a q u e o u s l a y e r b y e x t r a e t i n g i t

w i t h 1 m l o f p e r o x i d e a n d a l d e h y d e
一

f r e e e t h y l a e e t a t e
.

T h e e t h y l a e e t a t e e x t r a e t w o s

d r i e d i n a s t r e a m o f n i t r o g e n a n d t h e e o n v e r s i o n w a s e a r r i e d o u t b y h e a t i n g t h e t h i a z o -

l i n o n e d e r i v a t i v e s f o r 1 0 m i n a t 8 0
O

C i n 0
.

5 扭 1 o f 1 N H C I u n d e r n i t r o g e n
.

T h e P T H
-

a m i n o a e id s w e r e e x t r a e t e d w i t h e t h y l a e e t a t e w i t h t h e e x e e p t i o n o f P T H
一

A r g
, 一

H i s
,

a n d
一

C y s t e i e a e i d w h i c h r e扭 a i n e d i n t h e a q u e o u s l a y e r
.

T h e a q u e o u s p h a s e e o n t a i n i n g

t h e s h o r t e n e d p e p t id e w a s e X t r a e t e d t w i e e w i t h e t h y l a e e t a t e a n d t h e o r g a n i e p }i a s e w a s

d i s o a r d e d
.

T h e n e x t c o u p l i n g w a s s t a r t e d a f t e r d r y i n g t h e p e p t i d e e o n t a i n i n g a q u e o u 。

l a y e r w i t h n i t r o g e n S t r e a m a t 5 5
O

C
·

D u r i n g t h e w h o l e ( )p e r a t i o n a i r w a s o a r e f u l l y k e p t
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a way
, a n d t h e r e a o t i v e s o l u t i o n s w e r e k e p t ll n d e r n i t r o g e n a l l t h e t im e

.

( 6 ) 且 e o t , l a t̀ o、 o f t h e 。 : ,` , g 乙。 a n 示、 无`b` t o r a , ` d i t s a c t`: e f r a 口饥 e 、 t s

T h e a e e t y l a t i o n o f t h e i n h i b i t o r w a s p e r f o r n l e d e s s e n t i a l l y a c e o r d i n g t o t h e m e t h ( )d s

o f R i o r d a n a n d V a l l e e 〔 9 ,
.

T li i r t y m g o f t li e m u n g b e a n i n h i b i t o r w e r e d i s , o lv e d i n 3 m l

o f o
.

4 M DM A A b u f f e r
,

p H 9
.

5
.

T h e s o l u t i o l l w a s w e l l s t i r r e d a n d k e p t i n a n i e e b a t h
.

A e e t i c a n h y d r i d e w a s d r o p p e d i n t o t h e m i x t u r e w i t h i n li a l f a n } i o u r a n d t h e p H m a i n
-

t a i n e d w i t h i n t h e r a n g e o f s一 9 b y a d d i n g 5 N N a O H
.

A f t e r r e a c t i o n
,

t h e s o l u t i o u

w a s d e s a l t e d o n a S e P h a d e x G
一

1 0 c o l u m n
.

T l一e

P代V 1 0 ll S

o x i d a t i o n o f d i s u l f id e b o n d s o f t h e P e P t i d e s a n d P r o t e i n s :
A s d e s e r i b e d i n t h e

P a P e r [ , o ,
.

T r y P t i e m o d i f i e a t i o n

d e s c ir b e d i n t h e P r e v i o u s

o f t h e n l u n g b e a n i n h ib i t o r a n d i t s a e t i v e f r a g m e n t s
: 人写

P a P e r
·

11 1
.

R E 8 u L T S

1
.

S e q , e , c e o f t h e N
一

t e r m乞。 a l R e g公0 0 o f t h 。 叮 , , 9 B e a o l 、 h艺b落t o :

T h e P r e P a r a t i o i i o f t h e c r y s t a l li n e m u n g b e a n i n h ib i t o r s h o w e d f o u r e l o s e b a n d s i n

P o ly a e r y l a m i d e g e l e l e e t r o p h o r e s i s
.

T h e m a i n N
一

t e r m i n a l r e s i d u e w a s f o u n d t o b e S e r ,

a n d 人s P a l s o e o u l d n o t b e n e g l e o t e d
.

I n f a o t
,

t h e y w e r e t h e i s o i n h ib i t o r s w i t h m i c r o h e -

t e r o g o i i o i6 e s : p o s s e s s i n g t h e s a m e i i i li i b i t o yr
a e t i v i t y

.

T h i s m i o r o h e t e r o g e n e i t 3 } l a s

b r o u g h t f o r t h s om e d i f f e u l t i e s i n t h e d e t e r l n i n a t i o n o f t h e P r im a r y s t r u e t u r e o f t h i s

i n h i b i t o r
.

W ll e n t r e a t e d w i t h a m i i i o P e P t i d a s e M i n e x o e s s t h i s i n h i b i t o r P r e P a r a t i o n r e -

l e a s e d f o u r a m i n o a e i d s ,

t h e a扭 o u n t o f w h i o h d e o r e a s i n g i n t h e f o l l o w i n g o r d e r :
S e r ,

A s p
,

H i、
,

L y s ( i n t h e m o l a r r a t i o 3
.

3 : 2 8 : 2 : 1 、
.

A f t e r e n z y m i e d i g e s t i o n f o l l o w e d b y

P u r i f i e a t io zi o f S e p h a d o x G
一

50
, a Ii o r n o g e n o o u s P r e P a r a t i o n w i t h A s p a s t h e N

一

t e r l n i n o l

r e s i d u e e o u ld f o r t u n a t e l y b e o b t a i n e d
.

T h i 、 s a m p le w a s s u i t a b l e f o r m a n u a l E d m a n

d e g r a d a t i o n i n v o l v i n g 28 s t e p s
.

t o E d m a n

L y s w e r e

t }1(
、 o r i g i n a l P r e P a r a t i o n w a s d i r e o t l y s u b j e e t e d

d e g r a d a t i o n t h e
」】l a l n

Wh e n

s P o t s o f P T l l
一

S e r , 一

A s P a n d a

f o u n d o n t h e T L C p l a t e i n t h e f i r s t s t e p
,

t h e n P T H
一

H i s

c y e l e
.

s m a l l a m o u n t o f P T H
-

a n d
一

A s P i n t }l e s e 。 ( ) n d

A e e o r d i n g t o t h e m o l a r r a t i o o f a m i n o a c i d s r e l e a s e d b丁 a m i n o p e p t i d a s e M t h e

nI u n g b e a n i s o i n h ib i t o r s w e r e s e e n t o h a v e f o u r

d e l e t i o n o f t h e f i r s t r e s i d u e S e r , a n d s t a r t w i t h

a t t h e s e o o n d P o s i t i o n r e s P e e t i v e l y
.

e om P o n e n t s
.

T w o i s o i n h ib i t o r s h a v e a

A s P a n d L y s a s t h e N
一

t e r m i n a l r 。、 i d u e s

5

25

S e r
.

H is
.

A s p
.

G ut
.

P r o
.

S er
.

Ghi
.

Ser
.

S e r
.

A s p
.

…
A s p

·

”
’

L y s
.

”
’

2 0

1 0 1 5

S e r
.

G l u
.

P r o
.

Cy s
.

C y s
.

A s P
.

S e r
.

Cy s
.

3 0

A s p
.

C y s
.

T h r
.

L y s
.

S e r
.

L y s
.

P r o
.

P r o
.

G l n
.

衡
s

.

H i s
.

Cy s
.

A l a
.

A s i l
.

A m i n o a e i d s e q u e n e e o f t h e m u n g b e a l l i s o i n li ib三t o r s a t t li e

N
一

t e r m i n a l r e g i o n
.
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Wh e n t h e s a m e s a m Pl e w a s e o u Pl e d w i t l i a m i n o p r o p y l g l a s & (AP G )u s i n g t li e e o n
-

d e n s a t i o n r e a g e n t l
一e t h y l

一

3
一

(3
一

d im e t h y l
一 a m i n o p r o p y l )

一 e a r b o d i im i d e (E DC )
, a n d t h e s e -

q u e n o e d e t e r m i n e d w i t h t h e a i d o f a L K B 4 0 20 s o l i d P h 七l s e P e P t i d e s e q u e n e e r ,

t h e r e s u l t

w a s id e n t i e a l t o t h a t o b t a i n e d w i t h m a n u a l o P e r a t i o n s
.

2
.

T h e S t r , e才二: e o f t h e L , 5 A c t艺” e F r a g饥 e外才

I n a p r e v i o us P a p e r [, 0 ] w e r e p o r t e d t h a t a f t e r o x i d a t i o n o f t h e L y s a e t i v e f r a gm e n t

w i t h p e r f o r m i e a e i d
,

t w o p e p t id e e h a i n s A
l a n d A

, e o u l d b e s e P a r a t e d o n a c o l u m n o f

S e p h a d e x G
一

2 5
.

T h e s e q u e n e e o f t h e N
一

t e r m i n a l r e g i o n o f t h e A
, e h a i n d e t e r m i n e d b y

E dm a n d e g r a d a t i o n w a s S e r
·

S e r
·

G l u
·

P r o
·

C y s
.

T h i s s e q u e n c e w a s i n a e e o r d a n e e w i t l -

沈h e r e s id u e s f r o m s t h t o 12 t h i n t h e i n t a e t i n h i b i t o r
.

T h i s m e a n s t h a t t h e N
一

t e r m i n a l

五e P t a P e P t i d e o f t h i s i n h i b i t o r w a s r e m o v e d a f t e r P e P t i e d i g e s t i o n
.

T h e C
一

t e r m i n a l r e s id u e

。 f t h e A
, e h a i n w a s i d e n t i f i e d a s L e u b y e a r b o x y P e P t i d a s e A

, a f t e r f u r t h e r a d d i n g o f

〔 a r b o x y P e p t i d a s e B t o t h e r e a e t i o n s o l u t i o l i A r g
,

I l e a n d A s n e o u l d s u b s e q u e n t l y b e

f o u n d
.

T h u s
,

t h e s e q u e n e e o f C
一

t e r m i n a l r e g i o n o f t h e A
: e h a i n e o u l d b e d e d u e e d a s

一

A s n 一

I l e
一

A r g
一

L e u
.

C om P a r i n g t h e a m i n o a e i d e om P o s i t i o n o f t h e A
, e h a i n w i t l z t h a t o f

t h e N
一

t e r m i n a l s e e t i o n o f i n t a e t i n h i b i t o r ( 8一3 0 )
, a l l t h e a o i n o a c i d r e s i d u e s w e r e t h e

s a n 一e e x e e P t t h e e x t r a r e s id u e s I l e
,

A r g a n d L e u i n t h e A
, e h a i n

.

T h e A
, e h a i n m u s t

t h e r e f o r e b e t h e N
一

t e r m i n a l f r a gm e n t ( 8一 3 3 ) o f t h i s i n h ib i t o r w i t h t h e s e q u e n e e :

1 0 1 5 2 0

S e r
.

S e r
.

G l u
.

P r o
.

C y s
.

yC
s

.

A s P
.

S e r
.

C y s
.

A s P
.

C y s
.

Th r
.

L y s
.

S e r
.

L y s
.

P r o
.

2 5 3 0

P r o
.

G nI
.

yC
s

.

H i s
.

C y s
.

A l a
.

A s n
.

I le
.

A r g
.

L e u
.

T h e e o m P l e t e a m i n o a e i d s e q u e n c e o f t h e A
, e h a i i i d e t e r m i n e d o n t h e s o l i d P h a s e

s e q u e n e e r 15 a s f o l l o w s :

P h e
.

yC
s

.

T y r
.

L y s
.

P r o
.

Cy s
.

G l u
.

S e r
.

M
e t

.

A s t h e m u n g b e a n i n h ib i t o r b e l o n g s t o t h e B o w m a n
一

B i r k i n h ib i t o r f a m i l y
,

w e r e a l o t o f r e s e m b l a n e e i n t h e i r s t r u e t u r e s
.

M o r e o v e r 50% 。 f t h e t o t a l a m i n o

t h e r e

a e i d

r e s id u e s w e r e i d e n t i e a l
, e s p e e i a l l y t h e s i t e s o f a e t i v e e e n t e r s ,

d i s ul f id e b o n d s a n d p r o

we
r e

c ( ) z ] s e r v a t ive
「 , , 〕 .

T h e p o s i t i o n s o f t h e d i s u l f i d e b o n d s i n t h e m u n g b e a n i n h i b i t o r e o u ld

F ig
.

1 ; ,
.

T I】e P r i m
a r y 就 r u 叶 u r e o f L y g

出凭jv e f r a卯 l e n f
.

到 9
.

l b
.

肠
e p r im

a r y 击
u 叶 u l

、

e o f A r g

a e t i ve f z a g n e l z t
.
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肠
_

如 ferrd e
b yn a

al o

g y i wth ths o e in tho B 〔) wm an
一

B ir k

Pr im ar ys tru e tu r e

比 e朋 ter is kd e no ting the

o f theL ys a c tive fr ag m e n t

r e a。士 ie y、 i te,

L y 、
, 。

.

、 V a S

i n h i b i t o r f a m i l y
〔 , ` ,

.

T h e n t h e

d e d u e e d a s s h o w n i n F i g
.

l a ,

3
.

T h` 尽t r , e才倪 r e o f t h e 注 ,
·

g 且 e t公, e 万
, r a g哪 e o t

T ih
s a e t iv e

助 d C
一

t er m i n u s
.

f r a g m e n t e o n s i s t e d

Wh e n s u b j e e t e d

o f a s i n g l e P e P t i d e e h a i n w i t h A s n a n d 人s P a s N
-

t o m a n u a l E dm a n d e g r a d a t i o n t h e P a r t i a l a m i n o a e i d

那 q u e n e e 15 d e t e r扭 i n e d a s f o l l o w s :

人 sn
.

eS r
,

份
s

.

H i s
.

S e r
.

A la
.

Cy s
.

yL
s

.

S e r
.

Cy s
.

I l e
.

Cy s
.

T h r
.

A r g
.

S e r
.

M e t
.

P r o
.

G 1y
.

T h e r e w a s o n l y o ll e M e t r e s id u e i n t b i s p e p t i d e ,

h e n e e i t w a 。

撇
e n a b l e t o 印 e e i a l

C N B r cl e a v a g e
.

名 e t i v e f r a g m e n t

I n

、 V a S

o r d e r t o a v o id t h e

f i r s t a e e t y l a t e d t o

`

a g e
·

。 f t h e

T h e r e a o n m i x t u r e w a s

t r o ub l e s i n v o lv e d i n p e P t id e s e p a r a t i o n
,

t h i s 人r g

bl o e k t h e N
一

t e r m i n u s ,

f o l l o w e d b y C N B r e l e a v
-

e o u p l e d w i t h t h e s o l id s u P P o r t A P G b y m e a n s

e o n d e n s a t i o n r e a g e n t E D C

t h e n

f o r
s e q u e n e e d e t e r m i n a t i o n o n t h e s o l i d P h a s e P e P it d .

呀 e

qu
e n
cer O w in g ot t h e b lo e k a g e o f ht e N

·

t e r 扭iun
s o f t h e i n t a e t A r g f r a gm e n t o n l y

t h e n e
wl y f o r m e d P e P t id e a f t e r t h e M e t r ( 、 s i d u e e o u l d b e s u bm i t t e d t o E dm a n d e g r a

-

d a t i o n
.

T h e r e s u l t 15 a s f o l l o w s :

P or
.

G珍
.

L y s
.

Cy s
.

A r g
.

听
s

.

L e u
.

A s p
.

T h r
.

A s p
.

A s p
.

I t 15 w e l l k n o w n t h a t t h e P e P t id e b o n d o f ht e a e t i v e s i t e i n ht e t r y P s i n i n h ib i t o r

吧。 u l d b e s P e e i f i e a ll y e l e a v e d w i t h t r y P s i n a t a n a e i d i e P H w i t h o u t an y 10 55 o f a e t iv it y
,

君ivi n g r i s e t o ht e 5 0 e a l l e d “ m o d i f i e d 112 } z i b i t o r ” 〔” ,
.

T a k i n g a d v a n t a g e o f t h i s f e a t u r e

ht
e a e e t y l a t e d m u n g b e a n i n h ib i t o r w a s d i g e s t e d w i t h t r y P s i n a t P H 3

.

5
.

O w i n g t o t h e

b l o o k a g e o f t h e L y s a e t i v e s i t e b y a o e t y i a t i o n a t t h e 。
一 a m i n o g r o u p

, o n l y t h e P e p t id e

七o n d o f t h e A r g a e t i v e s i t e e o ul d b e e l e二
e d

.

T h i s m o d i f i e d ihn ib i t o r w a 、 d i r e o t ly
吧 o u p l e d w i t h t h e s o l id s u p p o r t A P G a n d a p p l i e d t o t h e s o l i d p h a s e P e p t i d e s e q u e n e e r

,

, h e p a r t i a l s e q u e n e e a f t e r t h e A r g a e t i v e s i t e 15 d e t e r m i n e d a s i n t h e f o l l o w i n g
:

S e r
.

M
e t

.

p r o
.

Gly
.

Ly s
.

Cy s
.

A r g
.

衡
s

.

L e u
.

A s p
.

Th r
,

A s p
·

A s p
·

p h e
.

份
5

.

介
r

.

T h i s s e q u e n e e w a s t h e s a m e a s t h a t a t t h e C
一

t e r m i n a l r e g i o n o f t h e A r g a e t iv e f r a g
-

皿e n t 诚 t h ht e e x e e p t i o n o f t h e e x t e n s i o n o 王P h e
·

C y s
·

T y r
.

a t i t s C
一

t e
rm i n u s

.

T h i s itr
-

卫 e p t i de w a s n o n e o ht e r t h a n t h e N
一
t e r m i n a l r e g i o n o f t h e A

: e h a i n o f t h e L y s a e t i v e

f r a gm e n t
.

T h i s 皿 e a n s t h a t t h e s i t e o f p p p t i e e l e a v a g e w a s a t
.

t h e p e p t id e b o n d o f A s p
-

p h e
.

T h e n e w l y r e le a s e d r e s i d u e o f A s p t u r n e d t o b e t h e C
一

t e r m i n u s o f t h e A r g a o t i v e

f r a gm e n t
.

B y a n a l o g y w i伍 伍e p o s i t i o n s o f t h e d i s u l f i d e b o n d s i n B o w m a n
一

B i r k i n h ib
-

让o r o ht e w h o l e p r im a r y 、 t r u e t u r e o f t h e A r g a e t i v e f r a g m e n t e o u ld b e d e p i e t e d : ,。

名h o

处 i n F i g
.

i b
.

T h e a s t e r i s k d e n o to s t h e a c t iv e s i t e
,

A r g
4 ` .

4
.

2
,

h e C
一

t e r , , , i* a l R o g艺。 ? : o f t入` 万 ; `牲口 B 。 。 , * I , `人落乙落活o r

A f t e r s p l i t t i n g t h e m u n g b e a n i n h ib i: 0 .1 w i t h CN B r a s m a l l p e p t i d e e o u ld b e

视 p a r a t e d o n a S e p h a d e x G
一

10 0 0一u m n
.

T h e s o q u e n e e o f t h i s p e p t id e w a s d e t e r m i n e d a s

人 s p
·

L y s
·

A印
.

b y m a n u a l E dm a n d e g r a d a t i o n a n d 撇 i n o a o i d e om p o s i t i o n a n a l y s i ,
·

W I〕 e n t r e a t e d w i t h o a r b o x y p e p t i d a s e y
,

t h e i n t a e t i n h ib i t o r r e l e a s e d A s p
,

L y s a n d M
e t

i n t h e m o l a r r a t i o Z : i :
1

.

T h e r e f o r e t h i s s m a l z p e p t id e s h o u l d b e t玩 C
一

t er m i n a l

r e g i o n o f ht e i n t a e t i n h ib i t o r a n d j o i n e d t o t h e c
一

t e r m i n a l r e s i d u e M e t o￡ t h e A
Z



竺7 4

、cE iN I TA

暮
IN Ic A (S er i e。B )

V O I
.

X X V

P eP td i e eh a ino ft h eL y s a et iv efr agm o nt
.

3 um m in g uP t h eab v o er s eult s ,

t h e e o m P l e t e P r im a r y s t r u e t u r e o f t h e m u n g b e a : i

i n h i b i t o r 15 s h o w n i n F i g
.

2
.

5 今 1 0 1 5

eS
r

.

iH 乐 A叩
.

lG .u R
o

.

eS
r

.

lG .u eS
r

.

eS
r
.G lu

.

rP
o

.

衍
9

.

份乐 A印
·

跳
r

.

2 0 * 2 5 3 0

份 .s A叩
.

份乐
吸

r
.

功
乐 eS

r
.

功
乐 rP .o rP

o
.

iG
n

.

份乐 iH 乐 (污日
.

lA .a A犯
.

今 3 5 4 0 4 5

lI .e A r g
.

玫
u

.

A皿
.

eS .r 你 .s H .is eS
r

.

A la
.

份乐 L ys
·

eS
r

·

份.s l .le 衡 .s

* 5 0 5 5 6 0 杏

hT
r
.A gr

·

eS
r

.

M眺 .P
r o

.

G卜
.

功
乐 C邓 .A gr

·

你乐玩
u

.

A s .P hT
r

.

A , .A叩
·

6 5 今 7 0

hP .e衍乐 Tyr
.

L了乐 P r o
.

你乐 G ih
.

欣
r

.

M e t
.

A s .P L y s
·

ASP
·

* A e t jv e 滋忱

今 S血
。 f 训两

e

血
a v a邵三

F i g
.

2 Am i
n o o e id Se q ue

n ee o f m u n g be a n t r y P苗 n in h i b it o r
.

T h e a m i n o a e i d e o班 P o s i t i o n e a l o u l a t e d f r o m t h e P r i m a r y s t r u e t u r e w a s i n e l o s e

a 。。 o r d w i t h t h a t d e t e r m i n e d P r e v i o u s l y【 3 ,
b y a ln i n o a e id a n a l y s i s e x e e p t s o m e s l i g h t d i f

-

f e r e n o e s i n A r g a n d L y s r e s i d u e s (s e e T ab l e l )
.

IV
.

D I S CU S S I O N

T h e P r im a r y s t r u e t u r e o f t h e m u n g b e a n i n h i b i t o r s h o w e d t h a t t h i s i n h i b i t o r b e -

l o n g e d t o t h e s o y b e a n B o w m a n
一

B i r k i n h i b i t o r f a m i l y
.

T h e y h a v e s o m e e o m n , o n

。 h a r a e t e r i s t i e s 〔 “ ] a s f o l l o w s ; T h e m o l e e u l a r w e i g h t s a r e l o w e r t h a n I O0 0 0
.

O w i n g t o

t h e P r e s e n e e o f 7 P a i r s o f d i s u l f id e b o n d t h e m o l e e u l e s a r e v e r y r i g i d a n d s t a b l e
.

T h e y

a r e r i e h i n p o l a r a m i n o a o i d s w h i e h a e e o u n t f o r 6 0% o f t h e t o t a l r e s i d u o s , a n d l o w i n

a r o m a t i e a m i n o a e i d s
.

I n a d d i t i o n
, a l l o f t h e m e o m P r i s e t w o a e t i v e d om a i n s

.

I n

g e n e r a l
,

t h e s e t w o d om a i n s i n h ib i t t r y p 、 i: i
, e l、y m o t r y p s i n o r e l a s t a s e w i t h L y s ( A r g ) : 、 n d

L e u ( p h e
,

T y r ) o r A l a a s t h e i r a e t i v e e e n t e r s r e s p e e t i v e l y 〔 , , .

B e s i d e s t h e m u n g b e a n

i n h i b i t o r ,

t h e a d z u k i i n h ib i t o r l
『̀ , ] e a n a l s o i n h i b i t t w o m o l e c u l e s o f t r y p s i n

.

人 n o t l i e r

e x a m p l e 15 t h e s o y b e a n B o w m a n
一

B i r k i n h i b i t o r D
一

1 1 [ ` 4 ,
.

T h o u g h t h i s i i l l i i b i t o r h a s tw o

A r g r e s i d u e s a s i t s a e t iv e e e n t e r s
,

i t e a xi m e r e l y i n h i b i t t r y P s i n i n t h e m o l a r r a t i o l : 1
.

4

i n s t e a d o f l : 2
.

S o m e i n h ib i t o r s c a n i n l l ib i t t r y p s i n a n d e h y m o t r y P s i n s im u l t a i i e o u s l手
尸 ,

s u e h a s t h e s o y b e a n B o w m a n
一

B i r k i n h i b i t o r [ ` 5 ] a n d t h e l i m a b e a n i n h ib i t o r [` 6 ] , b u t n o t

i n t h e c a s e o f t h e a d z u k i b e a n i n h ib i t o r 11 [ ` , ] e v e卫 i f i t a l s o P e s s e s s e s t w o a e t i v e c e n t e r s

r e s p o n s i b l e f o r i n h ib i t i n g o h y m o t r y p s i n a n d t r y p s i n r e s p e e t i v e l y
.

T h u s , t h e f u n e t i o n ,

o f i n h i b i t o r a r e n o t o n l y r e l a t e d t o t h e i r a ( , t i v e e e n t e r s
,

b u t a l s o t o t h e a m i n o a e id s e -

q u e n e e s a r o u n d t h e m a n d t o t h e e o n f o r m a t i o n o f t ll e m o l e e u l e
.

T h e a m i n o a e id s e q u e n o e。

a r o u n d tw o a e t i v e e e n t e r s o f s o m e B o w i 、 z a n 一

B i r k i n h ib i t o r s a r e l i s t e d i n T a b l e 1
.

p , 15 r e s p o n s ib l e f o r t h e s p e o i f i e i t y o f t h e a e t i v e d o m a i n
.

p三
a n d p 二

a r e v a r i a b l。

a n d m a y e x e r t s om e i n f l u e n e e o n t h e a e t i v i t y o f t h e d o m a i n
’ 5

.

I n t h e e a s e o f t h e m u n g

b e a n i n h i b i t o r t h e P 玉i n t h e f i r s t d om a i n 15 L y s , o b v i o u s l y f a v o u r a b l e t o i n h ib i t i n g

t r y p s i n
.

Wh e r e a s i n t h e e a s e o f t h e s o y b o a n B o w m a n 一

B i r k D
一

1 1 i n h i b i t o r ,

p 盆 15 t h e

h y d r o p h o b i e a m i n o a c i d M
e t

,
u n f a v o u r a b l e t o o o m b i n i n g w i t h t r y p s i n

.

I n t h e s e 。 ( ) n d

d o m a i n t h e a m i n o a e id s e q u e n e e a r o u n d t h e a e t i v e s i t e o f t h e m u n g b e a n i n h ib i t o r i 、

i d e n t i e a l w i t h ht a t o f t h e g a r d e n b e a n 11一h i b i t o r
.

B o t h o f t h e s e tw o d om a i n s e a n o o m
-



火心
.

3
SE QUE NC E OF MN UG E BANT RY P S 工 NI NH I I T R B O7 25

. 州尸一 ~一一一一一一一一一一一— —
`

—
、

一一一
一

~

—
.

—
一

一
一 一

~

—一
玩 ne

诫 th tr yp si ni ne qu alm olr ar ati o
·

I t 15 W Or thp oi nti ng ou t th at all the i rp 二 r ae

切
5

.

o nthe othe r h a nd the p ; 111the s oy be a nB owm a n
一

i Brk D
一

1 1i ni hi b t or 15G l n
.

P or h ap s su ohmie r ohe te r oge ne i y ti nthe ami no aed ie squ e nce r aou nd the ae tie ve e nte r s

班盯
e xp l ai nthe i rfu nc ti o nald i f fe e r nce

·

T h ou g h b oth the 皿u ng be a ni nhi i b t oi r ald the

即 y be a nB owm a n一

Bi rk D
一

i 1 1ni h bi t or he v athe S ame spe “i fie i y t
,

t h e i r a e t ivi t i e s a er d i f
-

fe r e n t i n i n h i b i t i n g t r y P s i n t o s o m e e x t e n t
.

T a b l e l

hT
〔 A o i i n o A e i d eS q ue

n沈 A r o u n d th e A e t i v e Ce n et r日 i n t l l e B o

wm
a n

一

砚
r k I n 玩ib t o r F a

m i l了

N 田m e 吐 恤e I n hi ib t o r 日 P ; P三 P 3 P二 P ; P二 P主 P玉 P几 P二p
,

p
Z

p
!
p ` p 妥 p 3 p 、 p

,
p ` }

p
,
p

Z
p

l
p

l
p ` p

,
p 、 p ` p 云

卫协节n ” a n

, 甲 , ` , 甲, ~ ~ ~ ~ , - ~ - -

不协

~
月 n

_

l
r k h 砧 b lt o r L

I . 〕

B O , 八 n
ajn

一

iB
r k D一n L1 9 ]

G a r d e n 王沈a n LZ o〕

U m
a B e

an
t Z, ,

人d z l l ld 王犯
a n 〔
川

M u IT仑 B 于a n

C y 日
一

hT
r

~

Ly s
~

eS
r
一

A ,
一

P or
一

Por
一

lG
n
一

C邓

C y s
一

hT
r
一

Agr
一

S e r
一

M e t
一

P r o一 P r o
一

G ln
一

C邓

C邓
一

hT
r一 A la

一

eS
r一 I le

一

P r o
一

P r o
一

G l n
一

C邓

Cy s
一

hT
r
~

L卵
一

eS
r
一

I l e
一

P r o
一

P r o一 G ih
一

C邓

yC
s
一

吸
r一 L洲

一

氏
r一 M e t

一

P r。 一

P r o~ L邓
~

C洲

Cy日
,

hT
r 一L邓

~

eS
r ~ L邓

一

P ro
一

P ro
一

G ln
~

C y s

C邓
一

A la
一

玩 u
一

eS
r

一

巧
r
一

P ro
一

A la
一

lG
n

一

yC
s

C邓
一

hT
r 一A r g

一

eS
r 一G ln

一

P r o
一

G l y
一

G l
n

~

C y日

C了日
一

hT
r 一A r g

一

eS
r
一

M e t
一

P r o
一

G ly
一

L y s
`

C邓

C邓
一

几
r
一

玩
u

一

跷
r
一

I le
一

P r o
一

A l a
一

G l n
一

C邓

C y 日
~

hT
r 一

竹
r
一

eS
r 一 I le

一

P r o
一

A la
一

L y于C y ,

C-yS hT
r
一

A r g
一

eS
r 一M e r一 P or

一

G ly
一

L洲
一

C y s

T h e s u e e e s s f u l e l e a v a g e a n d s e P a r a t i o n o f t h e t w o a o t i v e d o m a i n s a l s o w e r e a e h i e v e d

i n t w o o t h e r B o w m a n
一

B i r k i n h ib i t o r s ; t h e s o y b e a n B o w m a n
一

B i r k i n h i b i t o r b y O d a n i
[“ ,

a n d I k e n a k a i n 1 9 7 4
, a n d t h e a d z u k i b e a n i n h i b i t o r 1 1 b y Y o s h i k a w a [ , 5 ] i n 1 9 8 0

.

T h e

T a b l e Z

A m血 0 A d d C o
m P o滋t o i i , o f M u刀 9 eB

a n
nI ih b it o r a n d l七, T w o A e七iv e F l’ a gI 11e n伪

L y , A咙ve F r a g n l e n t M u丑g B 〕a n
nI h i b计 o r

A
:

A
1

A
:

A r g A e t l丫 e

卫 r a 卯 n
en 七

{
、

{
: 。

{
194
Jl11,n,111ù11上一O

,1月1

,工00

n目,1

ù1fl

1A一314
。-1611

91ù1

11111一

Qé1孟1工n口

2 6

eS
r

b 己u

3 5 2 7

P h e

M et

eS
r P h e A即

I洲〕u 五l七七

aaaaa bbb

lll 000 1 000

33333 333

111 111 1 111

55555 OOO

11111 111

22222 222

111 444 1 444

99999 222

22222 222

OOOOO 222曰曰曰
111

11111 111

11111 666

OOOOO 333

44444 333

44444 666

OOOOOOO

777222 7 222

eSSS
rrr 色〕rrr

、 sP
{

A二
. 疡

行
a
m加。

b
`

C a l e u l a长吐 f r o m

卫加 0 a e id e

a
m in o a o i d

由 n P o 啦桩 o n a n a ly滋5
.

日e q l l e l l ee
。

.

汤一ú一aùa.re一一一U一引.已ùO一prrltyay给
IU,erL旧g,g勺ù沈一n一的ó ]以一9

.

巨加11不上
.

丫如飞艺陡eGyh刃丘r全l旧一氏一e:
.

11一A5GTG八如人引LrTL王点r一住一吃一咬óa



已 76E S C INA T IS IN I(
,

A ( S e r i e s B ) V o l
.

X X V

s e P a r a t e d a 仁t i v e f r a g n i e i i t s

I) e c t iv e l y
.

H o w e v e r ,

i n t h e

i t s a e t i v i t i e s
, 5 0 t h e m u n g

w e r e r e s P o n s i b l e f o l’ i l l l l i b i t i i i g t r y P s i n o r e l , y m o t翔 P 、 11 1

a b o v e t w o e x a x n p l e s 、 ) x i e o f t h e s e t w o f r a gm e i 、 t o p a r t i a l l y

b e a n i n h ib i t o r s e e l zz e d t o b e

t l l e a c t i v e f r a g x n e l l t、 r e t a i n e d a l l t h e a e t i v i t i e s f o r

R e e e , l t l y Y o s h i k a w a ’ 5 g r o u p [, 6 J s h o w e d t il a t t ll e

a u i i i q u e i n s t a n e e i n w }l i c l一 b o t h

i , 、 e n t i n }、 i bi t i n 只 t r y P 、 i n e o u l d b e e x l ) l a i l l。 (1 b y

11 11一i b i t i , 19 t r y P s i i i i n e q u a l m o l a r r a t i o
.

p a r t i a l 10 55 i n 士h e a e t i v i t y o f t h e f r a g-

t l飞e 5 0 一。 a l l e d “ t e m P o r a r y i n h i b i t i o n ” a s

” r e s ll l t o f t h e c l e a v a g e o f t h e A r g p e p t i d 〔
、

b ( ) I l d 11 1 t h e

t r y P s i l z
.

T } ze

〔
’

y 、
·

} 1 1、
·

C y 、
. ,

e o r r e s p o n d i n g t r i p e p t id o i r l

、Va S ( ) b v i o u s ly r e s i s t a zl t t
。。

t } l e r n l l l i g b e a zi

t r J 了、 t i o d i g 〔
l

s t i o n

C y s
·

A r g
·

C y s
.

s e q u e n o e b y

i n h i b i t o r , r e s id u e s 2 6一 2 8
,

、 ( ) i t 飞v o u l d z , o t b e s u r P r i s e d

foróhethet
t飞、 a t t h e l」 y 、 f r a g m e n t k e P t i n t h e f o r l n o f t }1 (

·

。 r y s t a l l i n 。 (
·

o n i p o u n d w i t h
; ) zi e ,飞 l o zl t ll o r zn o r e s t i l l r e t砚 i n e d 11 1于一i b i t

` ) r
、

y a o t i、
·

i t y a f t e r d i s , ( ) e i a t i o n

P o u i z〔王 ;觅t a r i a e i d i e P l l
.

t r y P s i r l

一) f t h i只

T }l e e l e a v a g e s i t e s o f

a d z u k i b e a n i n h i b i t o r 1 1

P e P s i n d i g e s t i o l l i n b o t l l t h (
、

士子z e P e P t id e

l l z u x z g b e a l i i t山 ib i t o r

从 尸e r e s i l n i la r ,

i
.

e
b o l l d s G l u

了一

S e r 日

a t l d

1 1 (
、

会IY

N
一

t e r m i n u s a n d I J e u 3 3一

A s n 3 4

o f t }z e e o n i l e e t i n g P e p t id e s
.

( L e u
一

A s P i , , t ll。 。 a s 。 () f a 〔 l: u k i b e a , 1 1, 11: i b i t o r )
,

入 * I )
` ,一 P ll e

` ,

I n t h e C
一

t e r lll i xl a l r e g i o i i

M e t
6 , 一

A 、 p
7 0

11 1 t h e

mu
n g b e a n i n h ib i t o r a zi d A s p

一

T r p i n
t l l e

t h e

lr
,

l ] e s u c c e s s f u l e l e a v a g e a n d t h e e l u e i d ; , t i o n ( ) f t l一 e s t r u o t u r e

P e P t i d e b o i l d s p l i t w a s

次( l z u k i b e a n i x l l飞i b i t ( ) l’ 1 1
.

o f t h e t w o d o z zi a i n s o f t h e

n l u l一g b、
·

a n i n l l i b i t o r o P e n s t h e s。 ( ) P e

t i o n s }l i P o f t h i s i , i h ib i t o r
.

f( ) r f u r t h o r s t u d y i n g t l一。 s士r u 。土u r 。
、 一

f n n e士i ( ) z飞 r e l a
-

W
e a r e d e e P l y

1115 h e l P f u l a d v i e e
.

f e n g f o r t h e i r h e l p

s e P a r a t i o n
.

i n d e b t e d t o P r o f
.

〔了a ( ) T i a l l q i i i f o r l ] 15 1一z t o r e s t i , 2 t h i s w o r k a n d f o r

W
e a l s o t h a n k D r

.

C li e l一 Z l l im i n
,

Mi s s Z l i a l i g G u o d i a n d M u J i : Ln
-

i n a m i n o a e i d a xi a ly s i s
,

1 ) T l l
一

a z n i i , ( ) a c i d s i d o l l t i f i o a t i
( ) n a l i (1 p e p t i d。

R E F E R E N C E S

O l( a 一1 1
,

S二
丁

·
a s k o w s k i

,

C h位
,

H
.

M
.

B e y 卫e u t h e r ,

。 t a l
,

J
.

B 艺o e人e 材`
.

,
7 1 ( 19 7 2 )

.

83 {)
.

M
、

J r
.

& K a t o
,
I
二

A Z己” .

R e 之
,

.

方 io o h e , ,` 二 4 9 ( 1 9 8 0 )
,

5 03
,

T s a o
.

T
.

C
.

e t a l
·

,

S “ i e “ 艺乞a s ￡, ,乞e a ,

1 4 ( 1 9 6 5 )
,

2 4 5 5
.

K

N o r t l一 H o l l a i i d

S y ” `夕乞、 i , I? , ,
,

( I亏d 、
.

P l
·

e v i o z
·

o
,

P r e s s ,

1 9 7 7
,

5 : 1 0 7

A
.

& 《, o z e士t j
一

P ,、 v i。 ,、 , ,

飞丁
.

A
.

)
,

E lg o v i e l
·

/

2l[1[]曰141

H o 正
·

王z
、

久了

B 一 i d g e 一i ,

1 9 7 3

E 山 ] ] a 一J
`

Y ol 伙
、

N

P e t e l s o 一1

R 10 一 (1 二1 ] 1
,

.

1
.

&

,

I N S E丑万
B i o x一i c d i e a l

L 昆 u r s o l z ,

丑 A
二
矛晒

:J e t a l
.

,

I n 召t r 倪 ” 乙e 牡 t a 艺10 此

L ` 2t e r 、 ,

3 6 ( 1 9丁3 )
,

2 8 5
t

」 , ,乙乞n o 生`
·

i
`
z 名尸口 , 10 2,。 e 注 `之̀ : z刀、 `习 ,

A o a d 。一z一i` 卫 , P 、 、 ,

L 、 ) , , d o了I

P ,

5
.

R
.

) S P ,注11g e卜 V e r l a g
.

N e w

月 12
·

s
H

.

W

r

l
..r

N e \v Y o ]
·

k

卿
o t e艺刀 s e q 己I e 路 e e D e t亡 r 刀乙饭刀 a t̀ o )产, ` E

了
I N 。 。 、

22。 , 一I n 」,

Y
,

,

1 9 7 0
,
2 1 1

.

1
.

D
.

e t a l
.

,

J B 乞0 1
.

llC
e 刀` . ,

24 7 f 1 9 丁2 )
,

4 8 6 6
.

.

F
.

& v a lz e e
,

B
.

L
. ,

万
e才h o d s 乞九 E 子之之

`

夕)) , 0 10夕夕
。

( J“ 2

& L o l l d o l , ,

1 1 ( 1 96 7 )
,

56 5
. 人记a 一l e l一11七 P r e 3 3 ,

L1 0」
[ 1 1 ] 共立 出版株式会社

,

束京
,
4 (] 9 7 8夕

,

L a s k o 、 v s k j
,

人1
.

Y o r k
,

3 ( 1 9 7 1 )

Y o , 1玉i k 找 w a ,

M
,

J一 & 8 (
·
;史飞o c k

,

3 7 5
.

& Y o s l l i〔l 往
,

C

R
.

W
.
、

2决刃 E 刀之夕I ,之, ,

(圣: 、 1 R o 万e l
· ,

P
.

1) A七a 健l e l l zi e P l
、

e s s ,

N e 、 vl12J
J

.

刀 i o e h e 刀` . ,

7 8 ( 1 9 7 5 )
,

9 : 15

0
`
1:牙111

, .

1111
·

k
.

y

5
.

& I k o l。 :、 k : ,
,

,
, . ,

i b 厅̀
.

,
8 2 ( 1 97 7 )

,

万。 t ] , o 汀、 i ,* E , ,召刀, ,` 0 20夕万
,

( E I

1 5 1 3
.

L o z
·

李112记1 A c a d e l ]一 i e P 一 e 、 闷
,

N
护、v Y o r火

,

S日 l一 F 一a n c i s e o)L

IJ
1...1

-
曰d连
JùJ

é1., .盆,孟泞.̀

11



O N FO RM ATO I NO FS Q U AL L L I NE KV DE Q U AT工O N27 7

乙 L o nd o n,

45 ( 1 9 7 6 )
,

7 0 4
.

B此
,
Y

. , `西乞d
· ,

45 ( 1 9 76 )
,

7 0 7
.

Y o hs i k a w a ,

M e t a l , A夕再 d
.

刀书。乙
.

C h e饥
.

,

4 1 ( 1 9 7 7 )
.

1 1 : 2 2 3 5
.

o d a n i
,

5
.

& I k e n a k a
,

T
.

,

J
.

B公o e h姗
.

,
7 1 ( 1 9 7 2 )

,

83 9
.

—
,
落乙下d

· ,
8 2 ( 1 9 7 7 )

,

1 5 2 3
.

Wi l s o n
.

K
.

A
.

& L a s k o w s k i
,

M
.

S r
,
尸 r。才抓件昭 e l , 人艺b乞亡。 , 召

,

( E d
,

L e d d e r G
,

)
,

S p r i n g e r
一

V e r l a g
,

B e r l in & N
e w Y o r k

,
1 97 3

,

2 86
.

T a n ,

C
.

G
.

L
.

& S t e n e n s ,

F
.

C
· ,
刀“ r

.

J
.

B协
一

h ` 7矛之
.

,
1 8 ( 1 97 1 )

,
5 1 5

-

Y o s h让 a w a ,

M
.

e t a l
.

,

A g 犷艺e
.

B 艺0 1
.

C h e饥
. ,

4 3 ( 1 9 7 9 )
,
3 : 7 8 7

.

o d a n i
,
5

.

& I k e n a k a
,

T
.

,

J
.

刀落o e h e饥
,
7 4 ( 1 9 7 3 )

,

8 7 5
.

Y s h ik a w a ,

M
.

e t a l
.

,

乞乙`d
. ,
8 7 ( 19 80 )

,

6 1 9
.

o h t a k i
,

Y
.

& Y o s h i k a w a ,

M
.

e t a l
.

,

B￡o e h e饥
.

B艺。尹h夕5
.

五 e 、 .

C。饥饥份界 ,

96 ( 19 8 0 )
,

2 : 7 1 9
.

RùOc U。
..曰̀.ùL引r卜目r稼̀卜卜̀

[211
爵 [穷2 ]

[23 ]

[2 4 ]

[25 ]


