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1

Vyndlez se tykd zpisobu izolovéni glukagonu 2z kapaliny nad sedlinou z postupu zpraco-
vévén{ inzulinu krystalizaci v alkalickém prostredi.

Brzy poté, kdy Benting s Best objevili inzulin v r. 1921, zaznamenalo n&kolik skupin
pracovnikd, viz napi. Murlin a spol., J. Biol. Chem. 56, 252 (1953) a Kimball a Murlin,
J. Biol. Chem. 58, 337 (1954), %e v pripadd n&kolika extraktl inzulinu z pankreatu doXlo
k hyperglykemické odezvd. A faktor, odpovZdny za tuto uvedenou hyperglykemiékou odezvu,
byl pojmenovén glukagon,

V soulasné dobé je nejddlezit&jdim pouZitim glukagonu 1lé&ba hypoglykemie, vyvolané
inzulinem. A jak vzristd na svétd populace, postiZend cukrovkou, mus{ rovn&% i vzrfistat
poptévka a potFeba gluksgonu. Navic se soufasné sleduje moZnost pouZiti glukagonu p¥i sr-
dednich poruchdch. V disledku toho znemenaji tyto dv& moZnosti pouzitf zvySenou poptévku
po produkei glukegonu, prifem? nérokim 1lze nejlépe vyhovdt zvySenim v¥téZku glukagonu
z pfirodnich zdrojd.

Prvd pfiprava krystalického glukagonu byla popséna v r. 1953, viz Steub a spol.,
Science 117, 628 (1953); rovn&% Staub a spol., J. Biol. Chem. 214, 619 (1955). Jako v¥chozi
materidl byla pouZita smorfni frakce, ziskand b&hem obechodni vy¥roby inzulinu, zdleZejfci
v extrakcli tkédn& z pankreatu okyselenym alkoholem, zahuit&nim estrektu, vysrdfenim chlori-
dem sodnym, isoelektrickém sréZenim, nékolika frakcionacich za pouZiti alkoholu, odbarveni,
krystalizac{ za pfitomnosti zineZnaté soli gz pufru k&seliny octové s ndsledujicim promytim,
&imZ se odstrani emorfni frakce a s nésledujfcim vysulenim komplexu inzulinu se zinkem,
ktery se timto postupem ziskd. Izolovend smorfni frakce obsahuje hmotnostn® asi 4 % glukaQ
gonu a asi 7 % inzulinu. Obvykle se pohybuje vyt&%ek amorfni frakce v rozmezi asi 5 aZ 10 mg
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na 0,45 kg pankreatu. Daldf ¥iStén{ gluksgonu zahrnuje pripadn& fraekcionaci za hodnoty
pH 6,7, frakcionacl za poufitf acetonu, frakini srdZfeni za hodnoty pH 4,3, dvd fraként
srdZeni za hodnoty pH 2,5 a 2 krystalizace z pufru mo&oviny a glycinu za hodnoty pH 8,6.
VytéZek krystalického glukagonu &ini pFitom asi hmotnostin 20 % z obsahu glukagonu v su-
chém smorfnim materidlu, co¥ odpovidd vytéiku asi 0,04 a% 0,08 mg glukagonu na 0,45 kg
pankreatu.

Zavedeni krystalizace komplexu inzulinu se zinkem z pufru kyseliny citrdnové, jak je
to popséno v US patentovém spise 2 626 228, znemend celkové snifeni podtu stupni, pot¥eb-
nych pii vyrobé inzulinu, pouZfivé-li se pankreas z hov¥zfho dobytka. Alkoliv se ziskdvé
takto pfibliZné stejné mnoZstvi emorfni frakce ve stupni promyvédni, jako tomu bylo u star-
81ch postupd, klesd obsah glukagonu v smorfni frakeci asi na 0,2 % hmot. Bylo nalezeno, Ze
glukagon je zadr¥en v pufru kyseliny citrdénové bdhem uvedené krystalizace. Izolovéni glu-
kagonu z pufru kyseliny citrdnové znamend vysrdfeni nadbytkem zinku s nésledujfcim vysrd-
Zenim soli a dviéma vysrdZenimi za hodnoty pH 5,1 a 5,6 v tom kterém p¥ipad¥, %fmZ se od-
strani zinek. Vyt&Zek surového glukagonu z pufru kyseliny citrdnové odpovidd asi 0,8 a%
0,9 mg na 0,45 kg pankreatu,“pfiéemz vytéZek &istiného glukegonu z pankreatu odpovidd asi
0,1 a% 0,3 mg na 0,45 kg penkreatu. Pou¥it{ zinku ke sré¥eni znesnadnuje dokonalé odstra~
néni zinku, pifilemZ se Jedt& zvySuje mnoZstvi inzulinu v konedném vyZisténém glukagonu.

Pri studovéni extraktl z penkreatu bylo nalezeno, %e ridzné okyselené alkoholové ex-
trakty, Jjak se obvykle pouZivaji p¥i vyrobd inzulinu, obsahuji 4 a% 6 mg glukagonu na
0,45 kg pankreatu. Po koncentraci a odtu¥n&ni extraktu se sniZuje obsah glukagonu na 1,5
e 2,0 mg na 0,45 kg pankreatu. Avdak, jak ji% to bylo uvedeno vy%e, lze po&itat pouze
s 25 a% 50 % hmot. tohoto mnoZstvi pro dal¥{ ¥i3t&ni{, a to v zdvislosti na vychozim mate-
ridlu.

Predmdtem vyndlezu Je tedy zplisob izolovéni glukagonu, vyznadujici se tim, Ze se z ka-
paliny nad sedlinou po krystalizaci v alkalickém prostPedi p¥i vyrob& inzulinu izoluji
proteiny s obsahem glukagonu isoelektrickym srdZenim za hodnoty pH od 4,2 do 6,6 nebo
iontoménidovou chromatografii nebo isocelektirickym srédZenim s ndslednou frakcionaci gluks-
gonu, nade% se oddsl{ glukagon 0d ostatnich proteind. tvorbou glukaegonovych fibril za hod-
noty pH v rozmezi 1,5 do 2,7 a &i¥téni glukagonu se provddi krystalizaci za pH v rozmezi
od 4,5 do 8,5.

Na p¥iloZeném schématu je vyhodné provedeni zplisobu podle vyndlezu, na némZ je té%
patrny vztah mezi provédd&nim zplisobu podle vyndlezu a stupndm krystalizace v alkalickém
prost¥ed{ pFi vyrob& inzulinu. '

Zdrojem glukagonu je kapalina nad sraZfeninou z krystaliza¥niho stupnd inzulinu v.al-
kelickém prostfedf, jak je to popséno v US patentu &. 3 719 655. Uvedenou kaepalinou je
vodny¥ roztok o hodnot® pH 7,2 a% 10,0 s koncentraci kationti 0,2 a% 1,0 M a s rozpusténymi
proteiny, z ¥eho% pribliZn& 1 a% 10 % je inzulin a 0,2 a% 1,5 % glukagon v zdvislosti na
pankreatu, poufitém p*i vyrob& inzulinu. Nap¥iklad p#i pouZitf pankreatu z hov&ziho dobytka
obsahuje kapalina nad sedlinou po krystalizaci v alkalickém prostied{ protein, z n&hoZ pii~
bli¥né 5 a% 10 % je inzulin, 1,0 a% 1,5 % glukagon. PFi pouZiti pankreatu z vepid obsehuje
protein z kapaliny nad sedlinou obvykle asi 1 a% 2 % inzulinu a asi 0,2 aZ 0,3 % glukagonu.
Je viak t¥eba poznamenat, Ze skutedny vytdZek glukegonu od vérky k vérce miZe zna&n¥ koli-
sat, @ to v Sirokém rozmez{ v disledku snadné degradace glukagonu pdsobenim enzymii.

0dd&leni proteinu, obsahujiciho glukegon, z kapaliny nad sedlinou po alkalické krysta-
lizaci predstavuje prvy stupen postupu. Obecnd Fe¥eno se dé4 odd¥leni docflit jakymkoli zné-
mym postupem, napf. se miZe hodnotas pH kapaliny ned sedlinou upravit asi na 3,0, nadeZ se
p¥idédnim chloridu sodného v mno¥stvi 20 % hmot. vysrdZi glukegon a dal3i proteiny. Jinak
se dd vysréZeni docilit pridénim nadbytku chloridu zine&natého za hodnoty pH asi 6,0. Tfeti
postup zahrnuje pouZitf isoelektrického vysréZeni. A je3t& dal3i postup zehrnuje pouZiti
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iontom&nidové chromatografie. Druhym stupndm postupu je d&leni glukagonu od ostatnich
proteind. Toto d&lenfi se dd v podstat¥ provéddét Jjakymkoli znémym postupem, jako je gelovd
filtrace, iontom&nifovd chromatografie, isoelektrické vysréZeni a ivorba glukagonovych
fibril, pridem? 2z téchto prévé zmindnych postupl je nejvyhodn&js{ tvorba glukagonovych
fibril.

Tretim a konednym stupném postupu je &i3téni glukagonu, ziskaného ve druhém stupni.
Obecn#® se dd &i$t&nil provédét jakymkoli znémym zpisobem, jak to odbornici znajil, jako je
krystalizace, iontom&nilovéd chromatografie a podobnd&. Krystalizace je vyhodnym postupen.

Pouzitf isoelektrického srdZenf nebo iontom&niové chromatografie, nebo kombinace
t&chto dvou postupd je vyhodnym postupem pro oddélovdni proteind s obsashem glukegonu z ka-
paliny ned sedlinou po alkalické krystalizaci. Obecn¥ vyZaduje isoelektrické sréZeni, aby
hodnota ph kapeliny nad sedlinou byla v rozmezi od asi 4,2 do asi 6,6. Vyhodny rozssh pH
Jje od asi 4,6 do asi 5,2, pridemZ nejvyhodn&j3im rozmezim je rozsah od asi 4,7 do asi 5,0.

ProtoZe kapalina nad sedlinou po alkalické krystalizaci md hodnotu pH od asi 7,2 do
asi 10, je tieba tuto kapalinu okyselit na #édouci hodnotu pH. Okyselenim je obvykle pii-
déni zredéného roztoku enorganické nebo orgenické kyseliny, jeZ neodbourdvéd glukagon, ani%
s nim reaguje. Mezl pfiklady vhodnych kyselin pat#i kyselina chlorovodikovd, fosforednd,
mravendi, octovd, propionovéd a podobné. Za vyhodnou kyselinu t¥eba oznadit kyselinu chloro-
vodikovou.

P¥{padné a s vyhodou se mi%e pfidat objemov& asi 20 % alkoholu, &im% se sni{Z{ roz-
pustnost proteind, obsahujicich glukegon, v kapalin& nad sedlinou po alkalické krystaliza-
c¢i. Vyraz "alkohol" znemend nasyceny elifaticky jednosytny alkohol nejvyfe s p&ti atomy
uhliku, s vyhodou nejvySe se t¥emi atomy uhliku, Jako je metylalkohol, etylalkohol, pro-
pylalkohol a isopropylalkohol, pfidemZ nejvyhodn&jsim je etylalkohol. PouZije-1li se takovy
alkohol, pak se obvykle pridédvéd do kapaliny nad sedlinou p¥ed okyselovénim.

Po okyseleni kapaliny nad sedlinou na %4douci hodnotu pH dojde k vysré¥en{ proteinu
s obsahem glukagonu obvykle b&hem né&kolika minut. K dosaZenf dplného vysréZeni se nechd
roztok stédt, obvykle za teploty nejvyée'ZO °C. S vyhodou se roztok ochladf na teplotu
od asi 3 do asi 10 °C. Alkoliv je sré¥eni skondeno zpravidla do 24 hodin, miZe se sm&s ne-
chat stét jakkoli dlouho, ani% by to m&lo Zkodlivy vliv.

Po skon&eném sréZeni se sraZenina, kterd se zde naddle oznaduje jako isoelektrickd -
sraZenina, izoluje jakymkoli znémym postupem, jako je odstreddni nebo filtrace; vyhodnym
postupem je obvykle filirace. Takto ziskenou isoelektrickou sraZeninu netfeba promyvat
nebo su3it, adkoliv se mohou tyto postupy pouZit, je-li to tieba.

Del3im postupem, ktery se hodi k odd¥leni proteini, obsahujicich glukagon, z kapaliny
nad sedlinou po krystalizaci v alkalickém prostredi, je iontom&nidové chromatografie.
2 popsenych postupl tohoto druhu je zvld3td udinny, a proto i 2v1d¥td vyhodny postup, po-
pseny v US patentovém spise 3 715 345. Krdtce Fefeno je postup iontomdni¥ové chromatogra-
fie zaloZen na pritoku roztoku, obsahujiciho glukegon, pres pryskyrici, kterou je sulfono-
veny makroretikulérni kopolymer styrénu a divinylbenzenu, v cyklu alkalického kovu, a to
za pH hodnoty 7 a% 8. Glukegon se adsorbuje ne pryskyfici a eluuje se potom zfed¥nym roz-
tokem bdze, jako je 0,1 N roztok amoniaku. Eludt s obsshem glukagonu se okyself na hodnotu
pH 2,5 a glukegon se vysré%i za pouZit{ b&Zného postupu vysoleni. Vznikld srafenina, obsa~
hujici glukegon se tim v podstat® odd&li od izulinovych proteind, ale sraZenina stdle jedt¥
obsahuje jiné neglukagonové materidly. }

Zpracuje-1li se kapalina nad sedlinou po krystalizaci inzulinu v alkalickém prostiedi
za pou¥it{ postupu z US patentového spisu 3 715 345, ziské se eludt, obsahujici{ inzulin
a pevny podil, kterou tvo¥i sil s obsahem glukegonu. Eludt s obsahem inzulinu lze recyklo-
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vat do postupu vyroby inzulinu, je-li to vhodné. Pevny podil soli s obsehem glukagonu se
pro dal¥i zpracovéni znovu ro;pusti; pro jednoduchost se pH roztoku a koncentrace proteinu
obvykle upravi na pfibli¥n$ stejnou hodnotu, jako tomu bylo v p¥i{ped® kapaliny nad sedli-
nou po krystalizaci v alkalickém prost¥edi.

Casto miZe byt vyhodné provédst prvy stupen postupu, to jest odd¥lovéni proteint
s obsahem glukegonu z kepeliny nad sedlinou po krystelizasci v alkalické oblasti, isoelek-
trickym sré¥enim s nésledujici lontom&ni¥ovou chromatografii vzéjemn& po sobd. Nepiiklad
lze kapalinu nad sedlinou z krystalizace v alkalickém prosti¥edi zpracovévat iontom&niZo-
vou chromatogrefii. Pfitom se pevny podfl soli s obsshem glukegonu, jak se ziskd, znovu
rozpusti a zpracuje iscelektrickfm sréZenim, jak je to zde vySe popséno. Pro obmdnu se ka-
palina nad sedlinou po krystalizaei v alkalickém prost¥edl zpracuje isoelektrickym srdZe-
nim, timto zpisobem ziskand srafenina se miZe rozpustit v slabd alkalickém vodném prostie-
df, a roztok se zpracuje iontomdniZovou chromatografii. V keZdém pripadd je mo¥no recyklo-
vat eludt s obsahem inzulinu z iontomdniové chromatografie, je-1li to tieba, do postupu
zpracovédvédni inzulinu.

Jak to zde ji% bylo vyse uvedenb, je v¥hodnym zplsobem odd¥lovéni glukegonu od daldich
proteint tvorba glukegonovych fibril. Obecn& se tvorba glukagonovyich fibril provédl v oky~
seleném vodném roztoku. Obvykle se proteiny s obsahem glukegonu rozpusti v okyseleném,
vodném prost¥edl o pH niZ¥{m, ne% asi 2,7. I kdy% hodnota pH mi¥e obvykle kolisat v rozmezi
od asi 1,5 do asi 2,7, lze jako vyhodné rozmezi hodnot pH oznalit rozmezi od esi 2,0 do asi
2,5. A adkoliv se dé pouZit kterdkoli z kyselin, které jsou vhodné k pouZitf pi#i okyselové-
ni kapéliny nad sedlinou po krystalizaci v alkalickém prostiedf pfed pouZitim 1sge1ektric-
kého srdfeni, je znovu t¥eba oznalit kyselinu chlorovodikovou za vyhodnou. Za pouZiti ky-
seliny chlorovodikové je vSak tF¥eba poufit konzervadni &inidlo, jeko je fenol, obvykle
v koncentraci esi 0,2 %, podfténo jako hmotnost na objem. P¥i typickém provedeni se pro-
tein, obsahujfci glukegon, rozpusti v 0,01 N roztoku kyseliny chlorovodikové s obsahem
0,2 % fenolu, mindno hmotnost na objem. ’

Koncentrace proteind s obsehem gluksgonu v roztoku miZe obvykle kolisat v rozme2i
od esi 2,5 do asi 30 mg/ml. Vyhodné rozmezi ¥ini od asi 5 do asi 20 mg/ml, a nejvyhodn&js{
rozmezi{ &ini od asi 5 do asi 10 mg/ml.

Pripadnd se miZe pridat do okyseleného roztoku proteinu, obsahujiciho gluksgonu, anor-
genickd sil, rozpustnd ve vodd, &Im% se iniciuje tvorba fibril. Vyraz “rozpustnd sil" zna-
mend anorgenickou sil, je¥ je rozpustné ve vod¥ za koncentrace, pou%ité jek to zde bylo
vySe popsdno. ProtoZe se mé za to, %e anorganické sil mé primdrni vliv vysolenim na inicie~
¢i tvorby fibril, nemd volba anorganické soli rozhodujici vyznem. V praxi v3ak pouZiti
rediosktivnich, jedovatych nebo barevnjych soll, nebo solf, které se vyznadujf oxidadnimi
d&inky, p*ipadn¥ které jsou redukujicimi &inidly, &i jsou siln& kyselé nebo bézické, neni
¥4douci pro zcela jasné divody. TekZe mezi vhodné enorgenické soli obvykle pat¥{ amonné
soli, rozpustné ve vod¥, déle soli alkalickjch kovld, rozpustné ve vod&, jakoZ i soli prvkd
a% do Sesté skupiny periodického systému, jakoZ i soli kovd %{ravych zemin, rozpustné
ve vodd a obsahujici i prvky. Sesté skupiny periodické soustavy. Jako priklady takovych
solf lze uvést krom® jinych bromid emonny, chlorid emonny, fluorid amonny, jodid emonny,
siran hotednatoamonny, siran mangsnatoamonny, dusilnen amonny, siran amonny, bromid 1lith-
ny, chlorid lithny, fluorokfemi¥iten tithny, fluorosulfonen lithny, jodid lithny, molybde-
nen lithny, dusilnen lithny, siran tithnodraselny, fosfore&nen sodno-amonny, siran sodno-
-amonny, bromid scdny, chlorid sodny, jodid sodny¥, hexafluorofosforelnan sodny, natrium-
fluorsulfondt, siran ho¥e¥natosodny, dusilnan sodny, hexametafosforelnen sodny, prim.-
orthofosforesnan sodnf, sek.orthofosforednan sodny, kysely siran sodny, bromid draselny,
chlorid vépenatodreselny, chlorid draselny, fluorid draselny, jodid draselny, chlorid-siran
horednatodraselny, siran hofednatodreselny, chlorid hofelnatodraselny, molybdenan draselny,
orthofosforednan draselny, siran sodnodraselny, bromid rubidny, chlorid rubidny, fluorid
rubidny, jodid rubidny, dusidnan rubidny, bromid cesny, chlorid cesny, fluorid cesny, jo-
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did cesny, dusilnan cesny, siran cesny, bromid berylnaty, chlorid berylnaty¥, fluorid be-
rylnaty, dusilnen berylnaty, orthofosforednen berylnaty, bromid ho¥ednaty, chiorid hore&-
naty, jodid hoféénaty, dusiénan horednaty, silikofluorid ho¥ednaty, bromid vépenaty, chlo-
rid vépenaty, jodid vdpenaty, dusilnan vépenaty, bromid strontnaty, chlorid strontnatyf,
Jodid strontnaty, bromid barnaty, jodid barnaty, ddle jejich odpovidajici hydréty, rozpust-
né ve vodé a podobn&. Jako vyhodné soli je mo¥no oznadit soli amonné, piifem¥ nejvyhodndj-
81 soli je siran amonny. Vhodné anorganické soli se mohou obvykle pouZit v koncentraci a¥
asi do 0,5 M. S vyhodou se mohou takové soli pou¥ft v koncentracich od asi 0,01 do asi

0,05 M,

Rozmezi teplot, kdy dochdzi k tvorb& glukagonovych fibril, je obvykle v rozmezi od
asi 20 do asi 30 °C. Vyhodnou teplotou je rozmezi od asi 24 do asi 26 °C a nejvyhodnéjsi
teplotou je 25 °C.

Tvorba fibril, &emuZ se obvykle napoméhd michénim, za¥ind zpravidla-asi za 3 ai 4
hodiny od doby p¥ipravy kyselého, vodného roztoku glukegonu a je skondena asi za 48 hodin.
Doby nad asi 48 hodin obvykle nejsou nutné.

Po skon&eni tvorby fibril se mohou vzniklé fibrily izolovat jakymkoli ze zndémych po-
stupd, jako je filtrace nebo odstieddni, prifemZ posléze uvedeny postup lze oznadit za
vyhodny. Je-li to ¥%4douci, pak se glukagonové fibrily mohou promyt suspendovanim fibril
v okyseleném vodném prost¥edi, které pripadn& miZe obsahovat anorganickou sil. Teplota
promyvaciho prostfedi miZe byt v rozmezi od esi 20 do asi 30 °C, p¥idem% za vyhodnou tep-
lotu lze oznadit 25 °C. Fibrily se potom jimajf, jako predtim, a uchovévaji se za chladu,
obvykle za teploty pod asi 10 °C, pokud se priZti stupen neprovéd{ ihned bezprostfedns.

Je-1l1i to Z%ddouci, pek se miZe do prostredi, kde vznikaji fibrily, p¥idet chelata&ni

. 8inidlo, jako je kyselina etylendiamintetrsoctovd. Koncentrace chelata®nfho &inidla &ini

obvykle do asi 0,01 M, pridem% za vyhodnou koncentraci lze ozna¥it 0,004 M. Av¥ak pou¥itf
chelatadniho ¢inidla neni vyhodné, pokud nejsou soudasné v roztoku ionty zinku nebo ionty
Jjinych avojmocnych kovQ.

Jak to jiZ bylo zde vy3e uvedeno, je krystalizace vyhodnym zpisobem &i¥téni glukago-
nu, jak se ziské pri odd&lovéni od ostatnich proteint. Obecn& se krystalizace glukagonu
provddi rozpudténim glukagonu v alkalizoveném vodném prostiedi s tim, Ze se toto prost¥edl
okyseli do mirnd alkalické nebo kyselé oblasti, &im¥ se iniciuje krystalizace, co% zname-
néd, Ze pH md byt v rozmezi hodnot od asi 4,5 do asi 8,5.

Rozpu¥téni glukagonu se dé provést dvima zplsoby; za prvé je mo¥no glukagon rozpustit
pfimo v alkalickém vodném prostiedf nebo se mdZe glukagon suspendovat v destilovand vodd
a hodnota pH se upravi pfidénim vodného roztoku bdze. Jako vhodné bédze lze obecnd oznadit
hydroxidy alkalickych kovl, a amoniak, pridem# za vyhodnou sloudeninu je tPeba oznadit
hydroxid draselny.

Obecn? mi%e mit takto piipraveny roztok glukagonu pH v rozmezi od asi 9,0 do esi 11,5,
p¥itemZ za vyhodné rozmezi{ lze oznalit rozsah od asi 9,5 do asi 10,5.

Koncentrace glukegonu v alkalickém roztoku mé byt v rozmez{i od asi 2 do asi 10 mg/ml.
Za vyhodnou koncentraci lze oznalit rozmezi od asi 4 do asi 8 mg/ml, p¥idem¥ nejvyhodndjsi
koncentraci je asi obsah 5 mg/ml.

ProtoZe vysledkem okyseleni je &asto bezprostPedni vysrédZeni malého mnoZstvi negluka-
gonovych proteind, pak ddle uvedeny postup okyseleni, alkoliv neni podsteiny, je vyhodny.

Alkalicky roztok glukegonu se zehfeje na teplotu od esi 55 do asi 65 °C, potom se
tento roztok okyseli na pH od asl 4 do asi 6 pFidénim 10% kyseliny fosforelné. A&koliv se
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mi%e pou?it kterékoli z kyselin, pouZitelnych v pfedchozim stupni, Je vyhodné pouiti pré-
v& kyseliny fosfore¥né. Vanikly roztok se potom filtruje za udr¥ovéni stdle jestd na zmi-
néné vyssi teploté. Obecn¥ refeno je tento stupen filtrace pouze pifipadny a fasto se d4
opomenout, je-li podil sra¥eniny, vanikajfef{ p¥i okyseleni minimdlni. Ddle pak se mohou
pou#{t, je-1li to Z2ddouci, i jiné postupy misto filtrace, nap¥iklad odst¥edni.

Odbarvuje-1li se glukagonovy roztok, pPidévd se aktivnf uhli bud pred okyselovénim,
nebo po okyselovéni, s vyhodou pied.

Po okyseleni a pripedné filtraci, byla-1i pouZita, se nechd glukagonovy roztok stédt
za teploty v rozmezl od asi 2 do asi 10 9C a krystaluje po dobu asi 24 a% asi 120 hodin.
Vyhodnou teplotou jsou 4 °C, a s vihodou se pohybuje doba krystalizace od asi 72 do asi
120 hodin, nejvfhodn¥ji &ini{ krystaliza¥ni doba 72 hodin.

Nejv&tsi podil kepaliny nad sedlinou se dekantuje od vyloufenych krystald glukagonu,
obvykle pres filtr. Zbyvajici podil kapaliny nad sedlinou se 0dd&li od krystall glukagonu
obvykle odstied¥nim. Vy&i3t&ny glukegon se potom postupné promyvd ziedénym roztokem chlo~-
ridu sodného (obvykle 0,001%) a vodou, potom se lyofilizuje a uchovévd za chledu.

V zdvislosti na &istotd glukagonu ze stupnd odd&lovéni od ostatnich proteind, tj.
z druhého stupnd (B) a v zdvislosti na Zddouci ¥istot¥ kone¥ného produktu se mi¥e pouZit
nevic jedna daldf nebo i n¥kolik krystelizaci. Bylo v3ak nalezeno, %e celkem 2 krystalize-
ce obvykle dosta¥uji k ziskéni glukegonu o Zistot® nejménd 80%, vztaZfeno na biologické
testy na kodkéch.

PouZiji-1li se 2 krystalizace, je vyhodny tento déle uvedeny postup: Prvé krystalizace
se provede, jak je to popséno zde vy¥e a krystaly se rozpusti v alkelickém roztoku. PFi
druhé krystalizaci se provede okyseleni na pH od asi 7,0 do asi 8,5, s vyhodou od asi 7,3
do asi 7,5 a nejvyhodn&ji asi na 7,4. RozpouSténi a postup filtrace, pokud se provadi,
se s vyhodou provede za teploty od asi 35 do asi 45 oC, nejvyhodnéji za teploty asi 40 o¢c.
Koncentrace glukegonu &ini p¥itom nejvyhodn¥ji asi 10 mg/ml.

Je-1i to Z4doucl, miZe se kapslina nad sedlinou z kterékoli krystalizace nebo 1
ze vSech recyklovat. Napf. vedkery podil pFipadn® obsaZeného proteinu se miZe ze zmin&né
kepaliny nad sedlinou vysréZet dpravou pH za pouZiti z¥ed¥né kyseliny chlorovodikové do
rozmezi 2,5 a% 1,0 s nésledujicim pfiddnim 20% chloridu sodného, min&no hmotnost na objem.
Z{skend srafenina se miZ%e pouZit v prvém stupni postupu podle tohoto vyndlezu bud odd¥lend,
nebo po rozpudténi v alkalické kapalin& nad sedlinou po krystalizaci.

Jak to Ji% zde bylo drive uvedeno, obsahuje obvykle alkelické kapalina nad sedlinou
po krystalizaci v roztoku podstatn& vice inzulinu ne% glukagonu. Zmindny podil inzulinu
Jje sloZkou proteini, obsahujfcich glukanon, jak se tyto proteiny ziskaji isoelektrickym
srd¥enfm. A¥koliv se v druhém stupni postupu, tj. pri odd&lovdni glukagonu od ostatnich
proteind, 0ddsl{ skutedn¥ u¥inn¥ glukagon od inzulinu, mi%e se postup d&leni jevit jako
velmi Skodlivy pro inzulinovou sloZku sm&si proteind. V disledku toho je &fasto f4douci
provédét prvy stupen postupu za pou¥itf iontom¥nidové chromatégrafie, coZ dovoluje rovné&i
odd&leni inzulinu od glukegonu.

Je tPeba zddreznit, ¥e v#ak iontom¥ni¥ové chromatografie neni jedinou moZnosti odd&-
lovéni inzulinu od glukagonu p¥ed odd&lovénim glukagonu od ostatnich proteind. Napf. se
mife sra¥enina po iscelektrickém sréZeni zpracovédvat postupenm, ktery je oznadovén jeko
frakcionace hyperglykemického faktoru. Krdtice releno 24le%{ tento postup ve vysolovéni
glukagonu z mirn¥ alkalického, fenol-vodného prostied{. Frekcionovéni hyperglykemického
faktoru popisuje Steub se spolupracovniky, viz vise. Kapalina nad sedlinou, obsehujici
inzulin, se recykluje do postupu &i¥td¥ni inzulinu, zatimco vysrdfeny surovy glukagon se
pou¥ije ve druhém stupni tohoto postupu.
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A8koliv to pro postup podle tohoto vyndlezu nenft podstatné, je vyhodné, abyvkapalina
nad sedlinou ze stupn tvorby fibril byla redyklovéna do inzulfinového postupu, obvykle
do zaddtku stupnd alkalické krystalizace, jak je to popisovédno v US patentovénm spise &1slo
3 719 655. Pochopiteln¥ nent takové recyklovéni nutné, byl-1i odd&len inzulin od 8lukagonu,
Jjak je to popisovéno zde vySe, pred vlastnf tvorbou fibril. V takovém p¥ipad¥ viak se re-
cykluje takto odd&leny inzulfn do inzulinového postupu.

Postup podle tohoto vyndlezu a jeho vztah k inzulinovému postupu snad bude lépe pocho-
pitelny s odkazem na vyobrazenf, jim# je schéma Jednoho provedeni postupu podle tohoto vy~
nélezu. Pro jednoduchost Jsou kapaliny, ziskané Jako podil nad sedlinou z prvého a t¥etiho
stupn& tohoto postupu zakresleny, jako by nebyly k potfebs, priSems Je samoz¥ejmé, Ze tyto
kapaliny mohou byt recyklovény, jak je to zde popséno vyse,

Postup krystalizace v alkelickém prostieds podle.US patentového spisu 3 715 655 je
vyznaden v nejvy33f{ Zdsti schématu 1. PPi tomto postupu se zfskd alkalické nebo smonnd s3l
inzulinu 6 a supernatant 2, G4sti inzulinového postupu jsou oznaleny piferusovanou &arou 1.
V8echno, co se nachdzi mimo oblast preruSované Cdry 7 tvoit glukagonovy postup.

2, 2 n&ho?% se ziskg isocelektricks sraZenina 5.
Zbyvajlel supernatant 2 se odvédi do odpadu 10. Déle se ziskaji fibrily 3 glukagonu a krys-
talicky glukagon 4. Supernatant 11 z krystalizace glukagonu se odv4di do odpadu 12.

K tomuto postupu se uZije supernatant 2

Teplotnf hodnoty jsou uvddény ve stupnich Celsia.

P¥{klad 1

Kepalina nad sedlinou po krystalizaci v alkalickém prostfedi ze zpracovéni 5 750 kg
pankreatu ze skotu a vepid o objemu 14,75 1itrd a s obsahem pevnych létek 40,7 mg/1 se
z¥ed! pfidénim 1,45 litry absolutniho etanolu. Priddnim roztoku kyseliny chlorovodikové
o koncentraci 3 N se upravi pH vzniklého roztoku na hodnotu 5,2 a roztok se chlad{ pres
noc¢ na teplotu 5 °C. Vzniklg sraZenina se odfiltruje, rozpusti se v 11,28 litrech 0,01 N
roztoku kyseliny chlorovod{kové, obsahujfef 0,2 % fenolu (hmotnost na objem, o této sm&si
se zde nadédle mluvi jako sm&s kyseliny, fenolu a vody), a testovédnim zfskaného roztoku
byly zjidtény tyto hodnoty:

celkovy obsah pevnych pod{ld: 512,6 g (45,4 mg/ml)
inzulin: 87,43 jednotek/ml (1,93 Jednotek/mg pevnych podfld)
glukagon: 463,7 ng/ml (1,02 % z pevnych pod{ld).

Pro testovéni se 0dd81{ z roztoku &8st 870 ml s tim, %e gzbude 10,4 1litrd roztoku,
obsahujfctho asi 473 & pevnych podfla.

Pri provédd&ni frakcionace hyperglykemického faktoru se vyée‘uvedeny roztok zredi pii-
ddnim 111,8 1itrd smési kyseliny, fenolu a vody na celkovy objem 122,2 1itrd (obsah pevnych
podf1d &ini potom 0,387). Ke zfed&nému roztoku se pridd 245,8 ml ztekuceného fenolu, 941 g
chloridu sodného a dostadujics mnoZstvi 40% vodného roztoku hydroxidu sodného k upravZ pH
na hodnotu 9,0 se z¥etelem na rozpu$téni viech pevnych podili. Potom se hodnota pH upravi
pFidénim 3 N roztoku kyseliny chlorovodikové na 7,5 a ziskany roztok se chladf 1 a% 2 dny
na 5°, Bihem té doby se vyloudi{ sraZenina, kapalina nad sedlinou se dekantuje a zbytek se
odsaje. Sra¥enina se navic odstfedf, pevné podily z filtrace a odstfeddni se spojf a vie
se rozpust{ v 10 litrech okyselené fenolové vody. Testovdnim roztoku se ziskajf tyto hod-
noty:
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celkovy obsah

pevnych podfld: 75,0 g (7,5 mg/ml)
inzulin: 6,33 jednotek na ml
glukagon: - 275 mg/ml (5,01 % vedkerych pevnych pod{1d)

Roztok se z¥edi na koncentraci pevnych podfld 5,0 mg/ml p¥idénim daldich 5 litrd smé-
si kyseliny, fenolu & vody a z takto p¥ipraveného roztoku se odd&l{ 5,0 litrt k testovéni,
¢f{m? zbude 10,0 litrd roztoku, obsahujictho asi 50 g pevnych podild.

K tomu zbyvajicimu roztoku se p¥idéd za michéni 8,0 ml 0,5 M vodného roztoku kyseliny
etyléndiemintetraoctové ve formé tetrasodné soli a 60 ml 50% vodného roztoku sirenu amonné
ho. V mfchdni se pokraduje 16 hodin za teploty mistnosti, fibrily glukegonu, které pritom
vzniknou, se po odstPed&ni promyji dvakrét sm&si kyseliny, fenolu a vody, obsahujici kyse-
1linu etyléndiemintetraoctovou a siren amonny, jako zde vySe.

Glukegonové fibrily se suspenduji v 10 litrech vody, obsahujfci podle hmotnosti 0,2 %
fenolu na objem vody. Sm¥s se vyhfeje na 40°, pH se upravi na hodnotu 10,5 priddnim 150 ml
10% vodného roztoku hydroxidu draselného, naleZ se roztok vyhfivéd na 60° a pH se upravi
na hodnotu 7,8 pfidénim 68 ml 10% roztoku kyseliny fosforedné. Jakmile se dosdhne teploty
60°, pH se ddle sniZi na hodnotu 5,0 ptidénim daldfho podilu 68 ml 10% roztoku kyseliny
fosforedné, nale’ se roztok jeltE za horka filtruje bez odsévéni a filtrdt se za michéni
vychlad{. Chlazeni na 59 ge provédl po 72 hodin a vysréZeny glukagon se odfiltruje. Takto
ziskany pevny podil se rozpustf, jak je to uvedeno zde vy¥e pro glukagonové fibrily, aviak
po uprav& pH na hodnotu 10,5 $int celkovy objem 870 ml. Roztok se vyhfeje na 60°, pH se
upravi na hodnotu 5,0 pfidénim 10% roztoku kyseliny fosforedné a vznikly roztok se ;eété
za horka filtruje bez odsdvénf. Filtrdt se vychladl za michéni, jak je to popséno vyde.
Vysrézeny glukegon se odstfedi a lyifilizuje, vytd¥ek glukegonu &¥ini 1,84 g. Odpovidéd
to 74 %, prepo&teno na glukagon, obsaZeny ve sm&si p¥ed tvorbou fibril a 39 % glukagonu,
obsaZeného ve smdei po srdZeni proteind z kapaliny nad sedlinou po krystalizaci v alkalic-
kém prostfedi (pro tato zji%téni byly odebirdny vzorky). ’

Priklad 2

Mate&né louhy po krystalizaci v alkalickém prost¥edi ze 3 krystalizaci inzulinu za
pouzitf 28 365,5 kg, 36 902,7 kg =a 48 778,6 kg sm¥si pankreatu z hov&ziho dobytka a prasat
v pom¥ru 2:1 se odstiedl od krystald inzulinu. Objem zmin¥nych mate¥ngch louhd &ini v tom
kterém pripad® 460, 515 a 680 litrd a tyto podily se zredi pridénim 51, 57,2 a 75,5 litrd
absolutniho etanolu v tom kterém pPfiped¥, ve v3ech pfipadéch se provede okyseleni na pH
5,0 pfidénim 3 N roztoku kyseliny chlorovodikové, a po 15minutovém michéni se reakdni
sm¥si vychlazujf nejmén& 24 hodin. Testy mate&nych louhG p¥ed vysrédZenim a roztoky srafe-

nin:

1. 1 150 ug glukagonu a 228 jednotek inzulinu na 0,45 kg pivodniho pankreasu v mated-
ném louhu; 839 ug glukagonu a 291 jednotek/0,45 kg pivodniho penkreatu, 59,7 mg pevnych
podfls na 0,45 pivodniho penkreatu v roztoku srafeniny, objem 158 litrd;

2. 736 mg glukegonu a 139 jednotek inzulinu na 0,45 pivodniho pankreatu v mateném
louhu; 345 ug glukagonu a 123 Jednotek inzulinu na 0,45 kg pivodniho penkreatu, jekoZ
i 27,8 mg pevnych podild na 0,45 kg pivodniho pankreatu v roztoku sraZeniny, objem 150
listrd;

3. 1| 214 ug glukegonu a 218 jednotek inzulinu na 0,45 kg pivodniho penkreatu v mated-
ném louhu a 946 mg glukegonu a 191 jednotek inzulinu na 0,45 kg pivodniho pankreatu, JjakoZ
i 59,0 mg pevnych podild na 0,45 kg pivodnfho . penkreatu v roztoku sraZfeniny o objemu roz-
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toku 156 litrd. SraZeniny byly odfiltrovédny a rozpuitény ve smdsi kyseliny, fenolu a vody,
pripravené postupem podle pi¥ikladu 1. )

Roztoky byly smichdny za vzniku 464 litrd roztoku o obsahu 12 570 & pevnych podfld;
zieddnim za pouZiti 630 1itrd smési kyseliny, fenolu a vody se ziské roztok s obsshem 2 %
pevnych podild, na¥e% se pH upravi na hodnotu 2,1 del3im pFiddnim 3 N roztoku kyseliny
chlorovodikové. K roztoku se piidd 0,3 % sfranu emonného ve formd 50% roztoku (6 mg na
litr, tedy celkem 3 780 ml) a v3e se mfchd 24 hodin p¥i 25° za souZasné tvorby fibril, na-
geZ se reak¥nf sm&s ponechd stét 48 hodin p¥i 159, Glukagonové fibrily se odst¥edi od zby-
lého roztoku a kapalina nad sedlinou se testuje (obsahuje 222 nug glukagonu a 114 Jjednotek
inzulinu na 0,45 kg pdvodniho penkreatu), nadef se recykluje do zpracovéni inzulfnu., Fibri-
ly glukegonu se suspenduji do 450 litr§ studené vody, obsahujfef 0,2 % fenolu, k suspenzi
se pridd 2 700 ml 50% roztoku siranu smonného a reskdni smés se pomalu miché 30 minut
k promyt{ fibril, které se znovu odst¥edi (kapalina z promfvén{ nenf k pot¥eb&), Glukogo~
nové fibrily se suspenduji v 275 litrech vody, obsahujici 0,2 % fenolu a pH se upravi na
hodnotu 3,85 za pou¥itf 10% kyseliny fosforedné. Testovédnim se zjisti: obsah pevnych podf-
14 5,48 mg na 0,45 kg plvodniho pankreatu (0,52%), tj. 1 404 g z pivodnich 115 047 kg pl-
vodniho pankreatu. Obsah glukegonu: 212 ng/0,45 kg pivodniho pankrestu, celkem 54,2 g.

275 1litrd suspenze fibril glukegonu se rozdéli na 2 ¥4sti, a to 1. 135 litrd a 2.
140 1itrd pro provedeni prvé krystalizace. Prvy podil s ziedf pridénim 140 1itrs 0,2% fe-
nolové vody za vzniku roztoku o koncentraci 0,5 %. Dal3{ podfl se poneché za obsahu pevnych
latek 0,52 %. Ka2dé z fibrilovych suspenzi se vyhfeje na 60° a hodnota pH se upravi na 9,0
aZz 11,0, tedy konkrétn¥ v piipedd 1. na 9,9 a v pfipad? 2. na 9,7 za poufit{ 10% vodného
roztoku hydroxidu draselného. Vysledkem je &iry roztok. PFidd se 281 & aktivnfiho uhlf
(Norit A, 0,4 g na g pevnych podili) a po desetiminutovém mfchéni se hodnota pH roztoku
znovu upravi ne 5,0 p¥idénim 10% roztoku kyseliny fosforedné. Reek¥ni sm¥s se jestd za
horka filtruje pfes nu& s filtradnim papirem ED &. 613. Filtrat (krystaliza&nf roztok)
se ddle pomalu miché 16 a% 20 hodin za chlazeni na 4%, &im% se podporuje jednotnd krysta-
lizace glukagonu. SraZenina, Jje¥ se 0dd&li za hodnoty pH 5,0 p¥i 60° se ddle zpracovdvéd
k zIskéni dalsiho podilu krystalického glukegonu suspendovénim sraZeniny v 120 litrech
0,2% fenolové vody za koncentrace pevnych podfld 0,5 % (test pevnych létek: 8,0 g) s tim,
Ze se suspenze vyh¥eje na 600, pH se upravi na hodnotu 10,0, tim se pevné podily rozpusti,
v3e se michd 10 minut a hodnota pH se znovu upravi na 5,0 priddnim 10% roztoku kyseliny
fosforetné; jest& za horka se reakdni smés filtruje bez odsévén{. Filtrét se pomalu michd
16 a% 20 hodin za chlazeni na 4°, pridem? krystalizace je skonZena za 72 a3 120 hodin.

Druhé sraZenina za hodnoty pH 5,0 neni k potFebd, Vliastni podil matednych louhd po
krystalizaci z prvé a druhé krystalizadnf smdsi se po dekentaci prefiltruje za odsdvént,
k prvému matednému louhu se pridd 20% roztok chloridu sodného v takovém mnoZstvi, aby se
vysréZel jakykoli pod{l glukegonu, ktery nevykrystaloval. Tyto srafeniny se smichajf s dal-
&{mi podobnymi podily a znovu se zpracuji za p¥esrdZeni p¥i pH 4,6 s dald krystalizaci
za vzniku dal8fho podilu krystald glukagonu. Gluksgonové krystaly z prvfch dvou podfld,
predstavujfci prvy vyt&fek a krystaly z nésledujiciho zpracovéni spojenych sraZenin po prvé
krystalizac: pPedstavuji druhy vytéZek; vie se spoji dohromedy, ‘odstieduje 3 minuty, tim
se 0dd&l{ mate®né louhy a potom seipevny podil piepravi do lyofilazadnich zd&sobnikd za
pouziti vody jako prost¥edf k suspendovdni a lyofilizuje se. Krystely glukegonu po prostred~
ni krystalizaci se zvd%i a vzorky se testujf. Krystaly glukagonu z prostifedi krystalizace:
vjtEZek, 1. podfl: 1. 41,0 g (Zistota 91,7%) a 2. 44,0 g (¥istota 86,8%), coZ odpovidd
85,0 g glukagonu o Zistot® 89,1%, tedy 75,8 g ¢istého glukagonu, tj. 292 ug na 0,45 kg pa~
vodnfho pankreatu, nebo 332 ug/0,45 kg pivodntho pankreatu ve stavu glukegonu, jak byl

Y

izolovén.

Prvé nésleéujici zpracovéni krystald (druhy vyt&Zek): 19,0 g (¥istota 100%), 75 amg
na 0,45 kg plvodniho pankreatu, p¥epodteno tedy jek na &isty produkt, tek na produkt zis-
keny. Druhé zpracovdni krystald (prvy matedny louh), vyt&fek 22,0 g (&istota 46%) nebo



208107 10

9,9 g ¥isté létky, tj. 39 mg na 0,45 kg pivodniho pankreatu (pfepoftenc na &istou ldtku)
nebo 85 ug na 0,45 kg plvodniho penkreatu, po¥iténoc na ldtku, jak byla izolovéna. Celkovy
vytéZek 126,0 g. Obseh pevnyeh podild: 126,0 g (476 ng na 0,45 kg plivodniho pankreatu),
tistota 83,1% nebo 104,7 g glukagonu ¥istého (409 ug na 0,45 kg plivodniho pankreatu).

P¥ekrystalovéni bylo provedeno ve spojitosti s dalsfmi krystaly prostfednich krystali-
zaci, jak se tyto frakce nahromedily. Kone&né krystaly glukagonu ptedstavujl podle hmot-
nosti 85 % hmotnosti pouZitych krystald. Prekrystalovdni bylo provédéno za hodnoty pH 7,5
po rozpudtdni ziskanych krystald za hodnoty pH 8,0 a% 10,0 v 10% vodném roztoku hydroxidu
draselného p¥i 40°, za obsahu pevnfch podild 1,0 % s nédsledujfcl dpravou pH na hodnotu 7,5
priddnim 10% roztoku kyseliny fosfore¥né s ndsledujici filtraci a ochlazenfm. KoneZné
krystaly se izoluji odstiedénim po dekantovéni hlavniho podilu matedné kapaliny (jeZ byla
recyklovéna do dald{ krystalizace), promytim dvekrét za pouZit{ 0,001% roztoku chloridu
sodného, ddle promytim studenou vodou a lyofilizovédnim. Vypo¥teny vytéZek &in{ 89,0 g nebo
348 mg na 0,45 kg plvodniho pankreatu a vjytdZek regenerace z alkalickjeh matednych louhd
po krystalizecl &ini 33,2 %.

Priklaada 3

Matedny louh po krystalizaci v alkelickém prost¥edi v mno¥stvi 425 litrd o pH 7,5
8 obsahem 65 ug/ml glukagonu se neché projit iontom&ni&ovou prysky¥ici, sestédvajfci ze so-
1li sulfonoveného makromolekulérniho kopolymeru styrénu a divinylbenzenu s alkelickym kovem
nebo kovem alkalickych zemin (Amberlite 200).

630 litrd frakce s obsahem glukagonu obsahuje v 4 047 g pevného podilu 33,6 g gluka-
gonu. Alikvotn{ Zést této frakce o objemu 32 litrd se zahusti na objem 4,38 litrd p#i pH 3.
K tomuto koncentrdtu se prfiddvé hydroxid draselny tak dlouho, af se dosdhne pH 9,5. Vysled-
ny roztok obsahuje v 82,5 g pevného podilu 1,3 g glukegonu.

Polovina koncentrdtu, obsahujic{ 0,65 g glukagonu se upravi na pH 2,1 pridédvénim z¥e-
d8né kyseliny chlorovodikové s ndslednym priddnim fenolu v mno¥stvi 2,2 ml/1, sodné soli
kyseliny etyléndiamintetraoctové o koncentraci 0,1 M v mno¥stv{ 4 ml/l a 50% sirenu emon-
ného v mno%stvi 6 ml/l. Sm&s se pek michd pri teplotd mfstnosti dva dny.

Vzniklé glukegonové fibrily se odd&li od mate&ného louhu odstiedénim. Matedny louh
obsahoval 0,42 g glukegonu. Frakce fibril se rozpustf ve zbed¥ném roztoku hydroxidu drasel-
ného za vzniku 212 ml roztoku s obsahem 1,89 g pevného podilu a 0,307 g glukagonu.

Roztok se zah¥ivé na teplotu 60° a pH se upravi na 5,0 prfiddnim kyseliny chlorovodi-
kové. Pak se roztok zchlad{ na 5° na dobu 72 hodin. Srafenina se odd¥lfi filtraci. Matedny
louh obsahuje 0,004 g glukegonu. SraZenina sestdvd ze 1,35 g pevného podilu s obsahem
0,157 g glukegonu. Vytdek je 24 %.
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PREDMET VYNLALEZU.

1. Zplsob izolovéni gluksgonu, vyznadujici se tim, %e se z kapeliny nad sedlinou
po krystalizaci v alkalickém prostiedi p¥i vyrobd inzulinu izoluji proteiny s obsahem glu-
kagonu isoelektrickym sré¥enim za hodnoty pH od 4,2 do 6,6 nebo iontom&nidovou chromato-
grafii nebo isoelektrickym sréZenim s ndslednou frakcionact hyperglykemického faktoru, .
nade? se 0dd&ll glukagon od ostatnich proteind tvorbou glukegonovych fibril za hodnoty
pH v rozmezi od 1,5 do 2,7 a ¥ist¥n{ glukagonu se provéddl krystalizeci za pH v rozmezf od
4,5 do 8,5.

2. Zpbsob podle bodu 1, vyzna&ujici se tim, %e se isoelektrické srdéZeni provédi za
pfitomnosti objemovd a% do 20% nasycendho alifatického Jjednomocného slkoholu s | aZ 4
atomy uhliku.

3. Zplsob podle bodu 2, vyznadujici se tim, %e se jako alifaticky jednomoeny alkohol
pouZivéd etylalkohol.

4. Zplsob podle bodu 1, vyzna¥ujici se tim, %e se Fedend tvorba £ibril provédi za
pritomnosti anorganické soli.

5. Zpisob podle bodu 4, vyznedujfci se tim, %e se jako Fedend sil pouffvd siren
amonny .

6. Zplsob podle bodu 5, vyznadujfc! se tim, ¥e se pouffvé siren amonny v koncentraci
od 0,01 do 0,05 M.

7. Zpisob podle bodu 1, vyznadujfci se tim, %e se krystalizace provédi za koncentrace
glukagonu od 2 do 10 mg glukegonu na ml roztoku.

8. Zplsob podle bodu 1, vyznadujici se tim, %e se provéd&jf 2 krystelizace pc sobé.

9. Zpisob podle bodu 8, vyznadujic{ se tim, ¥e se prvé krystalizace provddi za hod- »
noty pH v rozmezi od 4,5 do 5,5 a druhé krystalizace za hodnoty pH v rozmez{ od 7,0 do 8,5.

10. Zplsob izolovdni glukegonu podle bodu 1, vyznadujici se tim, %e se z kapaliny
nad sedlinou p¥i postupu vyroby inzulinu krystalizaci v alkalickém prost¥ed{ izoluji pro-
teiny s obsahem glukegonu isocelektrickym sréfenim za hodnoty pH 5,2 8 nédsledujicim frak-
cionovénim hyperglykemického faktoru p¥i pH 7,5, naleZ se odd¥luje gluksgon od ostatnich
proteind tvorbou glukegonovych fibril ve fenolové vod®, okyselené chlorovodikovou kyseli-
nou za pritomnosti kyseliny etyléndiamintetraoctové a sfranu emonného a &ist{i se takto
ziskeny glukegon krystalizaci za hodnoty pH 5,0,

1 vykres

Severografia, n. p., zévod 7, Most
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