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Radiojoddal jelzett trijéd-tironin és tiroxin
adszorpcios kromatografias elvalasztasarol

TOTH GEZA

Trijéd-tironin (T3) és tiroxin (T4) j6 hatasfok-
kal jelezhetd radiojéddal az tn. kléramin T méd-
szerrel'’ 2. A homogén izotépceserével egyidejileg
lejatsz6dé elektrofil szubsztiticié és a kloramin T
oxidalé hatdsa azonban elkeriilhetetleniil t6bb
jelzett termék keletkezéséhez vezet. Igy pl. T3
jelzése esetén homogén izotopesere utjan jelzett
T3, mig elektrofil szubsztiticié révén jelzett ti-
roxin keletkezik. E két termék mellett mégs sza-
molni kell a kléramin T oxidalé hatasa ttjan ke-
letkezé 3,3',5'-L-trijédtironin (RT3), monojéd-
tirozin (MJT) és dijéd-tirozin (DJT) megjelené-
sével is. Analitikai célra alkalmas tisztasagi jel-
zett T3 és T4 eldallitasanak igy elkeriilhetetleniil
tartalmazni kell olyan elvalasztasi eljarast, amely
alkalmas az 1. abran feltiintetett termékek elkii-
lonitésére. E feladathoz jarul még a jelzés soran
szerves kotéshe be nem épiilt radiojéd elvalasztasa
is. Az erre alkalmas eljaras kivélasztasanal figye-
lembe kell venni, hogy az esetek zomében ug-nyi
anyagmennyiségek elvialasztasat kell megvalési-
tani, s hogy a T3 és T4 fémnyomok, oxidalo anya-
gok nyomai sth. hatasara egy vagy tobb jédatom
leadasa mellett bomlik.

MJT

1. dbra
T3 radiojéddal és kléramin T modszerrel torténd jelzésekor
keletkez6 termékek

Az 1. abran feltiintetett termékek az aro-
mas mag szubsztituensei szempontjabol o-jod-,
illetve 0,0'-dijéd-fenolszarmazékok. E tekintetben
szembet{ind a hasonlatossag a peptidek radiojéd-
dal torténd jelzése soran jelentkezd elvalasztasi
feladathoz; kléramin T médszerrel torténé jelzés

1 F. C. Greenwood, W. M. Hunter, Biochem. J. 89. 114.
1962.

2 Patel, K. B. Desai, M. N. Mehta, K. J. Glenn: JARI
25. 421. 1974.

soran a peptid tirozinmolekulaja jelzédik radio-
jéoddal oly médon, hogy egyidejiileg a tirozinmo-
lekula fenolos hidroxilcsoportjahoz képest o-jéd-
és 0,0'-dijéd-tirozinszarmazék keletkezik. Igy a
peptidbe be nem épiilt radiojédon kiviil harom
komponenst kell elvalasztani: a radiojédot nem
tartalmazé peptidet, valamint annak a monojéd-
tirozin- és dijod-tirozinszarmazékat.
Fenolszarmazékok adszorpciés kromatografias
elvalasztasara adszorbensként eredményesen al-
kalmazhat6 a Sephadex gél*, amelynek el6nyos
tulajdonsagai kozil elsGsorban az emelendd ki,
hogy rajta aromas és heterociklikus vegyiiletek
adszorpcidja reverzibilis s az adszorpciés izoterma
linearis®. Amig aromds vegyiiletek adszorpcidja
Sephadex gélen az aromas mag 7 elektronrend-
szere és a gél kozotti kolesonhatas eredménye? 4,
addig fenolszarmazékok adszorpciojanal a fenolos
hidroxil és a gél hidroxil-propil csoportja kozott az
alabbi lehetdségek valamelyike szerint kialakulo
hidrogénkotés jatszik jelentdsebb szerepet®:

a) D—0—CH,— CH CH2—-0—-D

(Ooto

b) D—0—CH;— cle—CHz—o—D
O
H

D CHz—CH CHz—0-D

Favt i’

D= dextran

Halogén-fenol-szarmazékok adszorpciéjakor
minden valésziniiség szerint az emlitett két kol-
csonhatasforma mellett még jelentdsebb a halo-
génatomok és a gél kozotti kolesonhatas™ 6. Ez
kiilonosen szemléletesen tiinik ki akkor, ha a tiro-
nin, mono-, di- és trijéd-tironin, valamint tiroxin
eliciés térfogatat (V,), illetve az ebbdl szamitott
K,, volumetrikus megoszlasi hanyadost — egyéb-
ként azonos kisérleti koriillményeket feltételezve —
a jédatomok szaménak fiiggvényében tiintetjiik
fel. Ez esetben mind az eliciés térfogat, mind
pedig K,, értéke a jédatomok szdméanak noveke-
désével novekszik.

* A Sephadex a Pharmacia cég altal forgalmazott tér-
halésitott dextrian gél.

3 B. Gelotte: J. Chromatogr. 3. 330. 1960.

4C. A. Streuli: J. Chromatogr. 56. 219. 1971.

5A. J. W. Brook, K. C. Munday: J, Chromatogr. 47.
1:1970;

¢ F. Blasi, R. V. De Masi: J. Chromatogr. 28. 33. 1967.
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Fenolszarmazékok kromatografias elvalasztasa
igy akkor is megvalésithaté, ha az elvalasztandé
komponensek csak a jédatomok szamaban kii-
lonboznek egymast6l. Ilyen feladat nem csupéan
T3 és T4 elvalasztasdnal meriil fel, hanem radio-
joddal jelzett peptidhormonok esetében is, ahol
a jelzetlenill maradt peptid, valamint annak
mono- és dijédszarmazéka vilasztando el egy-
mastol.

JelentGsen bonyolitja azonban az elvalasztas
tervezését az a korilmény, hogy egyrészt az el-
viélasztas megvalésithatésagara jellemzé K,, vo-
lumetrikus megoszlasi hanyados, masrészt pedig
az elvalasztandé jédatomok szama, illetve az
elvalasztashoz alkalmazott eluens osszetétele ko-
zotti kapesolatra vonatkozéan csak gyér szami
adat, illetve osszefiiggés ismeretes.

Aromas fenol-, anilin- és benzoesavszarmazé-
kok esetében a Hammett oOsszefiiggés alapjin
kielégitd kozelitéssel szamithaté K,,, ha ismeretes
az tun. reakciékonstans (p) és szubsztituenskons-
tans (o) értéke> 7 8:

- Kay
ahol K7, a benzoesav volumetrikus megoszlasi
hanyadosa.

A halogénatomot nem tartalmazé benzol-,
fenol- és anilinszarmazékok esetében a kisérleti
eredmények j6 kozelitéssel kielégitik az (1) egyen-
letet, brom-, klér -és jédatomot tartalmazé kom-
ponensek esetében azonban K,, minden esetben
nagyobb a szdmitott értéknél, ami a halogénato-
mok és a gél kozotti kolesonhatés jelentss voltara
mutat.

Gyakorlatilag a Hammett sszefiiggés az egye-
diili, amelynek segitségével valamely  benzol-
fenol-, illetve anilinszarmazék adszorpeiés kro-
matografias elvalasztasa elvileg tervezhetd lenne.
A Hammett 6sszefiiggés felhasznalhatésagat kor-
latozza azonban az, hogy a reakcidkonstans és
szubsztituenskonstans sok esetben csak bizonyos
onkényességgel adhaté meg, valamint az is, hogy
nem ad felvilagositast a K,, és az eluens Osszeté-
tele kozotti kapesolatra vonatkozéan.

Jelen munka céljat éppen ilyen jellegli ossze-
fiiggés felallitasa képezi. T3 és T4 esetében vizs-
galtuk a megoszlasi hanyados (D) és az eliciéhoz
alkalmazott szerves oldészerek koncentricija
(S) kozotti osszefiiggést. Adszorbensként szerves
oldészerekben is duzzadé LH-20 Sephadexet al-
kalmaztunk. A volumetrikus megoszlasi hanyados
és az eluens koncentraciéja kozott kisérletileg
meghatarozott Osszefiiggéshez elméleti tton is
eljutottunk.

Kisérleti rész
Kromatografils oszlop

10 mm dtméréjti és 150— 180 mm hossz1, az alsé végén
iivegsziirgvel ellitott {ivegestvet el6zetesen 12— 24 6raig
duzzasztott Sephadex LH-20 géllel toltttink meg dgy,
hogy iilepedés utén a géloszlop magassdga 100 mm legyen.

L. P. Hammett: J. Amer. Chem. Soc. 59. 96. 1937.
‘H. H. Jaffe: Chem. Rev. 53. 191. 1953.
19698 A. J. W. Brook, S. Housley: J. Chromatogr. 41. 200.

Az oszlopra jellemz Vm és Vi — Vm értékeket, azaz
a mozgéfazis térfogatat és a gélmAtrix térfogatit a 100 mm
magas toltet duzzadt és szdraz dllapotban mért tomegének
Gsszevetése titjan hatdroztuk meg. Az igy kapott értékek jol
egyeztek a gél vizfelvevs képessége alapjan szamitottakkal.

Az oszlopbél kifoly6 eluenst frakeiészeddvel kozelitsleg
1 cm3-es frakeiokban fogtuk fel. A I-131-gyel jelzett T3-at,
illetve T4-et tartalmazé vizes oldat 0,1—0.5 em3-ét a szo-
késos médon rétegeztiik a géloszlopra, iigyelve arra, hogy a
miivelet kozben a gél ne keveredjék fel. Az elici6 sebességét
25—30 cm?/6ra értékre éllitottuk be.

Az oszlopra felvitt T3 és T4 mennyisége esetenként
1—50 pug kozott valtozott. Ezen értékek kozott az oszlopra
felvitt T3 és/vagy T4 mennyisége nem befolyédsolta kimu-
tathatéan a retenciés térfogat értékét.

Aktivitdsmérés

Az egyes frakciok radioaktivitdasit NK-350 tipusi
scalerrel oGsszekapesolt, iireges Nal(Tl) szcintillaciés kris-
talyban hatdroztuk meg.

I-131-gyel jelzett T3 és T4

Koch—Light gyartmanyda 3,37,5-L-trijédtironint és
L-tiroxint jeleztiink I-131-gyel a kloramin-T médszer alkal-
mazasaval?. Jelzés utan a reakcidkeveréket 80— 100 mm
magas és 20— 25 mm atmérdjii, Sephadex G-25 géllel toltott
oszlopra vittiik, amelyrél az egyes komponenseket foszfat-
pufferral (pH = 7.4) eludltuk. Az eludtumnak a T3-at és
T4-et tartalmazé részleteit hasznaltuk fel a tovdbbiakban.

Eluensek

Eluensként az aldbbi szolvensek vizes oldatét hasznal-
tuk: metilalkohol, etilalkohol, aceton, tetrahidrofurédn.
A T3 és T4 fenolos OH csoportja disszocidciéjdnak vissza-
szoritdsa s ezdltal az anionként a gélbdl torténd kizarédas
elkeriilése céljabol az eluens pH-jat citrat pufferral pH = 4
értékre allitottuk be, iigyelve arra, hogy az eluens elektrolit-
koncentréiciéja minden esetben azonos legyen.

Megoszldsi hanyados

Az cliciés gorbékbdl leolvasott eliciés térfogat' (Ve),
az oszlop teljes térfogata (Vi) és a mozgdfazis térfogata
(Vm) ismeretében a megoszlisi hdnyadost az adszorpciés
kromatografiaban hasznéalatos

Ca?ioii¥We —i¥m

chm“ ViV

(2

osszefiiggéssel szadmitottuk.

A megoszlasi hanyados (2) egyenlet szerinti definicidja .

természetesen csak olyan esetekben alkalmazhaté, amikor
az adszorbens az elvilasztandé komponensekre nézve nem
jatszik molekulaszita szerepet, vagyis az elvilasztandé
komponensek részére a folyadékfazis teljes térfogata hozza-
férhets. Ellenkez8 esetben a gélkromatogréfia esetével al-
lunk szemben, amelyre a megoszlasi hédnyadosnak a (3)

egyenlet dltal definialt alakja alkalmazhaté:

Ve— V,

Knv= _‘V‘t_;—Vo‘

(3)

amelyben!Ve és V4 jelentése ugyanaz, mint a (2) egyenletben,
V, pedig a gélszemeséken kiviil elhelyezkedd folyadékfazis
térfogatat, az tGn. holttérfogatot jelenti.

Mivel a Sephadex dextrian gélek, igy az LH-20 is a
gélkromatografiaban alkalmazott, molekulaszitaként mii-
kods toltetek, sziikségesnek latszik foglalkozni azzal a kér-
déssel, hogy mennyiben jogosult az adszorpciés kromatogra-
fidban haszndlatos, (2) egyenlettel definialt megoszlasi ha-
nyados alkalmazdsa Kayv helyett. Az eredeti definicié szerint
gélkromatografias elvalasztasokndl Kay 0 és 1 kozott bar-
mely értéket felvehet; Kav = 1 a teljes kizir6dés esetekor
lép fel, a Kay = 0 eset pedig olyankor ill el§, amikor az
adott komponens akadédly nélkiil hatolhat be a gélszemesék
belsejében helyet foglalé folyadékfézisba.
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1. tablazat

T3 és Td-re a (2) egyenlet szerint szamitott D értékek. (Kisérleti feltételek: Vi = T em?,
Vi = 5,9 cm?, Vi— Vm = 1,1 cm?, hémérséklet: 2541 °C)

Metanol . Etanol Aceton THF
Térfogat
% mél mél | mél ) mél
g P T | - e -, T D
750 165
10 2.5 1,7 1,4 1,3
280
296 146 46 31
20 4,9 3.4 2,8 2,5
550 140 36
134 51 17 8
30 7,4 5,0 4,2 3.8
240 78 38 12
56 22,5 6
40 9,8 6,7 5.6 5,0
82 11
30 10 3 ‘
50 12,4 8,4 6,9 6,3
42 5
' 1,3
60 14,8 it b 10 5,2 8,2 2,6 ) 7,5
A 18 2,6 1.3
8 2,8
70 152 11,8 9,8 8.8
9 8
80 19,6 13.5 11,0 10,0

* Megjegyzés: Az egyes négyzetek bal fels6 sarkdban a T3-ra, a jobb alsé sarokban pedig a T4-re vonatkozé D értékek

allnak.

Gyakran el6fordul, hogy az elvalasztandé komponensek
a gélen adszorbedlédnak, s rajuk nézve a gél egyidejileg a
molekulaszita szerepét is betolti. Ilyen esetekben a meg-
oszlasi hdnyados kifejezésére a (2) és (3) egyenlet Gsszevont
alakjat kellene hasznalnunk, amelyben a mozgéfizis tér-
fogataként a folyadékfdzisnak az adott komponens altal
hozzaférheté hanyada szerepelne.

Annak igazoldsdra, hogy esetiinkben, amikor is az el-
véalasztandé komponensek (T3 és T4) molekulasilya 650 és
771, az LH-20 gél molekulaszita hatésa nem jatszik szerepet,
s joggal hasznédlhatjuk az adszorpciés kromatografidban
megszokott, a (2) egyenlettel definialt megoszldsi hanyadost
megemlitjiik, hogy olyan nagy eluens koncentriciéknél
(60— 70 térfogatszazalék), amelyeknél a T3 és T4 adszorp-
ciéja mér elhanyagolhatéan kis mértékii, az eliciés térfoga-
tok j6 kozelitéssel Vm-mel, azaz az oszlopban jelenlevd fo-
lyadékfazis térfogatdval, s nem ¥V -val, az tin. holttérfogattal
egyeznek meg. Ez egyittal azt is jelenti, hogy a T3 és T4
esetében az LH-20 gélen bekovetkezd molekulakizarédas
mértéke is elhanyagolhatéan csekély.

Kisérleti eredmények

A metanol, etanol, aceton és tetrahidrofuran
(THF) eluensek esetében mért eldciés gorbékbdl
szamitott D értékeket T3-ra és T4-re az 1. tablazat
mutatja be. A tablazatban feltiintetett volumet-
rikus megoszlasi hanyadosok logaritmusanak a
szolvenskoncentracié logaritmusatsl valé fiiggé-
sét a négy eluensre vonatkozéan a 2. dbra szem-
lélteti, a 3. abran ugyanezen oOsszefiiggést tiintet-

tiik fel metanol eluens esetére s T3 —T4-re vonat-
kozéan.

TTTrrry

6 10 16(S), molidm®

2. ébra
A T3-ra és T4-re vonatkozb lg D vs. lg (S) osszefiiggések.
Eluensek: 1. tetrahidrofurédn, 2. aceton, 3. etanol, 4. metanol

A lg D vs. 1g (S) osszefiiggések a 2— 3. abran
bemutatott esetekben igen jo kozelitéssel lineari-
sak.
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500
e

1004
iz \i

104

1 2346 10 16(5), moldm’
3. dbra

A metanol eluens esetében a T3-ra (xxx)ésT4-re (000)
kapott Ig D vs. g (S) 6sszefiiggések

A Kkisérleti eredmények értékelése

A kisérleti eredmények értékelését célszertinek
latjuk két részre bontari aszerint, hogy az a meg-
oszlasi hanyados és az eluens koncentraciéja ko-
zotti kapesolattal foglalkozik, vagy pedig a radio-
joddal jelzett T3 és T4 elvalasztasanak gyakorlati
megvaldsitasaval kapesolatos.

a) A megoszlasi hanyados (D) és az eluens koncent-
racidja (S) kozotti kapesolat értelmezése

A dextrangél és a T3—T4 kozott kialakulé
kolesonhatas részben a T3—T4 aroméas magja-
nak, részben a fenolos hidroxilnak, részben pedig
az aromas magon elhelyezkedd jédatomoknak
tulajdonithaté. Joéllehet aromas vegyiiletek =
elektronszerkezete és a dextrangél kozott csak-
nem minden esetben fellép kolesonhatas, ennek
gyenge voltara mutat azonban az, hogy K,, aro-
mas vegyiletek esetében alig haladja meg az
egységet” 1. Szubsztitualt fenolok, anilinek és
benzoesavak esetében, valamint halogeno-fenol-
szarmazékoknal K,, rendszerint eléri vagy meg-
haladja a 20—30-at, ami a hidrogénhidkotés és
a halogén—gél kolesonhatas jelentés mértékére
utal’s?,

Aromas vegyiiletek dextrangélen bekévetkezd
adszorpcidjara vonatkozoé kisérleti adatok csak
elvétve allnak rendelkezésre, kozvetett titon azon-
ban kimutathatd, hogy az adszorpcié reverzibilis
s az adszorpciés izoterma linedris. Sajat mérési
eredményeink is arra mutatnak, hogy a T3 és
T4 adszorpciéja dextrangélen reverzibilis és az
adszorpciés izoterma linearis'®.

Reverzibilis és linearis izotermaval leirhaté
adszorpcié esetén a megoszlasi hanyados fiigget-
len az adszorbealt mennyiségtél. Amennyiben az
eluensként alkalmazott szolvens adszorpciéjara
a reverzibilitas és a linearis izoterma feltételei
ugyancsak fennallnak, az eliciot a kompetitiv

9C. J. 0. R. Morris, P. Morris: Separation Methods in
Biochemistry. Pitman, London, 1964.

10 Nem kozolt adatok.

11 C. A. Streuli: J. Chromatogr. 56. 225. 1971.

adszorpcié olyan esetének tekinthetjiik, amelyre
alkalmazhaté a tomeghatas térvénye:

ahol Dx—T3 a dextrangélen adszorbealt T3-at,
S az eliciéhoz alkalmazott szolvenst jelenti,
Dx— S pedig a dextrangélen adszorbealt szolvenst.
A (4) folyamat egyensulyi allandéja

__ [Dx— Sa] - [T3]
T [Dx = T3] - [SI®

)

amelybsl a T3 és/vagy T4 adszorbens és oldat
kozotti megoszlasanak allandojara a kovetkezd
osszefiiggés adédik:

lg D= —lg K + lg(Dx—Sa) — n - 1g(S)  (6)

azaz — a kisérleti eredményekkel egyezben —
Ig D linearis fiiggvénye n - lg (S)-nek.

Mivel (Dx — S,), azaz az adszorbealt szol-
vens felileti koncentraciéjanak valtozasa nagyobb
szolvenskoncentraciénal elhanyagolhaté, maga a
(Dx — S,) tag bevonhaté egy allandoba, amelyet
célszerlien az egységnyi szolvenskoncentraciohoz
tartoz6 D° megoszlasi hanyadosnak tekinthe-

tunk:*
lg D = 1g D° — n - 1g(S) 7

A (7) egyenlet lehetdséget nyijt arra, hogy D°
és n ismeretében D értékét tetszéleges szolvens-
koncentriciéra szamoljuk, valamint arra, hogy
tobb elvélasztandé komponens esetében megkap-
juk azt a szolvenskoncentraciét, amelynél az el-
valasztas megvalésithaté.

A (7) egyenlettel kapcsolatban meg kell je-
gyezniink, hogy D° értéke, azaz az eliciéhoz hasz-
nalt szolvens eliciéképessége a THF > aceton >
> etanol > metanol sorrendben csokken, ugyan-
akkor azonban a lg D vs. lg (S) egyenesek irany-
tangense, azaz n értéke, kozel azonos. Ez azt lat-
szik bizonyitani, hogy az eldcié soran kialakulé
(Dx — S,) adszorpciés komplexum sztéchiomet-
riailag mind a négy szolvens esetében kozel azo-
nos, azaz a dextran/szolvens mélarany gyakorla-
tilag fiiggetlen a szolvens mingségétsl. D fizikai
jelentésének megnyugtaté tisztdzasahoz minden-
esetre tovabbi kisérletek sziikségesek.

b) A T3 és T4 kromatogrdifidas elvilasztasinak
optimalizalasa

Két komponens kromatografias elvalaszthaté-
saga egyrészt a retenciés térfogatok (V) kiilonb-
sége, masrészt pedig az eliciés csicsok alapszéles-
sége alapjan itélhetd meg

y® _

Ry = i

(3)
ahol R, a felbontéképességet, V, az eliciés tér-
fogatot, o pedig az eliciés csicsot leiré Gauss-
gorbe standard deviacigjat jelenti. Kimutathaté,

* Ahelyett, hogy a (Dx— Sn) tag valtozdsa elhanyago-
lasanak jogossagit bizonyitanank, utalunk a kelatképzodé-
sen alapulé extrakcié tartalmilag analég egyenletére.
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hogy R, az elvéalasztandé komponensek megoszlasi
hanyadosaival s a kromatografalé oszlop effektiv
tanyérszamaval (Ng) az alabbi médon is kife-
jezhetd:

R.= H Il))j i 1] - V Nege 9)
A (9) egyenletben a D,/D, tort a szelektivitas-
sal kapcsolatos, mig az effektiv tanyérszam maga-
ban foglalja az iin. kapacitastényezét is.
A (7) egyenlet szerint a D,/D, hanyados a szol-
venskoncentraciotol a

D e

B e (S (10)
egyenlet szerint fiigg. Behelyettesitve a D,/ D,
hanyadost a felbontéképesség (9) egyenletébe,

R.-re a kovetkezs osszefiiggés adodik:

(11)

_Dg nj—ng ]' L
R, = [ o= () 1| -V Nete
Mivel a (10) egyenlethen n, = n;, R, értéke tehat
(S) csokkenésével novekszik.

A felbontéképesség fiiggését az eluens kon-
centraciéjatol a 4. abran bemutatott elicids gor-

g

2. 3

s

P, e i, 5 [ L TR T L

500 550 600
Yo i eme

5 7 R R N

1030 1030 250 300 350

4. abra
A T3 -T4 elaciés gorbéi 1:709%-0s, 2:609;-0s, 3:209;-0s
metanol eluens alkalmazisa esetén

(Megjegyzés: Az 1—2 eliciés gorbéket a T3 és T4 eliicids
maximumaéanak kizelsége miatt kettds nyomjelzéssel hata-
roztuk meg; az egyes frakciokban kétcsatornds analizdtor
segitségével egyidejiileg mértiik a I1-125-T3 és I-131-T4
aktivitasat.)

bék szemléltetik. Amig 70 és 609,-0s metanol
eluens esetében az eliciés csucsok csaknem fedik
egymast, addig 20%:-0s metanol eluens alkalma-
zasanal R, jelent&sen nagyobb az egységnél.
Véleményiink szerint a felbontoképesség nove-
lése sokkal elényiosebben valésithaté meg az eluens
koncentraciéjanak megfeleld megvalasztasaval,
mint az eluens pH-janak optimalizalasaval; a
megoszlasi hanyadosok pH-fiiggése ugyanis csak
az elvalasztandé sav vagy bazis pK értéke koze-
lében szamottevd, az eluens koncentraciéjanak

valtoztatasa ezzel szemben igen nagy koncentra-
cié-intervallumban a megoszlasi hanyados valto-
zasat idézi eld.

Osszefoglalés

Radiojéddal jelzett 3,3,5-L-trijédtironin és ti-
roxin kromatografias elvalasztasat valésitottuk
meg Sephadex LH-20 géllel toltott oszlopon. Meg-
allapitottuk, hogy — egyébként azonos kisérleti
feltételek mellett — az elicids térfogatok az eluens-
ként hasznalt szerves oldészerek koncentraciéja-
nak novekedésével csokkennek; az elicios térfo-
gatokbél szamitott megoszlasi hanyadosok loga-
ritmusa az eluens-koncentrécié logaritmusanak a
(7) egyenlet szerinti linearis fiiggvénye. A linearis
Ig D vs. 1g (S) osszefiiggéshez elméleti dton is el-
jutottunk linearis izoterma és reverzibilis adszorp-
cio feltételezése mellett.

On the adsorption chromatographic separation
of radioiodine labelled triiodothyronine and thyr-
oxine. G. Tdth

The chromatographic behaviour of radio-
iodine labelled T3 and T4 was investigated using
Sephadex LH-20 as adsorbent and aqueous so-
lution of orgaic solvents (methanol, ethanol,
acetone and tetrahydrofuran) as eluents. The
dependence of the distribution coefficient (D) on
the organic solvent concentration of the eluent
(S) obeys the equation

lg D = lg D° — n - 1g(S) (7

where D stands for the distribution coefficient,
D? for the distribution coefficient at 1 mole/dm?
eluent concentration and (S) for the eluent con-
centration. EEq. 7 can be obtained by formulating
the elution as a reversible reaction,

Dx—T3 +n+ S ~— Dx—Sa -} T3
expressing the equilibrium constant

k_ [Dx—Sa] - [T3]
[Dx—T3] - [S]®
and neglecting the change of the term [Dx — S,].
Eq. 7 can be used over a wide range of eluent
concentration to calculate either the resolution at
a given concentration or the concentration at
which complete separation occurs.
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