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Guanosine and its different methylated compounds react differently at the mercury/solution 
interface. A study of these phenomena was made by a.c. polarography with sensitive phase 
detection. Adsorption and association depend on pH, position, and number of methylated groups. 
In an alkaline medium, negative ionization of purine ring of 7 Me Guo and Guo inhibits the 
association phenomenon. The same reaction occurs in an acidic medium when the N1 and N7 
atoms are either protonated or methylated (Guo and 1- 7 Guo). On the other hand, this pheno­
menon is not inhibited when one of these functions is protonated and the other methylated. 
The association seems then to be related to the asymmetry of the N 1 and N7 substituents. 

Parmi les nombreux facteurs qui interviennent dans Ie maintien de la structure tridimensionelle 
des acides nucleiques, Ie champ electrique developpe a l'interieur de ceux-ci, joue un role non 
negligeable. Ainsi, dans Ie case acides nucU:iques, chaque composant (sucres, phosphates, bases) 
est soumis a l'action de forces electriques dont la mesure directe est malheureusement tres dif­
ficile. Cependant, it est possible de simuler certains de ces effects en utilisant des modeles electro­
chimiques, comme par exemple I'interface constituee par une electrode chargee, dont on pourra 
contraler a volonte Ie potential, au contact de composants nucIeiques en solution (bases, nucleo­
sides, nucleotides). 

En utilisant ce type de modele, a partir de techniques tensammetriques1 
,2, differents auteurs3 

- 8 

-principalement vetterl, ont pu montrer, pour certaines valeurs du potentiel de l'electrode, que 
les constituants nucleiques pouvaient adopter en s'adsorbant a I'interface, une conformation 
comparable a celIe rencontree dans un brin d'acide nucleique ou de polynucleotide: association 
horizontale des bases perpendiculairement a la surface de I'electrode; dans ce demier cas, 
a partir de travaux theoriques de Frumkin9 et LorenzI 0, Vetter! a me me pu calculer les differents 
coefficients d'interactions existant entre les bases. 

Dans Ie travail que nous presentons ici, qui s'insere dans une etude plus generale 
sur les proprietes electrochimiques des bases methyIees et des acides nucleiques 
methyIesll ,1 2 , nous etudions l'influence exercee par la methylation de la guanosine 
sur les phenomenes d'association et de stacking a l'electrode it goutte de mercure. 
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2840 Sequaris, Reynaud: 

PARTIE EXPERIMENT ALE 

Reactifs biochimiques et chimiques 

La 7-methylguanosine(l), la I-methylguanosine(Il), ainsi que la guanosine proviennent des 
etablissements SIGMA. La 1-7-dimethylguanosine(III) a ete preparee d'apres Leng et col­
Jaborateurs13 par methylation de Ia k-methylguanosine, par Ie dimethylsulfate. 

I II III 

R = ribose 

Nous avons utilise pour la preparation des solutions des reactifs chimiques MERCK et de l'eau 
bidistillee. Avant chaque mesure, les solutions etaient saturees en argon, afin d'eliminer I'oxy­
gene en solution. 

Polarographie en courant alternatif 

Les enregistrements ont ete realises avec un appareil SOLEA PRG III a detection de phase. 
Les caracteristiques electriques etaient les suivantes: F = 78 Hz, 11£ = 20 mY. Les polaro­
grammes sont enregistres avec un angle de dephasage de 90° par rapport a Ia tension surimposee1

. 

Le temps de goutte utilise etait de 3 s. 
Les caracteristiques du capiIIaire utilise (solution molaire de NaCl, circuit ouvert, la hauteur 

de la colonne de Hg etant de 50 cm) etaient les suivants: m = 1,2 mg s - 1, temps de goutte = 9,7 s. 
Les mesures etaient faites a la temperature constante de 25°C ± 0,1 °e, la thermostation 

de la cel1ule polarographique etant assuree par un Ultra thermostat LAUDA. Les potentiels 
d'electrodes etaient mesures par rapoort a une electrode de reference au calomel (saturee en KCI) 
et les mesures de pH etaient effectuees avec un pH metre Radiometer pH M4. 

RESULTATS 

7 -METHYLGUANOSINE 

Dans Ie cas de la 7-MeGuo, trois domaines distincts peuvent etre mis en evidence 
suivant la valuer du pH du milieu. 

En milieu basique a pH 8,5 (courbe e, figure 1 et courbe h, figure 3). La 7-MeGuo 
est totalement sous forme basique, l'oxygime sur Ie C6 porte une charge negative. 
La molecule possede un moment dipolaire dirige des atomes N 1 et C6 vers Ia charge 
positive localisee sur Ie cycle imidazole. Les polarogrammes, ne presentant pas de 
variation brutale en fonction du potentiel, indiquent que sur la totalite de la zone 
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d'adsorption il n'y a pas de phenomene visible d'association ou de reorientation. 
L'absence de pic dans la region du maximum electrocapillaire (~ - 0,5 V) peut 
laisser supposer une adsorption a plat de la molecule fortement polarisee a la surface 
de l'electrode. 

F IG. 1 

Courbes tensioamperometriques de la 7-
-MeGuo en solution a 5 . 10-4M dans NaCl 
1 M, tampons acetate, phosphate, Tris 10- 2 M • 

pH: a 3; b 6; c 7; d 8; e 9. 

. 5~---------r----------~--------~ 

3 

o 

5~--------~----------'---------~ 

3 

o 0-8 1-2 - E, V 1'8 

FIG. 2 

Courbes tensioamperometriques de la 7-
-MeGuo en solution a 5 . 10-4M dans NaCI 
1M, tampons acetate, phosphate, Tris 10-2M 

pH: a 6; b 6,52; c 6,58; d 6,79; e 7,07. 

5r---------~----------~--------~ 

F IG. 3 

Courbes tensioamperometriques de la 7-
-MeGuo en solution a 5 . 10 - 4 M dans NaCI 
I M, tampons acetate, phosphate, Tris 10 - 2 M 

pH: a 7,18; b 7,60; c 7,71; d 8; e 8,50; f 8,55; 
g 8,60; h 8,70. 
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En milieu aeide, entre pH 3 et pH 6 (courbes Q et b, figure 1 et courbe Q, figure 2). 
La 7-MeGuo est sous forme acide, elle est chargee positivement sur Ie cycle imidazole: 
Les polarogram.mes presentent un effondrement important du courant capacitif 
centre sensiblement vers - 0,750 V. Cette zone d'association debute dans la region 
du potentiel du maximum electrocapillaire, elle est d'autant plus etendue que la con­
centration en forme acide de Ia 7-MeGuo augmente, c'est-a-dire lorsque Ie pH 
decroit. Lorsque l'electrode est chargee positivement, c'est-a-dire entre ° et - 0,400 V, 
Ies courbes obtenues en milieux basique et tres acide sont presque confondues. 
Les deux phenomenes sont comparables, et 1'0n peut admettre que l'adsorption se fait 
a plat. Au niveau du maximum electrocapillaire, les molecules subissent une reorienta­
tion (variation ducourant Ie). Ainsi sur l'electrode chargee positivement, l'adsorption 
des molecules a plat est remplacee par une adsorption verticale des que l'electrode 
change de signe. II est tres vraisemblable que sous l'effet du champ electrique, c'est 
la partie imidazole du cycle purique qui est en contact avec la surface chargee, Ie 
cyclo pyrimidique etant du cote de la solution. 

En milieu neutre entre pH 6 et pH 8 (courbes c figures 1,2 et 3). Les formes acide 
et basique de la 7-MeGuo sont dans un rapport variable suivant Ie pH. Au pK = 7,1, 
nous sommes en presence d'une solution equimolaire des deux formes. L'association 
au pK est maximale aussi bien du cote de l'electrode chargee positivement ( - 0,300 V) 
que de l'electrode chargee negativement (-0,750 V). Entre -0,200 V et -0,400 V, 
l'adsorption est suivie d'association. Le mode d'association sur l'electrode chargee 
negativement est different de celui en milieu acide (fig. 1, courbes Q et c), comme Ie 
montre Ia comparaison de la profondeur et de l'etendue des domaines d'association. 
Au potentiel du maximum electrocapillaire, les molecules sont Ie siege d'une reorienta­
tion entre les deux modes d'association et sont tres probablement adsorbees a plat. 
Dans chacune des deux zones ou i1 y a association, il est tres vraisemblable que les 
molecules sont adsorbees verticalement, et que forme basicue ne peut s'adsorber 
verticalement qu'en presence de la forme acide de Ia 7-MeGuo, comme Ie montrent 
l'adsorption etl'association maximale des deux formes au pK. Cette etude qualitative 
de I'association de la 7-MeGuo en presence d'une surface chargee nous permet done 
de mettre en evidence trois modes d'association possibles en milieux acide et neutre. 
La forme basique ne s'autoassocie pas alors que Ia forme acide de Ia 7-MeGuo est 
indispensable aux trois types d'association. 

I-M ETHYLGUANOSINE 

Dans Ie cas de Ia 1-MeGuo (figures 4 et 5), l'azote Nl est bloque par un groupe 
methyle et seul l'azote N7 est proton able en milieu tres acide (pK ~ 2,4). Les dif­
ferentes formes acide et basique s'associent suivant quatre modes, selon la valeur 
du pH. 
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En milieu tres acide. Aux pH inferieurs au pK, Ies formes acides protonees en N7 
s'associent sur l'electrode chargee negativement. Com me dans Ie cas de Ia 7-MeGuo, 
en milieu acide, la forme acide de la 1-MeGuo chargee positivement s'adsorberait 
perpendiculairement a l'electrode chargee negativement, dans un domaine de potentiel 
allant de - 0,46 V a -1,35 V, Ie cycle imidazole protone au contact du mercure. 
A des potentiels plus positifs que -0,46 V, les molecules s'adsorberaient a plat 
(cohrbe a, fig. 4). 

Au voisinage du pK = 2,4. Tout comme dans Ie cas de la 7-MeGuo, il y a deux 
modes d'association, l'un sur l'electrode chargee negativement (- 0,500 Va -1,050 V) 
et l'autre sur l'electrode chargee positivement (- 0,180 V a - 0,400 V). Ces deux 
domaines sont separes par un maximum dt1 a la reorientation des formes acides 
chargees. Dans les deux domaines, les molecules seraient adsorbees perpendiculaire .. 
menta l'electrode (courbe b, fig. 4). 

Au-dessus du pK. A pH 5, la I-MeGuo n'est plus protonee. La forme basique 
non ionisee s'autoassocie dans Ia region du potentiel du maximum electrocapillai­
re (la charge de l'electrode est nulle). Cette autoassociation a partir de pH 5 ne varie 
plus sur toute l'echelle des pH neutres et basicues ( - 0,360 V a - 0,615 V). 

FIG. 4 

Courbes tensioamperometriques de Ja 1-
-MeGuo en solution a 5 . 10-4M dans NaCI 
lM, tampons acetate, phosphate, Tris 10-2M 

pH: a 0,55; b 2,50; c 5 et au-dessus. 

FIG. 5 

Courbes tensioamperometriques de la 1-
-MeGuo en solution a 5 . 10 - 4 M dans NaCI 
1 M, tampons acetate, phosphate, Tris ] 0 - 2M 

pH: Q.4; b 4,15; c 4,30; d 4,48; e 4,59; 
f 4,80. 
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1-7 -DIMETHYLGUANOSINE 

La 1-7-dimethylguanosine s'adsorbe, mais ne s'associe pas, queUe que soit la valeur 
du pH (fig. 6). L'adsorption est independante du pH. Ce phenomene est it rapprocher 
de l'absence de pK de la molecule, car les differentes fonctions acido-basiques es­
sentialles de la guanosine sont bloquees par des groupes methyles. Le cycle imidazole 
est neanmoins charge positivement par suite de la methylation de l'azote en N 7 , 

et l'adsorption it plat sur l'electrode chargee negativement est ainsi facilitee. 

GUANOSINE 

La presence de deux fonctions acides de pK 1,90 et 9,25 respectivement en Nt et N7 
rend l'etude de la guanosine plus complexe. En milieu tres basique, it un pH superieur 
it 10, l'adsorption de la guanosine diminue et il n'y a plus aucune association. L'iqni­
sation negative de Nt ou de l'oxygene sur C6 provoque une repulsion de la molecule 
au niveau de l'electrodes chargee negativement. De meme, en milieu tres acide, 
c'est-a-dire it un pH infferieur it 1,90, aucune association n'est mise en evidence. Dans 
Ie cas de la guanosine, il semblerait donc que seule la forme non ionisee s'autoas­
socie it l'interface d'une electrode chargee (fig. 6). 

CONCLUSIONS 

La guanosine et ses differents derives methyles se comportent differement it l'interface 
electrode de mercure chargee/solution (fig. 6). L'adsorption et l'association depen­
dent du pH, de la position et du nombre de groups methyles fixes. En milieu basique, 
on note que l'ionisation negative du cycle purique de la 7-MeGuo et de ]a Guo 
interdit tout phenomene d'autoassociation. II en est de meme en milieu acide, lorsque 
les fonctions N 1 et N7 sont protonees ou methylees (Guo et 1 - 7 Me2Guo). Par 
c~ntre, la methylation d'une fonction et la protonation de }'autre n'interdisent pas 

5~--------,---------~--------~ 

3 
FIG. 6 

Courbes tensioamperometriques des derives 
methyles de Ia Guo en solution a 5 . 10 - 4M 

dans NaCl 1M, tampons acetate, phosphate, 
Tris lo-2M a pH 7. 
(c) 7~MeGuo; (a) l ~MeGuo, (b) 1-7~Me2Guo, 

O:---------O""'.6.,...------~1.2::----£-. ,-V-~1.8 (d) Guo, (- ) sel de fond. 

--~--------~------ ._--_._-
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ces phenomenes d'association a l'electrode (l-MeGuo et 7-MeGuo). L'autoassociation 
semblerait done liee a l'asymetrie des substituants sur les fonctions Nl et N 7 • 

Au cours de cette etude, les effets dus aux sucres ont ete negliges bien que leur 
intervention dans les processus d'adsorption soit certaine4

• On doit aussi noter que 
l'influence du pH sur les positions syn et anti du sucre par rapport a la base n'inter­
vient pas dans la conformation de la 7-MeGuo et de la 1-7-MeGuo, dont la position 
teste fixee par la methylation du N7 de la guanosine14

,15. 

L'orientation verticale des bases nuc1eiques a la surface de l'electrode chargee dans 
Ie cas des phenomenes d'association, et deja proposee par Vetterl5

,6 permet une inter­
action verticale du type "stacking" entre les differents residus puriques comme Ie 
montrent d'autres techniques en solution aqueuse16

• Dans Ie cas d'une interface 
chargee, on peut aussi considerer que la faible constante dielectrique de la surface 
ainsi que la deshydratation de la double couche (adsorption des molecules organi­
ques) 17 facilitent plus les interactions des molecules polarisees qu'en solution aq­
ueuse lO

. 
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