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Résumé- - Dans ce travail nous décrivons la premiére synthése chimique des triglycopentapeptides
H,N—Leu—Ser—Thr—Thr—Glu—OH et H,N—Ser—Ser—Thr—Thr—Glu—OH,

dans lesquels » représente I'unité 2-acétamido-2-désoxy-a-D-galactopyranosyle. Ces composés représentent
respectivement la partie N-terminale des glycophorines AN et AM¢ et sont responsables de la spécificité
immunologique Ty. Ils ont été obtenus selon les techniques classiques de synthése peptidique recurrente en
phase liquideen utilisant alternativement des aminoacides et des O-glycosylaminoacides protégés et activés de
fagon adéquate. Les unités glycosidiques ont été introduites sous la forme de dérivés 2-azido-2-désoxy-3,4,6-
tri-O-benzyl-a-D-galactopyranosyl-L-sérine et L-thréonine, eux-mémes obtenus a partir du monosaccharide
réducteur et de L-sérine ou L-thréonine en utilisant I'anhydride trifluorométhanesulfonique comme agent de
condensation. La réduction des groupements azido suivie de I'acétylation et de I'hydrogénolyse permet
d’obtenir les deux triglycopentapeptides totalement déprotéges.

Abstract— This report describes the first synthesis of the triglycosylated pentapeptides
H,N—Leu—Ser—Thr—Thr—Glu—OH and H,N—Ser—Ser—Thr—Thr—Glu—OH,

in which  represents the 2-acetamido-2-deoxy a-D-galactopyranosyl residues. These compounds constitute
the antigenic aminoterminal portions of respectively human glycophorin AN and AM¢. The above compounds
were obtained by a stepwise peptide coupling strategy in solution, beginning at the C terminus and proceeding
toward the N-terminus, using amino acids or suitably protected and activated O-glycosyl-amino acids.
Carbohydrate residues were introduced into the sequence as 2-azido-2-deoxy-a-D-galactopyranosyl-L-serine
and L-threonine derivatives obtained from the reducing sugar and amino acid by the trifluoromethanesulfonic
anhydride procedure. Reduction of the azido functions followed by acetylation and catalytic hydrogenolysis
afforded the above antigenic Ty, glycosylated pentapeptides.
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La glycophorine A, la principale glycoprotéine de la
membrane des globules rouges humains, a été
intensivement étudiée. Elle posséde de nombreux
récepteurs,dont ceux du virus dela grippe, dela malaria

(Plasmodium falciparum) et de certaines lectines ainsi

que les déterminants antigéniques du groupe sanguin
MN.

Il est maintenant bien établi'~* que le déterminant
antigénique MN est situé dans le triglycopentapeptide
terminal de la glycophorine A, le polymorphisme de la
chaine peptidique en position 1 et 5 étant responsable
de la spécificite. Les structures respectives des
triglycopentapeptides M et N ont été confirmées par de
nombreux auteurs aussi bien par les techniques
classiques de dégradation® que par des études en RMN
du carbon-13*

AN Leu—Sér—Thr—Thr—Glu
AM Ser—Ser—Thr—Thr—Gly
=, oligosaccharide.

De nombreux variants génétiques de ces groupes
sanguins ont été mis & jour, les plus étudiés étant le
variant M°%7 hybride glycosylé des antigénes M et N et
le variant M®® non glycosylé dérivant de 'antigéne N
par la présence d’une asparagine & la place de la
thréonine en position 4.

AM¢ Ser—Ser—Thr—Thr—Glu
AMe® Leu—Ser—Thr—Asn—Glu

D’aprés certains auteurs® le précurseur bio-
synthétique de I'antigéne MN serait I'antigéne T lui-
méme issue de l'antigéne Ty par action de la §-
galactosyl transférase. D’autres auteurs® réfutent de
fagon catégorique cette hypothése.

Précédemment nous avons obtenu le pentapeptide
N-terminal de la glycophorine AM portant la spécificité
immunologique Ty (2-GalNac),!® ce composé rep-
résentant unintérét certain pour une étude approfondie
par RMN du carbone-13 et du proton.!?

Nous rapportons ici la synthése des pentapeptides
triglycosylés de spécificité Ty issus de la glycophorine
AN et AM°, Les synthéses du variant M# et d’autres
analogues non glycosylés seront décrites ailleurs,!? Le
syndrome Ty est un désordre génétiquement acquis
caractérisé par la présence d’antigénes Ty, a la surface
des erythrocytes'® en raison d’une déficience en
galactosyl transférase (T transférase). 1l est souvent
associé a des désordres hématologiques graves tels que
leucopénie et thrombopénie.! 416 D’autre part certains
auteurs ont montré que Iapparition de sites
antigéniques Ty est liée au développement de la
leucémie!”-!8 et de tumeurs du sein et du colon.'? Enfin,
il a été montré que les erythrocytes Ty contrairement a
ceux portant la spécificité MN ou T, sont résistants a
l'invasion par Plasmodium falciparum (agent de la
malaria), cette observation met en valeur le réle des
unités acide sialique et galactose lors d’une telle
invasion.2?
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Ces deux glycopentapeptides Ty (N et Mc) ainsi que
le dérivé M précédemment décrit!? et les pentapeptides
non glycosylés'? font objet d’une étude biologique
approfondie. Ces composés sont testés a la fois comme
antigénes artificiels, accepteurs de f-galactosyl tran-
férase et récepteurs de différentes lectines dont celles de
Salvia sclarea et Agaricus bisporus. Les résultats de ces
tests seront présentés ultérieurement.?’

RESULTATS ET DISCUSSION

La technique utilisée pour la synthése de I’antigéne
M précédemment décrit'® a été reproduite pour
'obtention des composés 14 (N) et 18 (M°). L'unité
a-GalNac est introduite sous la forme du 2-azido-2-
désoxy-3,4,6-tri-O-benzyl-a-p-galactopyranoside cor-
respondant.

La condensation entre le monosaccharide réducteur
2et les esters actifs de la sérine 3 et de la thréonine 1 et 4
est realisée en présence d’anhydride trifluorométhane
sulfonique?%-2” et permet d'obtenir les glycosides
correspondants 5, 6 et 7 (Schéma 1).

Ces composés peuvent étre utilisés sans contrainte
particuliére de la méme fagcon qu’un aminoacide dans
une synthése de type peptidique classique. Le
groupement protecteur fluorenylméthyloxycarbonyl
(Fmoc) a été choisi en raison de sa stabilité dans le
milieu acide de la réaction de glycosylation et de son
clivage aisé dans des conditions basiques douces
(piperidine).

L'ester N-hydroxysuccinimyl 7'° trés réactif, est utilisé
sous la forme de mélange anomérique, la séparation des
anoméres étant effectuée au niveau du glycodipeptide 8.
Par contre les esters p-nitrophénoliques 5'° et 6, 4
défaut d’une grande réactivité sont trés aisément
purifiés par chromatographie rapide.?!

La séquence réactionnelle suivie pour préparer les
pentapeptides N et M°est représentée dans le Schéma 2.
Les acylations sont effectuées soit dans le dichloro-
méthane soit dans un mélange de dichlorométhane
et de N,N-diméthylformamide. Dans le cas de con-

guig [ 082
| OH <+ Fmoc ThrOSw

N3
2 4

(CFy$0;),0

2 + Fmoc Ser ONp Ty ClaCHyEN

3

(CFy 303)20

24+ Fmec T O —meor=er ey

B. FERRARI et A. A. Pavia

densation avec un ester p-nitrophénolique, le 1-
hydroxybenzotriazole est ajouté a la réaction. La
réduction du groupement azido est effectué par
traitement avec le borohydrure de sodium en présence
de chlorure de nickel et d’acide borique suivie de
l'acétylation. Cette technique s'était révélée efficace
dans la synthése du glycopeptide issu de la
glycophorine AM.1°

L'utilisation du groupement benzyloxycarbonyl (Z)
comme protection de I'amine de I'aminoacide N-
terminal ainsi que celle de groupements benzyles
comme protection des autres fonctions permet la
déprotection totale de la molécule en une seule étape
par hydrogénolyseen présence de Pd/C. Les spectres de
RMN du carbone-13 ont permis de contrdler la
structure et la pureté énantiomérique?® des deux
pentapeptides finaux 14 et 18. (Tableau 1).

La filtration sur gel (Sephadex LH 20) des composés
protéges, associée a la chromatographie, s’est révélée
une méthode de purification rapide et efficace.

PARTIE EXPERIMENTALE

Méthodes générales

Les points de fusion sont mesurés au moyen d’un appareil
Biichi et ne sont pas corrigés. Les pouvoirs rotatoires ont été
mesurés sur un polarimétre Perkin—Elmer (modéle MC 241).

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du *C ont
été enregistrés sur un appareil Bruker WP 80 (25.2 MHz)
excepté pour les deux triglycopentapeptides déprotégés 14 et
18 enregistrés sur un appareil Bruker WP 200 SY (50.3 MHz).

Pour les solutions dans le CDCl; les déplacements
chimiques (6) sont exprimés en ppm par rapport au TMS pris
comme référence interne.

Avant enregistrement des spectres, les solutions aqueuses
des composés 14 et 18 sont désionisées par passage sur une
petite colonne de résine échangeuse d'ions Chelex 100 (H™).
Aprés lyophilisation, les résidus sont repris dans D,0. Les
déplacements chimiques sont mesurés par rapport au 1,4-
dioxanne, pris comme référence interne, dont le déplacement
chimique est fixé 4 67.86 ppm.

Le déroulement des réactions, ainsi que I'homogénéité des
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Tableau 1. RMN du carbone-13
Déplacements chimiques des glycopeptides Ty de la
glycophorine AN et AM¢
14(N) 18 (Mc¢)
Cl 99.33(Ser2); 99.42 {(Ser 2);
100.55, 100.64 (Thr 3, Thr 4) 100.18, 100.44 (Thr 3, Thr 4)
C2 5110 51.18(3) )
C3,C4  69.92,69.87, 69.71 (2) 69.96, 69.80, 69.61
69.51, 69.32 69.39, 69.24
C5  7273(1),72.65(2) 72.80(2), 72.72(1)
C6  6251(3) 62.57(3)
SerCa  54.69 55.83 (Ser 1), 54.84 (Ser 2°
C8 6835 61.55 (Ser 1), 68.68 (Ser 2)
Thr Ca  58.50, 58.06 58.66, 57.98
Cg  7879,78.65 78.41,77.94
Cy 19.79,19.54 19.35,19.13
Glu Ca  53.11 54.99*
Cg 2735 28.45
Cy 3137 32.11
LeuCa S§321
Cs 4124
Cy 2517
Cé  2298,22.63
CH3 (NHAc)  23.70, 23.67, 23.54 23.70(2), 23.52 (1)

* Ces valeurs peuvent étres interverties.
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composés décrits ont été controlés par chromatographie sur
couche mince (CCM) sur gel de Silice (Merck F 254). La
révélation des couches minces se fait en UV ondes courtes et
par vaporisation d’une solution éthanolique contenant 109
d'acide sulfurique suivie d’un chauffage 4 100°. Les composés
comportant une fonction amine libre sont révélés par
vaporisation d’une solution de fluorescamine suivie de
'observationen UV grandes ondes. Leschromatographies sur
colonne utilisent le gel de Silice Merck 60, 230-400 mesh. Les
chromatographies rapides?! sont effectuées sur le méme gel,
sous pression d’azote.

Les filtrations sur gel des composés protégeés sont effectuées
sur Sephadex LH-20 (Pharmacia) avec un mélange CH,Cl,-
méthanol (1: 1, v/v) par une procédure identique 4 celle d’une
chromatographie classique. Les microanalyses ont été
effectuées par le service de microanalyses du Centre de
Recherche Clin-Midy de Montpellier.

Ester p-nitrophénoliqgue de la N fluorénylméthyloxy-
carbonyly-L-thréonine (1). La Fmoc-L-Thr (Bu}-ONP
monochydrate(préparée selonlatechniquede Bodanszkyet al.,
1980%2) (5 g, 9.3 mmoles) est dissoute dans un mélange de
CH,Cl, (20 ml) et d’acide trifluoracétique (20 ml). Aprés 1 hra
température ambiante la CCM indique une disparition
compléte du composé de départ. La solution est concentrée et
le résidu obtenu est repris par du CH,Cl, (250 ml). La phase
organique est lavée avec une solution de NaHCO, saturée
(150 ml), avec de I’eau (150 ml), séchée sur Na,SO,.
L’évaporation de la phase organique séche laisse un résidu qui
est purifié par chromatographie rapide (héxane-EtOAc-
HOACc 63:35:0.2, v/v/v) pour donner le composé 1 pur sous
forme de mousse séche (3.85 g, 89%); [«]3° —57.1 (¢ 1.0,
CHCL,); '3C-rmn §: 67.9 (CB), 67.4 (CH,-Fmoc), 59.7 (Ca),
47.2 (C9-Fmoc), 20.1 (Cy). (Calc pour C,5H,,0,;N,: C, 64.9;
H,.48:N, 6.05. Trouvé: C, 64.5; H, 5.05; N, 6.0%,.)

Ester p-nitrophénolique de la N fluorénylméthyl -
oxycarbonyl)- O -(2- azido- 2- désoxy-3,4,6 - tri- O - benzyl - a
- D-galactopyranosyl) - L - thréonine (6). La Fmoc-L-Thr-ONp
1 (1.45 g, 3.13 mmoles) et I'anhydride trifluorométhane
sulfonique (0.45 ml) sont dissous dans un mélange de CH,Cl,
(15 ml) et d’acétonitrile (15 ml). Le composé 2'° (0.56 g, 1.17
mmoles)en solution dans le dichlorométhane (10ml)est ajouté
par fractions 4 température ambiante sur une période de 20
mn. L’agitation est maintenu 5 mn aprés la fin de I'addition et
une solution de NaHCOj saturée (50 ml) est ajoutée. Le
mélange réactionnel est extrait par du CH,Cl, (200 ml), lavé
avec de I'eau (50 ml) et la phase organique est séchée sur
Na&,SO, puis concentrée pour donner une huile qui est purifiée
par chromatographie rapide. Une élution avec un mélange
CH,Cl,-acétone-HOAc (98:2:0.2, v/v/v) permet de ré-
cupérer le composé 1 en excés (0.7 g), une autre élution avec un
mélange, héxane-EtOAc-HOAc (70:30:0.3, v/v/v) permet
d’obtenir 0.57 g d’'anomére a pur, 0.2 g d’anomére f puret 0.13 g
d’unmélange des deux dans le rapport 1 : 1. Ces composés sont
obtenus sous forme d’huiles, rendement global: 85%.
Anomére a: [¢]3° +22.2(C 1.0, CHCl,); '3C-rmn 6:99.7 (C),
60.3(C2), 59.5 (Ca-Thr), 47-3 (C9-Fmoc), 18.8 (Cy-Thr). (Calc
pour Cs,H,,0,,N,:C,68.9;H,545;N,6.2. Trouvé: C, 68.6;
H, 5.6; N, 6.0%.)

N - (Fluorénylméthyloxycarbonyl) - O - (2 - azido - 2 - désoxy -
3,4,6-tri-O - benzyl-«-D-galactopyranosyl)- L - thréonyl - L -
glutamate de dibenzyle (8). A une solution du composé 7'°(1.41 g,
1.57 mmoles) sous, la forme d’'un mélange anomérique (6:4,
a/f) dans le dichlorométhane on ajoute une solution de
paratoluéne-sulfonate d’acide L-glutamique dibenzylester
(Bachem ;0.79 g, 1.57 mmoles) dans ke CH,Cl, contenant dela
N,N-diisopropyléthylamine (0.4 ml).

Aprés 5 hr d’agitation 4 température ambiante de I'acide
acétique est ajouté et la solution est évaporée pour laisser une
huile qui est purifié par chromatographie rapide (hexane-
acétate d’éthyle, 7:3, v/v).

Le composé anomérique o 8 pur (0.95 g) est isolé ainsi que le
composé anomérique B (0.6 g). Les 2 anomeéres sont obtenus
sous forme d’huiles; rendement global: 89%. Anomére «:
[«]3° +37.9(C 1.0, CHCl,); 13C-rmn 6: 97.59 (Cl), 60.95 (C2),
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56.58 (Cx-Thr), 51.88 (Ca-Glu), 47.40 (C9-Fmoc), 30.20
(Cy-Glu), 27.6 (CB-Glu) 15-42 (Cy-Thr). (Calc pour
CssHgsO2N:C,704;H,59;N,6.3. Trouvé:C,70.4;H,5.9;
N, 6.2%.)

Le composé 8« est aussi oblenu a partir du composé 6a mais
avec un rendement global inférieur.

N-(Fluorénylméthyloxycarbonyl)- O -(2-azido -2 -désoxy-
3,4,6-tri-O-benzyl - a- D - galactopyranosyl)- L - thréonyl- O -
(2 - azido - 2 - désoxy - 34,6 - tri - O - benzyl - « - D -
galactopyranosyl) - L - thréonyl - glutamate de dibenzyle (9). A
une solution du composé 8 (0.76 g, 0.68 mmoles) dans le
CH,Cl, (40 ml)est ajoutée dela pipéridine (10 mi) et le mélange
est agité pendant 15 mn a température ambiante. Le résidu
huileux obtenu aprés évaporation est repris par du CH,Cl,
(200 ml), la solution est lavée, avec HC1 0.5 N (50 ml), avec de
I'eau (2 x 50 ml), séchée sur sulfate de sodium et évaporée.
L’huile obtenue est utilisée sans autre purification pour I'étape
suivante. Elle est dissoute dans le CH,Cl, (15 ml): cette
solution est ajoutée par fractions a une solution du composé 6
(0.66 g, 0.72 mmoles) et de 1-hydroxybenzotriazole (0.195 g)
dans un mélange de CH,Cl, (40 ml) et de DMF (4 ml). Aprés
1 hr d’agitation 4 température ambiante de la diisopropyl-
éthylamine (0.4 ml) est ajoutée et aprés 3 hr supplémentaires la
CCM (fluorescamine) indique la disparition du composé de
départ. De P'acide acétique (0.5 ml) est alors ajouté et la
solution est concentrée jusqu’a obtention d’un produit huileux
qui est purifié par filtration sur gel sur colonne de Sephadex
LH 20.

Les fractions contenant le composé 9 (1.02 g) sont
rassembilées et purifiées par chromatographie sur gel de silice
(CH,Cl,-acétone, 98:2, v/v) pour donner le composé 9 pur
sous la forme d’un sirop (0.85 g, 74%). [2J2°+ 50.7 (C, 1.0,
CHCl,); '*C-rmn 5:98.87 et 97.32(2 Cl), 61.00 1 60.64 (2 C2),
57. 26 et 54.93 (2 Ca-Thr), 51.88 (Ca-Glu), 47.40 (C9-Fmoc),
30.20(Cy-Glu), 27-37 (CB-Glu), 15.69 et 14.96 (2Cy-Thr).(Calc
pour CygHgoO,gNy: C,69.2; H, 6.0; N, 7.6. Trouve: C, 68.8;
H,59;N, 7.5%,)

N-(Fluorénylméthyloxycarbonyl)- O -(2-azido-2 -désoxy-
3,4,6-tri-O -benzyl-a-D-galactopyranosyl)- L-séryl-O-(2-
azido - 2 - desoxy - 34,6 - tri - O - benzyl - a - D -
galactopyranosyl)-L-thréonyl-O-(2- azido - 2- désoxy - 3,4,6 -
tri - O - benzyl - a - D - galactopyranosyl) - L - thréonyl - L-
glutamate de dibenzyle (10). Le clivage du groupement
protecteur Fmoc est effectué selon le traitement décrit
précedemment c’est a dire le composé 9 en solution dans le
CH,Cl, (20 ml) est traité pendant 15 mn par la pipéridine
(7 ml). Aprés les lavages classiques, 'évaporation de la phase
organique séchée fournit une huile claire. Cette dernicre est
immédiatement reprise par du CH,Cl, (10 ml) et la solution
obtenue est ajoutée par fractions a une solution du composé
5'0(0.45 g,0.49 mmoles) et de 1 hydroxybenzotriazole (0.35 g)
dans un mélange de CH,Cl, (30 ml) et d¢ DMF (2 ml).

Aprés 2 hr 4 température ambiante de la diisopropyl-
¢thylamine est ajoutée et la réaction est agitée 3 hr
supplémentaires. Le traitement habituel permet d’obtenir,
aprés filtration sur gel Sephadex LH 20 suivie d’une
chromatographie sur gel de silice (hexane-EtOAc, 7: 3, v/v), le
composé 10 analytiquement pur sous forme d'huile (0.72 g,
78%). [«]3° + 67.8(C 1.0,CHCl,); '3C-rmn 6:99.4,98.8et 97.1
(3C1),56.0,54.7 et 53.8(2 Ca-Thr et Ca-Ser), 51.9(Ca-Glu), 47.3
(C9-Fmoc), 30.1 (Cy-Glu), 27.2 (C-Glu), 15.3 et 14.8 (2Cy-
Thr). (Calc pour C,,6H;3,0:4N,;3: C, 684; H, 6.0; N, 8.2.
Trouvé: C, 68.1; H, 6.05; N, 8.3%.)

N -(Benzyloxycarbonyl)-L - leucyl- O - (2 - azido - 2 - désoxy -
3,4,6-tri-O-benzyl-O-a-D-galactopyranosyl)-L-séryl-O -
(2 - azido - 2 - désoxy - 34,6 - tri - O - benzyl - a - D -
galactopyranosyl) - L - threonyl - O - (2 - azido - 2 - désoxy - 34,6 -
tri - O - benzyl - a - D - galactopyranosyl) - L - thréonyl - L -
glutamate de dibenzyle (12). Le composé 10 (0.34 g, 0.154
mmoles) est dissous dans le dichlorométhane (15 ml), la
pipéridine (3 ml) est ajoutée et la réaction est agitée pendant
15 min & température ambiante puis traitée comme décrit
précedemment. L’ huile brute obtenue, formée par le composé
11, est reprise par du CH,Cl, (10 ml) et traitée par J'ester N-
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hydroxysuccinimyle de la N-benzyloxycarbonyl-L-leucine
(Bachem, 0.09 g). La solution est agitée & température
ambiantejusqu’a disparition en CCM du composé amine libre
(test a la fluorescamine). Aprés 2 hr les solvants sont évaporeés
et le résidu est purifié par filtration sur gel avec Sephadex LH
20 pour donner le composé 9 pur sous forme d'huile (0.32 g,
93%). [«13° + 52.0(C 1.0, CHCl,); 13C-rman 6:99.2,98.8 61 97.1
(3C1),56.1,54.7et 53.8(2Ca-Thret Ca-Ser), 52.3(Ca-Leu), 51.9
{Ca-Glu), 41.7(CpB-leu), 30.1 (Cy-Glu), 27.3(CB-Glu), 24.7(Cy-
Leu), 22.9 et 21.8 (2Cy-Leu), 15.4 et 14.8 (2Cy-Thr). (Calc pour
C,35H1sN,055:C,67.1; H,6.2;N,88. Trouve: C,67.3: H,
6.2; N, 8.6%)

N - {Benzyloxycarbonyl) - L - leucyl - O - (2 - acétamido - 2 -
désoxy-34,6-tri-O-benzyl-a-D-galactopyranosyly-1- séryl -
O - (2 - acétamido - 2 - désoxy - 3,46 -tri- O - benzyl-a-D -
galactopyranosyl) - L~ thréonyl - O -(2 - acétamido - 2 - désoxy-
3,4,6-1tri-O-benzyl-a-D-galactopyranosyl)-L - thréonyl - L -
glutamate de dibenzyle (13). Le composé 12 (0.32 g, 0.14
mmoles) est dissous dans une solution éthanolique (48 ml) de
chlorure de nickel (49} et d’acide borique{29,), NaBH , {0.12 g)
dans 'éthanol (25 ml) est ensuite ajoutée goutte a goutte sur
une période de 30 mn. Aprés 3 hr 30 mn A température
ambiante le spectre IR de la réaction indique la disparition de
labandeazidea 2120 cm ™%, de 'acide acétique est alors ajouté
pour neutraliser la réaction. La solution est évaporée et le
résidu est acétylé pendant une nuit & température ambiante
par un mélange de pyridine (25 ml) et d'Ac,O (25 ml). La
réaction est concentrée et le solide résiduel est repris par du
CH,Cl, (200 ml), cette solution est ensuite lavée avec une
solution aqueuse saturée de KHSO, (50 ml), avec de l'eau
{50 ml), avec une solution aqueuse saturée de NaHCO,
{50 ml), avec de I'eau (50 ml) et séchée sur Na,SO,.

La concentration de la phase organique conduit a un solide
qui est chromatographié (toluéne-acétone, 625: 375, v/v) pour
donner le composé 13 pur sous la forme d’une poudre blanche
(0.24 g, 73%); F 75-80°, C; [a]3%+ 824 (C 1, CH,Cl,). (Calc
pourC, 3, H,40,3Ng 1 C,68.9,H,6.6;N,4.9. Trouvé: C,69.0;
H, 6.6; N, 4.79,.) Echantillon paramagnétique.

L - Leucyl - O - (2 - acétamido - 2 - désoxy - a2 - D -
galactopyranosyl)- L.- séryl - O - (2 - acétamido - 2 - désoxy-a-D -
galactopyranosyl)- L - thréonyl - O - (2 - acétamido - 2 - désoxy -
a-D-galactopyranosyl) - L - thréonyl - L - acide glutamique (14).
Le composé 13 (0.16 g, 0.07 mmoles) en solution dans un
mélange de méthanol-eau-HOAc (8:1:5, v/v/v, 20 ml) est
hydrogéné pendant une nuit en présence de Pd-C 107, (0.2 g)
sous une pression d’hydrogéne de 4 bars. Aprés essorage du
catalyseur sur célite, évaporation du filtrat, désionisation par
1a résine Chelex 100 (H*), le composé 14 est obtenu sous la
forme d’un solide hygroscopique (0.75 g, 92%). [«]2° + 130(C},
H,0); *3C-rmn: voir Tableau 1.

Ester N - hydroxysuccinimyle de la N - benzyloxycarbonyl -
O -benzyl-1.-sérine 18, La N-benzyloxycarbonyl - O - benzyl -
L - sérine brute, préparée a partir de la N-benzyloxycarbonyl-
L-sérine (4.8 g, 20 mmoles) selon la procédure décrite par
Sugano et al.?? pour le dérivé N-terbutyloxycarbonyle, est
utilisée sans purification via le sel de cyclohexylammonium. Le
sirop obtenu (3.8 g) est dissous dans un mélange de dioxane
{70 ml) et &'EtOAc (15 ml) et traité a 0° successivement par la
N-hydroxysuccinimide (1.15 g) et la DCC (2.27 g). Aprés | hr
la réaction est laissée sous agitation & température ambiante
pendant 1 nuit. La dicyclohexylurée est essorée et le filtrat
concentré en une huile qui est purifiée par chromatographie
rapide (CH,Cl,-acétone-acide acétique, 90: 10: 0.3, v/v/v). Le
composé 15 est obtenu pur sous la forme d’un sirop qu’il n’a
pas été possible de cristalliser (3.95 g, 477, rendement global
sur les 2 réactions). [a]2° — 5.6 (C 1.0, DMF); }*C-rmn §: 69.5
(CB), 53.2(Ca), 25.6 (CH,-OSu). (Cale pour C;,H,,N,0,:C,
62.0. H, 5.2; N, 6.6. Trouvé: C, 61.6; H, 5.15; N, 6.5%}

N - Benzyloxycarbonyl - O - benzyl - 1. - séryl - O - (2 - azido -
2-désoxy-3,4,6-tri-O-benzyl-a-D-galactopyranosyl)- L- séryl-
O - (2-azido - 2 - désoxy - 34,6 - tri - O - benzyl -2 -D -
galactopyranosyl)-L-thréonyl-O-(2-azido-2 - désoxy-3,4,6- tri-
O - benzyl-a-p-galactopyranosyl) - L - thréonyl - L - glutamate de
dibenzyle (16). Une solution du composé 10{0.35 g, 0.1 58 mmoles)
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dans le CH,Cl, (15 ml) est traité par la pipéridine (3 ml) pendant
15 mn. Le traitement habituel conduit & nouveau au composé 11
qui estimmediatement repris par du CH,Cl, (15 mi) et traité par
Pester actif 15 (0.1 g 0.23 mmoles) pendant 1 nuit 4 température
ambiante. L'évaporation in vacuo laisse une huile qui est purifice
successivement par une filtration sur gel avec Sephadex LH 20 et
par chromatographie rapide (héxane-EtOAc, 7:3, v/v) pour
donner le composé 16 pur sous forme d'huile (0.31 g, 85%). [a]3°
+62.9(C 1.0, CHCLy). 13C-rmn 6:99.3,988 et 97.1 (3 (1), 51.9
(Ca~Glu), 30.2 (Cy-Glu), 27.3(CB-Glu), 15.4 et 14.8 (2 Cy-Thr).
{Calc pour C,,oH;330;6N;4:C,67.3; H, 6.0; N, 8.5. Trouvé:
C,67.4;H,625;N,8.6%.)

N - Benzyloxycarbonyl- O-benzyl- L-séryl- Q-(2- acétamido-
2-désoxy-3,4,6«tri-Q-benzyl-u-D-galactopyranosyl}-1 -
séryl- Q-2 -acétamido- 2 - désoxy-34,6-tri- O-benzyl-a-D-
galactopyranosyl) - L - thréonyl - O - (2 - acétamido - 2 - désoxy -
34,6-tri - O - benzyl - o - D - galactopyranosyl) - L - thréonyl - L -
glutamate de dibenzyle (17). Le composé 16(0.3 g, 0.13 mmoles)en
solution dans 'éthanol (40 ml) avec du chlorure de nickel (8%;) et
de Pacide borique (4%) est traité par NaBH, (0.1 g) dans
Péthanol (20 ml) pendant 3 hr.

La réaction est ensuite neutralisée par I'acide acétique et
concentrée pour donner un résidu qui est acétylé pendant une
nuit par un mélange de pyridine (20 ml) et d’Ac,0 (20 ml). Le
traitement habituel conduit & un solide qui est chromato-
graphié (toluéne-acétone, 625:375, v/v) pour donner le com-
posé 17 pur sous la forme de poudre blanche (0.195 g, 64%);
F 92-96°; [2]3°+83.9 (C 1, CHCl,). (Calc pour C: 69.0;
H, 64;N,4.8. Trouvé: C, 68.7; H, 6.4; N, 4.6%,.) Echantillon
paramagnétique.

L - Séryl - O - (2 - acétamido - 2 - désoxy - @ - D -
galactopyranosyl) - L.- séryl - O - (2 - acétamido - 2 - désoxy - «~D -
galactopyrarosyl)- L- thréonyl-O -(2 - acétamido- 2 - désoxy -
a-D-galactopyranosyl) - L- thréonyl - L - acide glutamique (18).
Le composé 17 (0.13 g, 0.055 mmoles) est hydrogéne, dans les
mémes conditions que celles décrites pour le composé 14, pour
donner le triglycopentapeptide déprotégé 18 sous la forme
d'un solide hygroscopique. (0.058 g, 93%). [«}3° + 1181 (C 1,
H,0); *3C-rmn voir Tableau 1.
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