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Die suiwering en sommige eienskappe van protease-inhibeerders 
in die saad van Erythrina zeyheri (Ploegbreker)

Francois J. Joubert
Nasionale Chemiese Navorsingslaboratorium, WNNR, Posbus 395, Pretoria (XX)1 

UlTTREKSEL

Vyf protease-inhibeerders (DE-I tot DE-5) is uit Erythrina zeyheri (ploegbreker) -saad geisoleer en gesuiwer deur 
van jelfiltrering op Sephadex G-50, gevolg deur ioonuitruilchromatografie op DEAE-sellulose en DBAE-sefarose, 
gebruik te maak. Die inhibeerders bevat 163 tot 164 aminosure (molekulere massa 18 000), waaronder vier halfsis- 
tienresidu’s, en hulle kom met die Kunitz-protease-inhibeerders ooreen. DE-1, DE-3 en DE-5 bevat kragtige in­
hibeerders vir varktripsien, maar ’n veel swakker inhibeerder vir bees-a-chimotripsien. In teenstelling hiermee in- 
hibeer DE-2 en DE-4 a-chimotripsien baie sterk, maar dit het prakties geen uitwerking op tripsien nie.

ABSTRACT

The purification and som e properties o f  the protease inhibitors from  the seed o f  Erythrina 
zeyheri (Ploegbreker)
Five protease inhibitors (DE-1 to DE-5) were isolated and purified from  Erythrina zeyheri seed by gel filtration on 
Sephadex G-50, followed by ion exchange chromatography on DEAE-cellulose and DEAE-sepharose. They con­
tain 163 to 164 amino acids (molecular mass 18 000), including four half-cystine residues, and resemble the Kunitz 
protease inhibitors. DE-I, DE-3 and DE-5 contain a potent inhibitor fo r  porcine trypsin but a much weaker in­
hibitor fo r  bovine a-chymotrypsin. In contrast, DE-2 and DE-4 inhibit a-chymotrypsin strongly but have practical­
ly no action on trypsin.

iNLEIDING
Prote£ise-inhibeerders kom wyd versprei in die sade 

van peulgewasse voor.' Die genus Erythrina wat aan 
die Leguminosaefamilie behoort, bestaan uit onge- 
veer 108 spesies borne en struike, versprei in die tro- 
piese en warm streke van die wereld.^-^ Die

alkaloiede/ vry aminosure^ en lektiene’ *® wat in die 
sade van verskeie spesies Erythrina voorkom, is be- 
studeer. Onlangs het Joubert en medewerkers beves- 
tig dat die sade van Suid-Afrikaanse Erythrina- 
spesies, te wete E. acanthocarpa," E. caffra,'^E. hu- 
meana,'^ E. latissima'* en E. lysistemon,'^ ook hoe
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konsentrasies protease-inhibeerders bevat. Benewens 
die suiwering van verskillende inhibeerders, is som- 
mige eienskappe van die inhibeerders nagevors. In 
die verband is dit insiggewend dat inhibeerder DE-3 
wat uit die sade van E. latissima gesuiwer is, 
benewens tripsien ook plasmien en ’n weefselplas- 
minogeenaktiveermiddel (geisoleer uit menslike 
melanoomselle wat in vitro gekweek is), inhibeer. 
DE-3 het egter geen werking op trombien of 
urokinase nie. Laasgenoemde is ook ’n plasmino- 
geenaktiveermiddel. As DE-3 aan agarose gekoppel 
word, gee dit ’n baie nuttige derivaat om te gebruik 
vir die suiwering van weefselplasminogeenaktiveer- 
middel deur affiniteitschromatografie. Plasmino- 
geenaktiveermiddels is van groot geneeskundige 
belang.*''

Die struike van E. zeyheri word in die koeler dele 
van Suid-Afrika, vernaamlik die Vrystaat, Natal en 
Transvaal, aangetref. Die struike word 50 to 60 cm 
hoog. Nog ’n kenmerk van die struik is sy groot 
wortelstelsel wat dikwels tot ’n meter in deursnit kan 
wees; vandaar die naam ‘ploegbreker’.

In hierdie bydrae word die suiwering en sommige 
eienskappe van verskeie protease-inhibeerders van 
die sade van E. zeyheri beskryf.

EKSPERIMENTEEL
Materiale

Die sade van E. zeyheri is versamel van ’n struik 
wat in Pretoria groei. Tripsien (3 maal gekristalliseer) 
is deur Miles, Kaapstad, voorsien. a-Chimotripsien 
(3 maal gekristalliseer) is van Worthington verkry. 
N-a-benzoiel-L-arginienetielesterhidrochloried en 
N-asetiel-L-tirosienetielester is onderskeidelik deur 
BDH en Merck voorsien. Dietielaminoetielsellulose 
(DEAE-sellulose) was ’n mikrokorrelrige bereiding 
van Whatman. Sephadex G-50 (fyn) en DEAE- 
sefarose CL-6B is deur Pharmacia voorsien.

Fisies-chemiese metodes
Kolomme gepak met Sephadex G-50, DEAE-sellu­

lose en DEAE-sefarose is voorberei soos deur die ver- 
vaardigers aangeveel. Die eluaat van die kolomme is 
by 280 nm met ’n Beckmanspektrofotometer gemo- 
nitor. Die molekulere massas is deur jelfiltrasie 
bepaal, soos beskryf deur Andrews,'* deur van ’n 
Sephadex G-50-kolom (0,9 x 150 cm) gebruik te 
maak. Die volgende molekulere-massamerkers is 
gebruik: sojaboontjietripsieninhibeerder (20 100), 
mioglobien (17 800), ribonuklease (13 700) en die a- 
neurotoksien van Naja rj/vecr-slanggif (7 9(X)). Skyf- 
elektroforese met ’n 15%-jel is volgens die metode 
van Ornstein en Davis uitgevoer.'’

Bepaling van protease-inhibeerderaktiwiteit
Hierdie bepalings berus op die metodes ontwikkel 

deur Schwert en Takenaka.“  Die hidrolise by 30°C 
van N-a-bensoiel-L-arginienetielester deur varktrip- 
sien en van N-asetiel-L-tirosienetielester deur bees- 
chimotripsien is onderskeidelik as ’n verandering in 
absorpsie by 253 nm en 240 nm gevolg. Albei die en- 
sieme is in voorraadoplossings van 3 mg/ml in

0,001 N soutsuur gehou. Die substraatkonsentrasie 
van N-a-bensoiel-L-arginienetielester en N-asetiel-L- 
tirosienetielester was onderskeidelik ‘0,001 M in 
0,05 M Tris-HCl en 0,01 M kalsiumchloried (pH 8) 
en 0,05 M kaliumfosfaat (pH 7) met 10% metiel- 
alkohol.

Die inhibering van tripsien en chimotripsien is by 
’n toenemende konsentrasie-inhibeerder bepaal deur 
die ensieme 5 min lank met geskikte hoeveelhede in­
hibeerder in 0,1 M Tris-HCl (pH 8) by kamertempe- 
ratuur te behandel, soos beskryf,^' en deur daarna 
die oorblywende ensiemaktiwiteit te meet. Die en- 
siemkonsentrasie is vir onaktiewe stowwe aangesui- 
wer, soos deur aktiewe-sentrumtitrasie bepaal.

Een eenheid ensiemaktiwiteit word gedefinieer as 
die hoeveelheid ensiem wat by 30°C ’n verandering 
van 1 ^mol/min in die substraatkonsentrasie teweeg- 
bring. Hieruit word een eenheid inhibeerderaktiwiteit 
weer gedefinieer as die hoeveelheid inhibeerder wat 
een eenheid ensiemaktiwiteit inhibeer. Die spesifieke 
inhibeerderaktiwiteit word uitgedruk as die getal in- 
hibeerdereenhede per milligram inhibeerder.

Chemiese ontleding
Die aminosuurontleding is met ’n outomatiese 

Beckmananaliseerder gedoen. Monsters van die inhi­
beerders is 24 h lank in verseelde geevakueerde glas- 
buisies gehidroliseer met 6 N soutsuur waarby fenol 
gevoeg is om die vernietiging van tirosien te ver- 
hoed.2’ Halfsistien is volgens die metode van Hirŝ "* 
as sisteiensuur bepaal. Vir die bepaling van die trip- 
tofaaninhoud is die monsters met 3 M p-tolueensul- 
foonsuur gehidroliseer, soos beskryf.^’ Vry sulfhi- 
drielgroepe in die protease-inhibeerdermonsters, 
opgelos in 6 M guanidiniumchloried, is volgens die 
metode van Ellman^* bepaal.

Bereiding van die ru protease-inhibeerder
Fyngemaalde sade van E. zeyheri (27 g) is oornag 

met 1 / 0,5 m natriumchloriedoplossing by 10°C 
geekstraheer. Die suspensie is daarna 5 min lank in ’n 
Waringmenger fyngemaak. Die ekstrak is deur 
sentrifugering teen 10 000 omwentelings per minuut 
verhelder. Daarna is dit tot 70% met ammoniumsul- 
faat versadig en die presipitaat deur sentrifugering 
herwin. Die presipitaat is weer in 0,5 M natriumchlo- 
riedoplossings opgelos, teen gedistilleerde water 
gedialiseer en gevriesdroog. Die opbrengs van die 
preparaat was 3,8 g.

RESULTATE
Die elueringsprofiel verkry wanneer die ru 

preparaat op ’n kolom van Sephadex G-50 geskei is, 
word in Fig. 1 getoon. Verskeie pieke is waargeneem, 
maar slegs piek Ŝ  het tripsien- sowel as chimotrip- 
sien-inhibeerderaktiwiteit getoon. Piek Sj is derhalwe 
gevriesdroog en verder op DEAE-sellulose met ’n 
lineere natriumchloriedgradient (0 -0 .2  M oor 11) in
0.05 M Tris-HCl (pH 8) gefraksioneer. Twee hoof- 
pieke is vir die inhibeerders waargeneem (Fig. 2). 
Pieke C, en C2 is elkeen weer teen dieselfde gradient 
gechromatografeer; die elueringspatroon word in
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FIGUUR 1: Jelfiltrasie van die ru-preparaat van die 
saad van E. zeyheri. ’n Ru-preparaat (2 g) is op ’n 
kolom van Sephadex G-50 (3.8 x  150 cm) gelaai en 
met 0.2 M  NH^HCOj-oplossing teen ’n vloeispoed 
van 50 m l/h geelueer. Die kolomtemperatuur was 
20°C en die eluaat is by 280 nm gemonitor.

Fig. 3 getoon. Die chromatogramme toon protease- 
inhibeerders DE-1, DE-2, DE-3, DE-4 en DE-5. Die 
suiweringstappe vir die inhibeerders is in Tabel I 
opgesom. Sommige van die inhibeerders se eienskap- 
pe word in Tabel 11 getoon. Volgens skryfelektro- 
forese is DE-1 tot DE-5 waarskynlik suiwer. Die 
aminosuursamestelling van die inhibeerders word in 
Tabel III getoon. Die tabel sluit ook die aminosuur­
samestelling van die tripsieninhibeerder (Kunitz) van 
sojaboontjies in. Die inhibering van varktripsien en 
bees-a-chimotripsien by pH 8 met toenemende hoe- 
veelhede inhibeerder DE-1 tot DE-5 word in Fig. 4 
getoon.

BESPREKING
Die protease-inhibeerders van boontjies en sade 

wat aan die Leguminosaefamilie behoort, kan 
volgens hul molekulere massa en sistieninhoud in 
twee algemene groepe verdeel word. Die een groep, 
naamlik die Bowman-Birk-protease-inhibeerders het 
molekulere massas van 8 000 tot 10 000 en ’n hoe sis­
tieninhoud (gewoonlik sewe disulfiede). Die inhibeer­
ders van so jaboontjies,lim aboontjies,^° '^ ' tuin- 
boontjies^^ en adzukiboontjies,”  en die sade van 
Macrotyloma axillare,^^ behoort tot hierdie groep.

ELUAAT IN MILLILITER
FIGUUR 2: Chromatografie van piek op DEAE-sellulose. Piek (0.25 g) is op ’n koiom van DEAE-sellulose 
(0.9X 15 cm) gelaai en geeiueer met ’n iineere gradient van natriumchloried (0 -0 .2  M  oor 2 () in 0.05 M  Tris-HCI 
(pH 8) teen ’n vloeispoed van 50 ml/h. Die kolomtemperatuur was 20°C en die eluaat is by 280 nm gemonitor.
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FIGUUR 3: Die herchromatografering van pieke C, en C2 op DEAE-sefarose, (a) Piek C, en (b) Pick Q . Elk van 
die pieke (50 mg) is op ’n kolom van DEAE-sefarose (0.9 x  50 cm) gelaai en geelueer met ’n iineere gradient van 
natuurchloried (0 -0 .2  M  oor 2 t) in 0.05 M  Tris-HCi (pH 8) teen ’n vloeispoed van 12 ml/h. Die koiomtempera- 
tuur was 20°C en die eiuaat is by 280 nm gemonitor.
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Die tweede groep, naamlik die Kunitz-protease- 
inhibeerders, het molekulere massas van ongeveer 
20 000 en ’n iae sistieninhoud (gewoonlik twee 
disulfiede). Die tripsieninhibeerder (Kunitz) van soja- 
boontjies^*"^’ is ’n verteenwoordigende voorbeeld van 
hierdie groep. Die inhibeerders van die boontjies van 
Psophocarpus tetragonolobus,^^'^^ die sade van 
A lb izz ia  ju lib rissin ,^^  verskillende spesies 
Erythrina,^^-^^ Acacia elata*^ en Acacia sieberana*^ is 
verdere voorbeelde van Kunitz-inhibeerders.

Die molekulere massas van protease-inhibeerders 
DE-1 tot DE-5 uit die sade van E. zeyheri is volgens 
die jelfiltrasiemetode sowat 18 000, en dus bevat die 
inhibeerders 163-164 aminosure, waaronder vier 
halfsistienresidu’s. Aangesien geen sulfhidrielgroepe 
vasgestel kon word nie, is die inhibeerders deur twee 
intrakettingdisulfiedbrue kruisverbind. Die moleku­
lere massas en die lae disulfiedinhoud van die inhi­

beerders van E. zeyheri-saad toon dat hulle tot die 
Kunitz-inhibeerders behoort.

Die inhibisiekenmerke van die vyf inhibeerders van 
die saad van E. zeyheri is verskillend. DE-1, DE-3 en 
DE-5 bevat ’n kragtige inhibeerder vir varktripsien. 
Volgens die titrasiekrommes (Fig. 4(a), 4(c) en 4(e)) 
inhibeer DE-1, DE-3 en DE-5 tripsien stoigiometries 
in ’n molere verhouding van 1:1. Bees-a-chimotrip- 
sien word egter veel swakker deur die inhibeerders ge- 
inhibeer. Inhibeerders DE-2 en DE-3 inhibeer a- 
chimotripsien baie sterk in ’n stoigiometriese molere 
verhouding van 1:1, maar hulle het prakties geen in- 
hibering teenoor tripsien nie (Fig. 4(b) en 4(d)).

Die inhibeergedrag van ’n aantal Kunitz-protease- 
inhibeerders van verskeie sade en boontjies is in 
Tabel IV opgesom. ’n Aantal inhibeerders reageer 
spesifiek teenoor a-chimotripsien en het geen in- 
hibisie teenoor tripsien nie. Sommige is sterk in-

TABELI
Opsomming van die suiwering van protease-inhibeerders (DE-1 tot DE-5)

Stappe Protei'en
(mgl

Totale inhibeerder- 
aktiwiteit 

[Eenhede x 10̂ 1

Spesifieke inhibeerder- 
aktiwiteit 

lEenhede/mg proteien]

Opbrengs
m

Ru-bereiding 2000 T 1600 800 100

C 1560 780 100

Jelfiltrasie 396 T 1320 3330 83
C 1089 2750 70

Stappe 2 en 3*
DE-1 33 T 318 9650 19,9

C 141 4280 9.0
DE-2 23 T 0 0 0

C 181 7870 11,6

DE-3 17 T 147 8650 9,2
C 60 3520 3,8

DE-4 21 T 0 0 0
C 166 7916 10,6

DE-5 38 T 329 8650 20,5
C 243 6400 15,6

T = tripsieninhibering en C = a-chimotripsieninhibering 
•Chromatografie op DEAE-sellulose en DEAE-sefarose.

TABEL II
Sommige eienskappe van protease-inhibeerders (DE-1 tot DE-5)

Kienskappe DE-1 DE-2 DE-3 DE-4 DE-5

Skyfelektroforese (Getal bande) Een Een Een Een Een
Molekulere massa 17 800 17 700 16 400 18 100 16 900
1 nhibeerderaktiwiteit T Geen T Geen T

C* C C* C C*
Vry-SH Geen Geen Geen Geen Geen

T = tripsieninhibering, C = a-chimotripsieninhibering. 
•Swak
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FIGUUR 4: Die inhibering van varktripsien en bees-a-chimotripsien deur toenemende hoeveelhede Kunitz- 
protease-inhibeer uit die saad van E. zeyheri, (a) DE-I, (b) DE-2, (c) DE-3, (d) DE-4 en (e) DE-S. (Die inhibering 
van tripsien O — O en van a-chimotripsin •  — •  J
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TABEL III
Die aminosuursamestelling van die prolease-inhibeerders (DE-1 tot DE-5). (In mol aminosuurresidu per mol

protease-inhibeerder)

Aminosuur

Aspartiensuur
Treonien
Serien
Glutamiensuur
Prolien
Glisien
Alanien
'/2-Sistien
Valien
Metionien
Isoleusien
Leusien
Tirosien
Fenielalanien
Lisien
Histidien
Arginien
Triptofaan
Totaal

DE-1

16,4(16)
7,2(7)

13.9(14)
23,(X23)

9,7(10)
13,6(14)
7,1(7)
3,5(4)

12,5(13)
0

5.6(6)
15,6(16)

6,7(7)
4,8(5)

12,4(12)
1,8(2)
6,4(6)
1,6(2)

164

DE-2

15,5(16)
9,7(10)

13,0(13)
18,6(19)
13,7(14)
12,7(13)
11.7(12)
3,4(4)

11,4(11)
0

6,1(6)
15,3(15)
6,7(7)
6,3(6)
7,1(7)
1,8(2)
7,4(7)
1,5(2)
164

DE-3

14,7(15)
7,8(8)

16,3(16)
19,2(19)
10,4(10)
16,2(16)
3,9(4)
3,6(4)

12,2(12)
1,0(1)
8,5(9)

12,7(13)
9,6(10)
5,5(6)

10,1(10)
1,2(1)
7.6(8)
1.7(2)
164

DE-4

17,1(17)
9,2(9)

13,2(13)
19,5(20)
11.7(12)
12,7(13)
11.4(11)
3,5(4)

11.4(11)
0.6( 1)
6.0(6)

15,6(16)
6,3(6)
5,2(5)
7,4(7)
2.0(2)
7.7(8)
1.6(2)

163

DE-5

14.7(14)
7.9(8)

15,7(16)
19,2(19)
10,4(10)
15,8(16)
4,3(4)
3,6(4)

12,5(13)
1.1(1)
9.5(9)

12.9(13)
9,3(9)
5.4(5)

10,1(10)
1,3(1)
7.8(8)
1.7(2)

164

Sojaboontjie-
tripsien-

inhibeerder
(Kunitz)

26
7 

11 
18 
10 
16

8 
4

14
2

14
15 
4 
9

10
2
9
2

181

TABEL IV
Die inhibeergedrag van ’n aantal Kunitz-protease-inhibeerders

Saad of boontjie Inhibeerder I nhibeerderal(ti witeit 
Tripsien Chimotripsien Verwysing

Acacia elata 2 Sterk Sterk 40
Acacia sieberana DE-1 Sterk Sterk 41

DE-2 Sterk Sterk 41
Albizzia juiibrissin All Sterk Sterk 39

All! Sterk Sterk 39
BI Geen Sterk 39
BlI Geen Sterk 39

Erythrina acanthocarpa DE-1 Sterk Swak 11
DE-2 Geen Sterk 11

Erythrina caffra DE-1 Sterk Sterk 12
DE-2 Baie swak Sterk 12
DE-3 Sterk Sterk 12
DE-4 Sterk Swak 12

Erythrina humeana DE-3 Sterk Sterk 13
Erythrina iatissima DE-1 Swak Sterk 14

DE-3 Sterk Swak 14
Erythrina lysistemon DE-1 Geen Sterk 15

DE-2 Sterk Swak 15
DE-3 Sterk Sterk 15
DE-4 Sterk Swak 15

Erythrina zeyheri DE-1 Sterk Swak *
DE-2 Geen Sterk *
DE-3 Sterk Swak
DE-4 Geen Sterk *
DE-5 Sterk Swak ♦

Peltophoram africanum DE-1 Sterk Sterk 42
Psophocarpus tetragonolobus 2 Sterk Swak 38

3 Sterk Swak 38
B Geen Sterk 21

Sojaboon Sterk Swak 43

*Hierdie referaat.
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hibeerders ten opsigte van tripsien sowel as a- 
chimotripsien. Daar is ook inhibeerders wat ’n sterk 
werking teenoor tripsien het, maar hulle inhibeer a- 
chimotripsien ook effens, hoewel in ’n wisselende 
mate. Oor die algemeen kom die inhibeergedrag van 
protease-inhibeerders uit E. zeyheri-saad bale ooreen 
met die van ander Kunitz-protease-inhibeerders.
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