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t r i f l uo roace t a t e  o b t a i n e d  was cyclized in pyr id ine .  
Pu r i f i ca t i on  t h r o u g h  ion exchange  co lumns  fol lowed b y  
f r a c t i o n a t i o n  on  sil ica get gave  cyclo (-VM-Orn(Z)-Leu-D- 
Phe -Pro -Va l -Orn(Z) -MeLeu-D-Phe-Pro - )  ( IX) in 50% 
yield,  m p  212-214 ~ t t y d r o g e n o l y s i s  of I X  af forded 
[MeLeua]-GS-2HC1.2H~O (X), m p  237-239 ~ [~]-~-272 ~ 
(E tOH) .  

Boc -Va l -Orn (Z) -MeLeu-D-Phe -P ro -NHNH~ (XI) was 
p r epa red  q u a n t i t a t i v e l y  b y  t r e a t m e n t  of I V  w i t h  h y d r a -  
zine hyd ra t e .  Condens a t i on  of t he  azide der ived  f rom X I  
w i t h  V I  gave  Boc-Val -Orn(Z) -MeLeu-D-Phe-Pro-Val -  
Orn(Z)-MeLeu-I)-Phe-Pro-OH (XII), in 30% yield, w h i c h  
was c o n v e r t e d  to an  a m o r p h o u s  Boc-decapep t ide  N- 
h y d r o x y s u c c i n i m i d e  es ter  (XI I I ) .  Af te r  r e m o v a l  of t h e  Boc 
group  of x n I ,  t h e  r e su l t ing  decapep t ide  es ter  was 
t r e a t e d  in py r id ine  to yield cyclo(-Val-Orn(Z)-MeLeu-D- 
Phe-Pro -Va l -Orn(Z) -MeLen-D-Phe-Pro - )  (XIV)  in 67.5% 
yield,  m p  105-115 ~ T he  h y d r o g e n a t i o n  of X I V  yie lded 
[Di-MeLeu~4Q-GS �9 2HC1.3H~O (XV), m p  233-235 ~ [~]~s- 
236 ~ (E tOH) .  

Results and discussion. I n  the  a n t i b a c t e r i a l  ac t iv i t i e s  
aga ins t  microorganisms ,  b o t h  of t he  ana logs  (X a n d  XV) 
were a l m o s t  iden t i ca l  w i t h  GS in p o t e n c y  (Table).  Th i s  
i nd ica t ed  t h a t  t he  h y d r o g e n s  on the  N H  of t h e  leucine 
residues are no t  necessa ry  for  e x h i b i t i n g  t h e  biological  
ac t iv i ty .  
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ORD of [MeLeu3]-gramicidin S (X), [Di-MeLeu ~, ~']-gramicidin S (XV), 
and gramicidin S (GS). Solvent a) ethanol and b) 8M urea. 

I n  O R D  studies,  t he  curves  of X and  X V  d e t e r m i n e d  in 
e t h a n o l  are shown  in F igure  a a long w i t h  t h a t  of GS. 
The  shapes  of t he  3 0 R D  curves  are  v e r y  s imi la r  to  each  
o ther .  I n  8 ]V[ aqueous  urea,  t h e  pos i t ions  of the  t r oughs  
of t he  2 ana logs  (X and  XV)  r ema ined  unchanged ,  as 
well  as GS (Figure b). I n  b o t h  solvents ,  t he  d ispers ions  
of t he  3 molecules  are d i f fe ren t  in  t h e i r  m i n i m u m  ro ta t ions ,  
a n d  on ly  s l igh t ly  in  t he  pos i t ions  of t roughs ,  b u t  the  
shape  of curves  are v e r y  s imi la r  even  in 8 M urea,  sug- 
ges t ing  t h a t  all  these  3 molecules h a v e  v e r y  s imi la r  a n d  
s t ab l e  confo rma t ions .  These  resul ts  i nd i ca t e  t h a t  t he  2 of 
t h e  4 h y d r o g e n  bond ings  in t h e  /%type s t r u c t u r e  of GS 
proposed  b y  severa l  au tho r s  would  no t  be  necessa ry  for 
s t ab i l i z ing  t h e  confo rma t ion .  F u r t h e r m o r e ,  a n o t h e r  
model ,  in  wh ich  N H  of t he  leucine res idues  does no t  
p a r t i c i p a t e  in  i n t r a m o l e c u l a r  h y d r o g e n  bondings ,  should  
be  p u t  forward.  I n  th i s  respect ,  as is m e n t i o n e d  b y  
BALASUBRAMANIAN 9 t h e  mixed  ~ ,~-s t ruc ture  of HODGKIN 
a n d  OIJGHTON 1 and  t he  SCHERAGA'S 1~ mode l  m a y  no t  be 
d is regarded.  F u r t h e r  s tud ies  on t h i s  are in p rog re s sn .  

Zusammen/assung. N a c h  M e t h o d e n  der  konven t ione l -  
len P e p t i d s y n t h e s e  w u r d e n  zwei G r a m i c i d i n  S Ana logs  
syn the t i s i e r t ,  in  denen  Leuc in  d u t c h  N-Methy l l euc in  
e r se tz t  ist. B e i m  a n t i b a k t e r i e l l e n  Tes t  s ind  diese be iden  
Ana logs  p r a k t i s c h  gleich w i r k s a m  wie Gramic id in  S und  
s u c h  die K o n f o r m a t i o n  dieser  zwei Ana logs  ist  de r jen igen  
yon  G r a m i d i c i n  S Xhnlich. 
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R 6 v e r s i b i l i t 6  de la r 6 p o n s e  du  p o t e n t i e l  de m e m b r a n e  c h e z  Nitella flexilis 
L. ~ des  v a r i a t i o n s  de p H  

Les propri@t@s phys io log iques  des cellules je tmes  de 
Cha rophyceae  v a r i e n t  avec  la saison, m6me lorsque cos 
cellules son t  cultiv@es au l abo ra to i r e  en  cond i t ions  
normal i s6es  1-~. Nous  avons  observ@ pour  un  lo t  de cellules 
de Nitella un  c o m p o r t e m e n t  @lectrophysiologique diff@rent 
de celui no t6  les mois  pr6c@dents. II s ' ag i t  de la  r @ o n s e  du  
po t en t i e l  de m e m b r a n e  & u n  c h a n g e m e n t  ,aller-retour>> 
du  p H  de la so tn t ion  ext6r ieure .  Jusqu '& pr@sent ce t t e  
r@ponse n'@tait pa s  r@versible du  moths  p e n d a n t  les deux  
premi6res  heures  qui  s u i v a i e n t  le r 6 t a b l i s s e m e n t  de la 
so lu t ion  ex t6r ieure  in i t ia le  4. A p a r t i r  de f in avri l ,  le 
po ten t i e l  de m e m b r a n e  a r@p0ndu d ' u n e  mani@re plus  ou 
moins  r@versible s u i v a n t  le p H  test@. Ce c o m p o r t e m e n t  

nous  a sembl@ assez r6v61ateur  des m6can ismes  de 
s61ectivit@ de la m e m b r a n e  de Nitella aux  ions. 

Matdriel et mdthodes. Les essais on t  port@ sur les 
cellules i n t e rnoda l e s  de l ' a lgue  d ' e a u  douce Nitella 
/lexilis L. cul t iv6es  au  l abo ra to i r e  depuis  10 mois  (milieu I I  
de FORS~ERG 5, photop@riode 18 h). Les cellules utilisfies 
son t  p r6 t ra i t6es  p e n d a n t  15 h d a n s  ane  so lu t ion  de 
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Tableau I. Variations du potentiel de membrane (en mV) de Nitella 
lorsque le pH de la solution ext~rieure (0,1 mM KC1 + 1,0 mM 
NaCI) est chang~ dans un sens puis duns l'autre. Moyenne pour 7 
cellules. L'erreur standard pour chaque moyenne est g~n~ralement 
comprise entre 2 et 3. 

Tableau II. Variations du potentiel de membrane (en mV) & diffdrents 
pH, lorsque la concentration en potassium de la solution ext6rieure 
est augment~e puis diminu6e de 10 lois. La force ionique du milieu 
est maintenue constante en faisant varlet d'une manigre oppos6e la 
concentration en sodium. Moyenne pour 7 cellules. L'erreur standard 
pour chaque inoyenne est comprise gdn~ralement entre 2 et 3. 

pH 5,8-5,0 5,8-6,6 5,8 7,3 ~ 5,8-8,0 5,8-9,0 pH 5,0 5,8 6,6 7,3 8,0 9,0 

Aller -+ +23 --13 --20 --23 --22 

<--Retour --23 + 8 +10 0 + 1 

0,1raM K - + I , 0 m M  K +17 +36 +43 +48 +48 +46 

1,0mM K-+0 ,1mM I< -- 7 --29 --44 --48 --46 --45 

~M6me r~sultat en ajoutant un tampon bicarbonate au milieu. 

1,0 m M  KC1 et de 0,1 m M  NaC1. Le po ten t ie l  de m e m b r a n e  
(p lasmalemme et  tonoplas te)  est  mesur6 au moyen  d ' une  
micro61ectrode de verre  rempl ie  de 3 M KC1 ir~troctuite 
dans  la vacuole e t  raccord6e par  t ' in te rm6dia i re  d ' une  pile 
au calomel ~ un 61ectrom~tre Ke i th ley  603. L'61ectrode 
de r6f6rence raccord6e de la m~me Ia~on plonge dans  le 
milieu ext6rieur.  L 'exp6r ience  consiste  ~ amener  la cellule 
d 'une  solut ion de p H  5,8 & une solut ion de p H  inf6rieur 
(5,0) ou sup6rieur (6,6; 7,3; 8,0 et  9,0) eli y a j ou t an t  
quelques  gout tes  d'HC1 ou de N a O H  puis  de r amener  la 
cellule dans  la solut ion au p H  initial  5,s. A chaque  pH,  
deux r appor t s  de concen t ra t ion  K / N a  sont  test6s : 0,1 m M  
KC1 + 1 m M  NaCt et  1 m M  KC1 + 0,1 mYVI NaC1; le 
changemen t  de p H s e  fair dans  la solut ion c o n t e n a n t  
0,1 m M  KC1. 

Rdsultats. Le tab leau  I mon t r e  que la r6ponse du 
po ten t ie l  de m e m b r a n e  & une modi f ica t ion  al ler-retour  du 
p H  ext6rieur  est  d ' a u t a n t  mieux  r6versible que la cellule 
reste  plong6e dans  des solut ions acides. 

Aux p H  basiques,  la r6versibili t6 est  p r a t i q u e m e n t  
nulle. P a r  contre,  la repolar isa t ion de la cellule en fonc- 
t ion de la concen t ra t ion  ex te rne  en K est  d ' a u t a n t  meil- 
leure que les essais se pas sen t  & un p H  sup6rieur ou 6gal 
& 6,6 (tableau II).  Au cours du c h a n g e m e n t  r e tour  du pH,  
les en reg i s t rements  du potent ie l  de m e m b r a n e  ne pr6- 
sen ten t  jamais  de m a x i m u m  (comme cela peu t  ~tre le 
cas & l 'al ler  r et  se d i s t inguen t  souven t  pa r  l 'al lure mo- 
no ton ique  de la var ia t ion  (figure 1). 

Discussion et conclusion. Les r6sul tats  du tab leau  II  
conf i rment  que la perm6abi l i t6  de N./ lexi l is  au po tas s ium 
est  plus i m p o r t a n t e  en milieu neu t re  ou alcalin. Comme 
nous l ' avons  d6montr66, c 'es t  essent ie l lement  ce t te  
perm6abil i t6  accrue de la cellule au po tas s ium qui est  
responsable  de la var ia t ion  du po ten t ie l  de m e m b r a n e  
lorsque la cellule est  plong6e d 'une  solut ion & p H  acide 
darts une au t re  & p H  alcalin (tableau 1). Ce c o m p o r t e m e n t  

diffgrent  de la m e m b r a n e  su ivan t  le milieu peu t  s ' in ter -  
pr6ter  en pos tu l an t  l ' ex is tence  de g roupemen t s  n6gatifs 
ionisables au niveau de ce t te  s t ruc ture .  E n  effet,  un g rand  
hombre  de m e m b r a n e s  cellulaires p eu v en t  por t e r  une forte  
densi t6 de charges n6gat ives et  il est  d6montr6  que la 
s61ectivit6 des m e m b r a n e s  artificielles est  influenc6e par  
leur po ten t ie l  de surface ~-9. D'apr~s  les r6sul ta ts  obtenus ,  
ces sites n6gatifs pour ra ien t  s ' ident i f ier  avec des groupes 
carboxyles  don t  le p K  serai t  de l 'o rdre  de 5-6. Ceux-ci 
appa r t i end ra i en t  ~ des mol6cules prot6iniques  p lu t6 t  
qu'& cer ta ins  t ypes  de lipides amphot~res  r@ut6s  moins  
accessib]es aux ions. 

De plus, la var ia t ion  du p H  ext6r ieur  dol t  en t ra ine r  
chez ces mol6cules, suppor t s  des sites, un r e m a n i e m e n t  
s t ructural .  Pa r  cons6quent ,  il appa ra i t r a  une modi f ica t ion  
de l 'affinit6 des si tes pour  K+ ou H+ d ' a u t a n t  plus accentu6e 
que les p H  test6s s'61oignent des condi t ions  normales  de 
vie de Nitella. I1 n ' e s t  donc pas 6 tonnan t  d 'obse rver  pour  
ces p H  ex t remes  une r6versibili t6 moins  bonne  des ph6no-  
m6nes 6tudi6s. L 'a l lure  lente et  lin6aire des courbes 
d ' en reg i s t r emen t  du potent ie l ,  lots du c h a n g e m e n t  retour,  
appara i t ,  dans  ce t te  opt ique,  comme la man i fes t a t ion  du 
r~ tabl i ssement  progressif  de la s t ruc tu re  mol6culaire 
initiale de la membrane .  

Summary.  The be t t e r  the  recover ing of the  m e m b r a n e  
po ten t i a l  of Nitella on res tor ing  the  ini t ial  value of the  
external  p H  af ter  a change,  t he  more  acid is the  p H  of the  
med i u m (Table I). On the  o ther  hand,  a be t t e r  r epea tab i l i t y  
was observed  in alkaline solut ions (Table II) for a change  
in the  ex te rna l  K+ concent ra t ion .  These resul ts  are inter-  
p re ted  as a mani fes ta t ion  of the  b ind ing  of K+ ions to  
ionizable f ixed charges  ( ?K  abou t  5-6) a t  the  m e m b r a n e  
surface and of the  control  of molecular  s t ruc ture  of the  
m e m b r a n e  by  the  pH.  
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Fig. 1, Variation typique du potentiel de membrane de ,u 
lors d'un changement aller (A) et retour (B) du pH de la solution 
ext6rieure, Les fi~ehes indiquent Ie moment Otl le pHest  modifi6. 
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