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EFFECT OF pH, TEMPERATURE, AND IONIC 
STRENGTH ON REVERSED-PHASE ION-PAIR 

HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMA- 
TOGRAPHY OF PURINE NUCLEOTIDE 

MONOPHOSPHATE 

D. 0. Mack, V. L. Reed, and L. D. Smith 
H. L .  Snyder Memorial Research Foundation 

1407 Wheat Road 
Winfield, Kansas 6 71 56 

ABSTRACT 

I o n - p a i r  r e v e r s e d  p h a s e  h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  
o n  Z o r b a x  O D S  was a p p l i e d  t o  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  p u r i n e  
n u c l e o t t d e  m o n o p h o s p h a t e s ,  SYP, I Y P ,  Y M P ,  A Y P  a n d  ZYP. T h r e e  
p a r a m e t e r s  ( p H ,  i o n i c  s t r e n g t h  a n d  t e m p e r a t u r e )  w h i c h  g r e a t l y  
e f f e c t  i o n i c  e q u i l i b r i u m  w e r e  s t u d i e d  a s  t o  t h e i r  e f f e c t  o n  
r e t e n t i o n  a n d  r e s o l u t i o n  o f  t h e  p u r i n e  n u c l e o t i d e  m o n o p h o s p h a t e s  
( P u Y P s ) .  GMP s n d  I Y P  e s s e n t i a l l y  c o - e l u t e  a t  pH 4 - 6 . 2 5  b u t  :VP 
e l u t e s  e a r l i e c  t h a n  IYP a s  t h e  pd i s  l o w e r e d  f r o m  LI.0 t o  2 . 2 5 .  
L o w e r i n g  t h e  o H  6 . 2 5  t o  2 . 2 5  l o w e r s  k’ o f  t h o s e  P u Y P s  (GMP, W P ,  
AMP a n d  2 : I P )  w i t h  a pKa b e t w e e n  2 a n d  4 b u t  n o t  t h e  k’ o f  I M P  
w h i c h  d o e s  n o t  h a v e  a p:(a i n  t h e  r e g i o n .  

Column t e m p e r a t u r e  was v a r i e d  f r o m  1 5 ”  t o  4 5 ”  t n  5 C n c r e m e n t s  
f o r  s e v e r a l  pH v a l u e s  f r o m  2 . 2 5  t o  6 .  T h e  e f f e c t  o f  c o l u m i  
t e m p e r a t u r e  was s i m i l a r  f o r  a 1 1  p H s  c h e c k e d .  A s  t e m p e r a t u r e  w a s  
e l e v a t e d  a b o v e  2 5 ’ ,  t h e r e  was  a d e c r e a s e  i n  k’ w h i c h  r e s u l t e d  i n  
il d e t e r i o r a t i o n  in r e s o l u t i o n  a n d  a s  t h e  t e m p e r a t u r e  was  
d e c r e a s e d  t o  1 5  t h e r e  w a s  a n  i n c r e a s e  i n  k’ a n d  a c o n c o m i t a n t  
i m p r o v e m e n t  i n  r e s o l u t i o n ,  b u t  t h e r e  w a s  no r e s o l v e m e n t  o f  p e a k s  
v h i c h  c o - e l u t e  a t  2 5 ” .  S i m i l a r l y ,  a n  i n c r e a s e  i n  i o n i c  s t r e n g t h  
d e c r e a s e d  k’ a n d  d e c r e a s i n g  t o n i c  s t r e n g t h  i n c r e a s e d  k ’ .  Good 
r e s o l u t i o n  o f  t h e  s e l e c t e d  P u Y P s  is o b t a i n e d  b e t w e e n  pH 2 . 2 5  a n d  
3 w i t h  2 0  m M  k P O  q .  5mY t e t r s b u t y l a m m o n i u m  h y d r o x i d e  a n d  3 . 5 %  
a c e t o n i t r i t e .  Soma i m p r o v e m e n t  i r l  r e s o l u t i o n  i s  o b s e r v e d  b e l o w  
2 5  h u t  t h e r e  i s  a n  i n c r e a s e  i n  b a c k p r e s s u r e .  L o w e r i n g  t h e  
p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n  b e l o w  2 0  m Y  l e a d s  t o  l a r g e  k’ w i t h  v e r y  
b r o a d  D e a k s .  
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INTRODUCrION 

MACK, REED, AND SMITH 

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

r e c y c l i n g  n u r i n e  b a s e s  a n d  n u c l e o s i d e s  t o  n u c l e o t i d e s  is s u b j e c t  

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

u l t i m a t e l y  y i e l d  a c a n c e r o u s  c e l l .  S e v e r a l  e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  

t h e  s y n t h e s i s  o f  p u r i n e  n u c l e o t i d e s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  h a v e  

i n c r e a s e d  a c t i v i t y  i n  t h e  p r e n e o p l 3 s t i c  a n d  c a n c e r o u s  t i s s u e  ( 1 ) .  

T h e  a c t i v i t y  o f  m o s t  e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  t h e  p u r i n e  b a s e s  a n d  

n u c l e o s i d e s  s a l v a g e  p a t h w a y  is l o w e r e d  i n  t h e  p r e n e o p l a s t l c  a n d  

c a n c e r o u s  c e l l .  H o w e v e r ,  t h e  e f f e c t  o f  c h e m i c a l  c a r c i n o g e n s  on 

t h e  c e l l u l a r  c o n c e n t r a t i o n  o f  p u r i n e  n u c l e o t i d e s  is n o t  d e l l  

s t u d i e d .  A n a j o r  r e a s o n  f o r  t h i s  s c a r c i t y  o f  l n f o r m a t i o n  on  t h e  

p u r i n e  n u c l e o t i d e s  a n d  i n  p a r t i c u l a r  t h e  p u r i n e  m o n o p h o s p h a t e s  

( P U M P )  is t h e  a b s e n c e  o f  t e c h n i q u e s  t o  r o u t l n e l y  q u a n t i t a t e  t h e  

P U M P S .  T h e  e m e r g e n c e  of H P L C  a s  a n  a n a l y t t c a l  t o o l  h a s  r e s u l t e d  

in t h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  i o n - e x c h a n g e  H P L Z  t o  q u a n t i t a t e  t h e  

n u c l e o t i d e s .  N o w e v e r ,  i o n - e x c h a n g e  HPLC d i c t a t e s  t h e  

a v a i l a b i l i t y  o f  g r a d i e n t  c h r o m a t o g r a p h  a n d  u s u a l l y  is a l e n g t h y  

p r o c e d u r e  a s  a c o l u m n  r e - e q u i l i b r a t i o n  i s  r e q u i r e d .  R e v e r s e  HPLC 

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

t h e  n u c l e o s i d e s  t h a n  t o  t h e  m o r e  p o l a r  n u c l e o t i d e s .  I o n - p a i r  

r e v e r s e d  p h a s e  H P L C  is w e l l  s u i t e d  t o  q u a n t i t a t i o n  o f  n u c l e o t i d e s  

a n d  h a s  b e e n  a p p l i e d  by s e v e r a l  i n v e s t i g i t o r s .  H o w e v e r ,  t h e  

e m p h a s i s  o f  s u c h  r e p o r t s  h a s  n o t  b e e n  on t h e  P u Y P s  a n d  t h u s  h a v e  

n o t  l n c l u d e d  a l l  o f  t h e  P U M P  i n v o l v e d  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e  

p u r i n e  n u c l e o t i d e s .  We h a v e  t h u s  i n v e s t i g a t e 4  t h e  b e h a v i o r  o f  

t h e  P U M P S  o n  i o n - p a i r  HPLC t o  d e v e l o p  a s y s t e m  t h a t  w i l l  s e p a r a t e  

t h e  P U M P S  a n d  p e r r i t  q u a n t i t a t i o n  a t  t h e  l e v e l s  e x p e c t e d  i n  r a t  

l i v e r .  T h e  i n i t i a l  c o n d i t i o n s  e m p l o y e d  were c h o s e n  f r o m  t h e  
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PURINE NUCLEOTlDE MONOPHOSPHATE 593 

s e v e r a l  a v a i l a b l e  in t h e  l i t e r a t u r e  u t i l i z e d  t o  s e p a r a t e  v a r i o u s  

m i x t u r e s  o f  n u c l e o t i d e s  ( r e v i e w e d  i n  r e f .  2 ) .  q o w e v e r ,  t h e s e  

c o n d i t i o n s  c a u s e d  ZMP a n d  IMP t o  c o - e l u t e .  T h e r e f o r e ,  we 

i n v e s t i g a t e d  t h e  e f f e c t  t h a t  v a r y i n g  pH,  i o n i c  s t r e n e t h  a n d  

t e m p e r a t u r e  h a v e  o n  t h e  e l u t i o n  o f  t h e  Pu? lPs  i n  a n  i o n - p a i r  

r e v e r s e d  p h a e e  a p o l i c a t i o n .  

YATERZALS A N D  HECHODS 

APPARATUS 

T h e  c h r o m a t o g r a p h  c o n s i s t e d  o f  a S h t a a d z u  LC-5A p u m p ,  a 

R h e o d y n s  m o d e l  7 1 2 0  v a l v e  w i t h  100  u l  s a m p l s  l o o p ,  a S h i m a d z u  

SPD-2 U V  s p e c t r o p h o t o m e t e r  e q u i p o e d  w i t h  8 u l  f l o w  t h r o u g h  c e l l  

a n d  a S h i m a d z u  C h r o m a t o p a c  C-42AX d a t a  p r o c e s s o r .  T h e  c o l u m n  w a s  

e n c l o s e d  i n  a w a t e r  j a c k e t  w i t h  t h e  c o l u m n  t e m p e r a t u r e  r e g u l a t e d  

by  a L a u d a  K / R D  r e f r i g e r a t e d  c i r c u l s t i n g  w a t e r  b i t h .  A 0 . 4 6  cm x 

2 5  cm c o l u m n  f i l l e d  w l t h  3 7  - 5 3  m i c r o n  s i l i s  w a s  p l a c e d  t n  f r o n t  

o f  t h e  i n j e c t i o n  v a l v e .  A 0 . 4 6  cm x 5 cm c o l u m n  f i l l e d  w i t h  

C h r o m o s o r b  LC-4 ( J o h n s  - Y a n v i l l e )  w a s  b e t w e e n  t h e  s a m p l e  v a l v e  

a n d  t h e  a n a l y t i c a l  c o l u m n .  

PEAGENCS 

A c e t o n i t r i l e  (HPLC g r a d e )  was o b t q i n e d  f r o m  F i s h e r  S c i e n t i f i c .  

T h e  n u c l e o t i d e s  a n d  t e t r a b u t y l a m m o n i u m  h y d r o x i d e  w e r e  o b t a i n e d  

f r o m  Sip,ma ? h e m i c a 1  C o m p a n y .  A l l  o t h e r  c h e m i c a l s  were o f  r e a K e n t  

g r a d e .  D e i o n i z e d  w a t e r  w a s  p a s s e d  o v e r  W h s t m a n  L R P - 1  o r i o r  t o  

u s e .  T h e  p h o s p h a t e  b u f f e r  was made  by  s d d i n g  2 0  m l  o t  1 Y  

p h o s p h o r i c  a c i d  a n d  3 . 5  m l  t e t r a b u l y l a m m o n i u m  h y d r o x i d e  i n  s 1 

1. v o l u m e t r i c  f l a s k  a n d  f i l l i n q  t o  v o l u m e  w i t h  w a t e r  a f t e r  w h i c h  
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t h e  pH w a s  a d j u s t e d  t o  t h e  d e s i r e d  pH ( +  . 0 0 5 )  w i t h  s o l i d  K O H .  

T h e  pH m e t e r  was c a l i b r a t e d  w i t h  a pH 4 . 0  s t a n d a r d  b u f f e r .  T h e  

m o b i l e  p h a s e  was p r e p a r e d  by  a d d i n g  3 5  m l  o f  a c e t o n i t r i t e  t o  1 

1. v o l u m e t r i c  f l a s k  a n d  f i l l i n g  t o  t h e  m a r k  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  

p h o s p h a t e  - TBAP b u f f e r .  A f t e r  m i x i n g ,  t h e  m o b i l e  p h a s e  was 

f i l t e r e d  t h r o u g h  a 0 . 4 7  )1 n y l o n  f i l t e r  u n d e r  v a c u u m .  

C H R O M A T O G R A P H Y  

A p r a p a r e d  Z o r b a x  O D S  c o l u m n  w i t h  a 5 m i c r o n  o a r t i c l e  s i z e  a n d  

d i m e n s i o n s  o f  4 . 6  m m  x 2 5  cm w a s  o b t a i n e d  f r o m  D u P o n t .  T h e  €102  

r a t e  w a s  2 m l / m i n .  C o l u m n  t e m p e r a t u r e  was 2 5 ) .  D e t e c t i o n  w a ( i  a t  

2 6 0  m m .  T h e  c o l u m n  Mas e q u i l b r a t e d  w i t h  m o b i l e  o h a s e  f o r  a t  

l e a s t  1 h o u r  p r i o r  t o  u s * .  Two Z o r b a x  O D S  c o l u m n s  u re re  u s e d  f o r  

t h e  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  i n  t h i s  p a p e r  w € t h  n o  e s s e n t i a l  

d i f f e r e n c e  n o t e d  i n  t h e  t j l o  c o l u m n s .  

RESULTS AND OISCUSSION 

I n  ton p a l r  c h r o m a t o g r a p h y  t h e  t o n  p a i r  r e a g e n t  h a s  i o n i c  

a t t r a c t i o n  w t t h  a n  i o n i z e d  s o l u t e  s o  t h a t  t h e  s t r o n g e r  t h e  i o n i c  

a t t r a c t i o n  t o  t h e  s o l u t e ,  t h e  l o n g e r  t h e  s o l u t e  i s  r e t a i n e d  b y  

t h e  c o l u m n .  T h e  pRa o f  t h e  p h o s p h a t e  o n  t h e  PuHPs  i s  5 . 1  t o  6 . 3  

( 3 ) .  T h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  TBAP w i t h  t h e  P U M P S  s h o u l d  b e  

s t r o n 5 e r  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  n u c l e o s i d e  a n d  t h u s  

i e a d  t o  l o n g  k’ a t  pH _< 6 . 2 .  T h u s  t h e  i o n i z a t i o n  o f  t h e  P u Y P s  

w h i c h  l e a d s  t o  s h o r t  k’ o n  r e v e r s a d  p h a s e  H P L C  a t  a pli c l o s e  t o  

t h e  p K  apoh 
( 4 )  w i l l  r e s u l t  i n  l a r q e  k’ u n d e r  i o n  p a i r  H P L C .  

I o n  p a l r  H P L C  o f  t h e  n o n - s u c c i n y l  P u Y P s  was f i r s t  t e s t e d  ? t  

pN5.  E s s e n t i a l  c o e l u t i o n  o f  SMP a n d  IMP was o b s e r v e d  u n d e r  t h e s e  

c h r o m a t o g r a p h i c  c o n d i t i o n s  w h i c h  make  q u a n t i t s t i o n  o f  3MP a n d  IMP 
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PURINE NUCLEOTlDE MONOPHOSPHATE 595 

f r o m  r a t  l i v e r  by  t h e s e  c o n d i t i o n s  i m p r a c t i c a l  a s  G Y P  a n d  IMP a r e  

p r e s e n t  i n  s i m i l a r  q u a n t i t i e s  ( 5 ) .  r h e r e f o r e ,  v a r i o u s  c h a n g e s  i n  

t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  c o n d i t i o n s  w e r e  i n v e s t i g a t e d .  C h a n g i n g  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  a c e t o ~ i t r i t e  o r  r e p l a c e m e n t  v i t h  m e t h s n o l ,  w h i l e  

c h a n g i n q  k' o f  t h e  DuYPs ,  d o e s  n o t  a l t e r  t h e  r e s o l u t i o n  o f  SMP 

s n d  I M P .  S i n c e  c h a n g e s  i n  t h o  m o b i l e  p h a s e  c o m p o s i t i o n  w h i c h  

w o u l d  a f f e c t  h y d r o p h o b i c  - h y d r o p h y i l i c  l ? t e r a c t i o n s  m o r e  t h a n  

i o n i c  i n t e r a c t i o n s  d i d  n o t  r e s o l v e  G M P ,  we t u r n e d  o u r  a t t e n t i o n  

t o  t h o s e  c h r a m a t o g r a p h y  c o n d i t i o n s  w h i c h  a f f e c t  i o n i c  

e q u i l i b r i u m .  T h r e e  p a r a m e t e r s  ( p H ,  i o n i c  s t r e n g t h  a n d  

t e m p e r a t u r e )  t h a t  a f f e c t  t o n i c  e q u i l l b r i u m  w h e r e  i n v e s t i g a t e d  f o r  

t h e i r  e f f e c t  o n  r e t e n t i o n  a n d  r e s o l u t i o n  o f  t h e  P u Y P s .  

T h e  e f f e c t  o f  011 on e l u t i o n  o f  t h e  DuYPs i s  s h o w n  i n  f i ~ u r e  1 .  

T h e  p y r i m i d i n ?  m o n o p h o s p h a t e s  C M P  a n d  UMP r l e r e  i n c l u d e d  a s  t h e y  

a r e  o r e s e n t  I n  r a t  l t v e r  a n d  c o i s o l s t e  w i t h  t h e  P u Y P s .  BAYP 

( 8 - b r o m o  AMP) was i n c l u d e d  i n  t h i s  s t u d y  t o  d e t e r m i n e  i f  i t  w e r e  

s u i t a b l s  a s  a i n t e r n a l  s t s n d a r d .  8 - B r o m o  G Y P  a n d  6 - B r o m 3  p u r i n e  

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

u n d e r  c o n d i t i o n s ,  i . e .  a c e t o n i t r i t e  c o n c e n t r a t i o n ,  w h i - h  e l u t e d  

t h e  n o n  s u c c i n y l - P u M P s  a n d  w e r e  n o t  f u r t h e r  u s e d .  T h e  s u c c i n y l  

P U M P S ,  '5-ZMP a n d  '5-AMP a c i d  g r o u p s  z i t h  t w o  C a r b o X y l i C  I r e  

r e t a i n e d  o n  t h e  O D S  c o l u m n  w i t h  3.51 a c e t o n i t r i l e .  E l u t i o n  o f  

S-ZMP a n d  S - A M P  i s  a c c o m p l i s h e d  by  2 0 %  a c e t o n i t r i l e  in t h e  m o b i l e  

p h a s e  w h l c h  p l a c e s  t h i s  e l u t i o n  i n  t h e  same r e g i o n  a s  t h e  d t  a n d  

t r i  p h o s p h a t e s  o f  t h e  p u r i n e  n u c l e o t i d e s .  T h e  s u c c i n y l - P u Y P s  

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

t o  t h e i r  l n r g e  k' in r e l a t l o n  t o  i o n - s u c c i n y l  P u Y P s .  Z#P w a s  

i n c l u d e d  i n  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  a f t e r  t h e  e x p e r i m e n t s  i n  f i g u r e  1 

w e r e  c o n c l u d e d .  A l e s s  d e t a i l e d  s t u d y  o n  t h e  e f f e c t  o f  pH o n  ZMP 
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3 0  

2 0  
k’ 

10 

0 

F i g u r e  1 E f f e c t  o f  pH o n  k’ o f  P u Y P s  

is shown i n  f i g u r e  2 0 ~ 1 t h  SMP a n d  I Y ?  shown f o r  c o m p a r i s o n .  T h e  

t n f l e c t i o n  p o i n t  i n  t h e  s i n n o d a l  c u r v e s  f o r  A M P  a n d  C M P  

c o r r e s p o n d s  w e l l  w i t h  t h e  r e s p e c t i v e  pKas  (3.7 v s . 3 . 7 4 ,  4 . 3  

v s . 4 . 5 ) .  T h e  u n i f o r m  d e c r e a s e  i n  k’ 3 s  t h e  p H  i s  r a i s e d  a b o v e  

5 . 5  is n o t  e x p l a i n e d  by a c c o m p a n y t n q  i n c r e a s e  i n  i o n i z a t i o n  o f  

t h e  p h o s p h a t e  g r o u p .  T h e  s p p a r e n t  a n a m o l o u s  b e h a v i o r  is d u e  t o  

a n  i n c r e a s e  i n  i o n i c  s t r e n g t h  a s  m o r e  K O Y  i s  n e e d e d  t o  r a i s e  t h e  

pH. The  i o n i c  e q u i l i b r i u m  i s  v e r y  s e n s i t i v e  t o  i o n i c  s t r e n g t h  

a n d  a s  d e s c r i b e d  l a t e r ,  t h e  k’ d o e s  d e c r e a s e  w i t h  i n c r e a s i n g  

t o n i c  s t r e n g t h .  T h e  t n c r e a s e  i n  k’ o f  X M P  a n d  LIMP a s  pH i s  

d e c r e a s e d  b e l o w  3 I s  p r i n c i p a l l y  d u e  t o  t h e  c o n c o m i t a n t  d e c r e a s e  

i a  I o n i c  s t r e n g t h .  I M P  w h i c h  d o e s  n o t  h a v e  a pK b e l o w  6 . 2  i s  

n o t  a f f e c t e d  t o  a g r e a t  e x t e n t  by pri w h i l e  1 M P  w h i c h  h a s  ?I pK = 

2.4 i s  a f f e c t e d  a s  t h e  pH is l o w e r e d  b e l o w  pH 3 . 5 .  T h e r e f o r e ,  

t h e r e  I s  s u f f i c i e n t  r e s o l u t i o n  b e t w e e n  C M P  - I ? I P  a t  pH 5 3.5 t o  
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F i g u r e  2 E f f e c t  o f  pH on k’ of ZXP 

p e r m i t  q u a n t i t a i o n .  T h e  g r e a t  e f f e c t  o f  p H  o n  A M P  c a u s e s  A M P  t o  

e l u t e  a l o n g  w i t h  a n o t h e r  P U M P  f r o m  pH 5.25 t o  3 .  T h u s ,  t h e  m o r e  

a c i d i c  pH s y i e l d  m o r e  s u i t a b l e  c h r o m s t o g r a m .  

I o n i c  e q u i l i b r i u m  c a n  b e  v e r y  s e n s i t i v e  t o  t e m p e r a t u r e .  I n  o u r  

i n i t i a l  e x p e r i m e n t s  w i t h  i o n - p a i r  HPLC o f  t h e  P u Y P s ,  t h e  c o l u m n  

t e r p e r i t u r e  was n o t  c o n t r o l l e d .  T h o u g h  o u r  i n t e r e s t  a t  t h e  t i m e  

w a s  i n  r e s o l u t i o n  o f  t h e  PuMPs  a n d  n o t  10 k’, i t  s o o n  b e c a m e  

a p p a r e n t  t h a t  t h e  v a r i a t i o n  l n  k’, a n d  e v e n  r e s o l u t i o n  b e t w e e n  

s i m i l a r  c h r o m a t o g r a p h i c  r u n s  w e r e  g r e a t e r  t h a n  w a r r a n t e d .  T h e s e  

v a r i a t l o n s  d i s a p p e a r e d  w h e n  t h e  c o l u m n  t e m p e r a t u r e  was 

r e g u l a t e d .  D u o  t o  t h e  n o t i c e d  v a r i a t i o n  i n  r e s o l u t i o n  o f  s e v e r a l  

P U M P S  w i t h  j u s t  a f e w  d e g r e e  d i f f e r e n c e s  i n  a m b i e n t  t e m p e r a t u r e ,  

t h e  e f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  o n  t h e  c h r o m s t o g r a p h i c  b e h a v i o r  o f  t h e  

P u V P s  w a s  d e t e r a i n e d  a t  s e l e c t e d  pHs ( f i g u r e  3 ) .  

T h e  a f f e c t  o f  l n c r e a s i n g  c o l u m q  t e m p e r a t u r e  f r o m  2 5  ” t o  4 5  
0 

t s  t o  d e c r e a s e  r e t e n t i o n  o f  t h t  P u Y P s .  T h o u g h  n o t  o b v i o u s  f r o m  

f i g  3 ,  t h e  r e s o l u t i o n  o f  t h e  P u Y P s  i s  s i m i l a r l y  d e c r e a s e d .  T h u s ,  
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600 MACK, REED, AND SMITH 

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

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

D e c r e a s i n g  c o l u m n  t e m p e r a t u r e  f r o m  25 t o  15 t n c r e a s e s  r e t e n t i o r l  

a n d  d o e s  i n c r e a s e  r e s o l u t i o n  o f  some P u N P s ,  n o t s b l y  GHP/IYP a t  pH 

5 3. T h i s  b e h a v i o r  may b e  e x p l o i t e d  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  G M P  s n d  

IYP. H o w e v e r ,  f o r  X M P ,  w h i c h  i s  r e t a i n e d  t h e  l o n g e s t  a n d  w h i c h  i s  

n r e s e n t  i n  t h e  l i v e r  i n  t h e  l e a s t  n m o u n t  o f  t h e  common 

n o n - s u c c i n y l  P U M P S ,  a n y  i n c r e a s e  i n  k’ l e a d s  t o  a b r o a d e n i n g  o f  

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

0 

T h e  e f f e c t  o f  i o n t c  s t r e n g t h  was  c h e c k e d  ‘ ~ t  pH 6 ( f i g u r e  4). 

The e f f e c t  o f  i n c r e a s i n g  p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n  f r o m  20 rw.1 t o  

60 is t o  l o w e r  k’ a n d  t o  d e c r e a s e  r e s o l u t i o n .  A d e c r e a s e  in 

p h o s p h a t e  t o  10 m Y  r e s u l t s  i n  a d r a s t i c  i r l c r e n s e  i n  k’ a n d  

s i g n i f i c a n t  t n  r e s o l u t i o n  o f  p e a k s  r e s o l v e d  s t  2 0  mPl b u t  n o t  i n  

E f f e c t  o f  10 m Y  p h o s p h a t e  on k’(’)of 
n u c l e o t i d e  m o n o p h o s p h s t e s  on Z o r b a x  3 D S  

N u c l e o t i d e  
( 2 )  

C M P  
U Y P  
G M P  
I M P  
ZM e 
AMP 
B A M  P 
X M Q  

1.54 
1.18 
1.23 
1.20 
1.33 
1.19 
1.25 
1.16 

1.35 
1.31 
1.30 
1.39 
1.31 
1.29 
1.25 
1.25 

1.50 
1.25 
1.27 
1.17 
1.31 
1.24 
1.17 
1.31 

1.43 
1.32 
1.22 
1.20 
1.14 
1.27 
1.20 
1.34 

1.68 
1.65 
1.51 
1.61 
1.63 
1.54 

2.09 
i.5a 

( 1 )  E x p r e s s e d  a s  r a t i o  t o  k’ a t  2 0  m X  p h o s p h a t e .  

( 2 )  A c t u a l  p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n  i s  1 4 . 6  mY w h i c h  i s  t h e  
n m o u n t  o f  p h o s p h o r i c  a c i d  r e q u i r e d  t o  a d j u s t  5 m Y  
t e t r a b u t y l a m m o n i u m  h y d r o x i d e  t o  pH 2.25. 
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PURINE NUCLEOTIDE MONOPHOSPHATE 601 

F i g u r e  4 

0 20 4 0  60 
mN PHOSPHATE 

E f f e c t  o f  p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n  o n  k' o f  P U M P S  
a t  pll 6 

p e a k s  u n r e s o l v e d  a t  2 0  m Y .  The e f f e c t  o f  d e c r e a s i n g  t h e  

p h o s p h a t e  c o n c e n t r 3 t i o n  t 9  1 0  m?l p h o s p h a t e  a t  p H s  2 , 3 , 4  a n d  5 a n d  

t h e  m t i i m u m  p h o s p h e t e  ( 1 5 m Y )  a t  pH 2 . 2 5  i s  shown i n  t a b l a  1 .  T h e  

d e c r e a s e d  p h o s p h a t e  g i v e s  a n  i n c r e a s e d  k'  a n d  g e n e r a l l y  b e t t e r  

r e s o l u t i o n  f o r  r e s o l v e d  p e a k s  a t  a g i v e n  pH. P e a k s  t h a t  a r e  

u n r e s o l v e d  a t  2 0  mn a r e  n o t  r e s o l v e d  a t  t h e  l o w e r  c o n c e n t r a t i o s .  

T h e  e f f e c t  o f  i o n i c  s t r e n g t h  i n d i c a t e s  t h a t  r e t e n t i o n  o f  a l l  

P u Y P s  is d u e  t o  m a i n l y  i o n i c  i n t e r a c t i o n  a n d  n o t  j u s t  t o  

h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t t o n s  w h i c h  a r e  n o t  g r e a t l y  a f f e c t e d  by i o n i c  

s t r e n g t h .  I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h e  n u c l e o s i d e s  a r e  e l u t e d  

p r i o r  t o  C M P  i r r e s p e c t i v e  o f  pH. 
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