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R&sun&-Darts ce travail nous dkcrivons la premiere synthise chimique des triglycopentapeptide 

H,N-Leu-S&T&-T&-G-Glu-OH et H,N-Ser-~r_Th’r-~~Glu-OH, 

dans lesquels l reprksente l’unitt 2-acktamido-2dksoxy-a-o-galactopyranosyle. Ces composes reprkentent 
respectivement la partie N-terminale des glycophorines AN et A”’ et sent responsables de la spkcificitt 
immunologique TN. 11s ont et& obtenus selon les techniques classiques de synthtse peptidique recurrente en 
phaseliquideenutilisant altemativementdesaminoacidtsetdesO-glycosylaminoacidcprottgCset activbde 
lacon adequate. Les unites glycosidiques ont ttt introduites sous la forme de derives 2-axido-2-dtsoxy-3,4,6- 
tri-0-benzyl-a-n-galactopyranosyl-L-drine et L-thrkonine, eux-mkmes obtenus a partir du monosaccharide 
rkducteur et de t&tine ou t-thrkonine en utilisant I’anhydride trifluoromtthanesulfonique comme agent de 
condensation. La reduction des groupements axido suivie de l’acktylation et de I’hydroginolyse permet 
d’obtenir lea deux triglycopentapeptides totalement dtprottges. 

Ahatract-This report describes the first synthesis of the triglycosylated pentapeptides 

H,N-Leu-S&T&-Thr-Glu-OH and H,N-Set-Sk-Thr-Thr-Glu-OH, 

in which * represents the 2-acetamidc+2deoxy a-o-galactopyranosyl residues. These compounds constitute 
the antigenic aminoterminal portions of respectively human glycophorin AN and AuS. 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 0-glycosyl-amino acids. 
Carbohydrate residues were introduced into the sequence as 2-azido-2deoxy-z~o-galactopyranosyl-L-serine 
and L-threonine derivatives obtained from the reducing sugar and amino acid by the tritluoromethanesulfonic 
anhydride procedure. Reduction of the axido functions followed by acetylation and catalytic hydrogenolysis 
aEorded the above antigenic TN glycosylated pentapeptides. 

La glycophorine A, la principale glycoprotkine de la 
membrane des globules rouges humains, a it6 
intensivement etudike. Elle posskde de nombreux 
recepteurs, dont ceux du virus de la grippe, de la malaria 
(Plasmodium falciparum) et de certaines lectines ainsi 
que les determinants antigeniques du groupe sanguin 
MN. 

I1 est maintenant bien ttabli1-3 que le determinant 
antigenique MN est sit& dans le triglycopentapeptide 
terminal de la glycophorine A, le polymorphisme de la 
chaine peptidique en position 1 et 5 &ant responsable 
de la specificit Les structures respectives des 
triglycopentapeptides M et N ont et& confirm&s par de 
nombreux auteurs aussi bien par les techniques 
classiques de degradation4 que par des etudes en RMN 
du carbon-l 35 

AN Leu-Sdr-Tlk-Th’r-Cilu 

AM Ser-Sdr-Tdr-Thr-Gly 
l , oligosaccharide. 

De nombreux variants genttiques de ces groupes 
sanguins ont et& mis a jour. les plus ttudib &ant le 
variant Mc6.’ hybride glycosyle des antigenes M et N et 
le variant MB8 non glycosyk dtrivant de l’antig&ne N 
par la presence dune asparagine B la place de la 
threonine en position 4. 

AM’ Ser-Sdr-Thr-Tdr-Glu 

AME Leu-Ser-Thr-Asn--Glu 

D’aprb certains auteurs’ le prtcurseur bio- 
synthetique de l’antigene MN wait l’antigene T lui- 
mBme issue de l’antigene TN par action de la /?- 
galactosyl transferase. D’autres auteurs’ refutent de 
facon categorique cette hypothese. 

Prickdemment nous avons obtenu le pentapeptide 
N-terminal de la glycophorine AM portant la spkcificitt 
immunologique TN (a-GalNac),‘O ce compose rep 
rbentant un intCr8t certain pour une etude approfondie 
par RMN du carbone- et du proton.” 

Nous rapportons ici la synthese des pentapeptides 
triglycosylis de spkificitb TN issus de la glycophorine 
AN et AM’. Les syntheses du variant Ma et d’autres 
analogues non glycosylts seront dkcrites ailleurs.12 Le. 
syndrome TN est un dbordre genitiquement acquis 
caracterid par la presence d’antigenes TN a la surface 
des erythrocytes13 en raison dune dtficience en 
galactosyl transferase (T transferase). 11 est souvent 
associi: a des dbordres hematologiques graves tels que 
leucopknieet thrombopknie.1616 D’autre part certains 
auteurs ont montrt que l’apparition de sites 
antigeniques T, est like au dtveloppement de la 
leuckmie”~lBetdetumeursduseinetducolon.lgEnfin, 
il a et& montre que les erythrwytes T, contrairement a 
aux portant la spkificitt MN ou T, sont r6sistant.s a 
l’invasion par Plasmodium falcipurum (agent de la 
malaria), atte observation met en valeur le role des 
unitb acide sialique et galactose Ion dune telle 
invasion.20 
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Ces deux glycopentapeptides T, (N et MC) ainsi que densation avec un ester pnitrophenolique, le l- 
le derive M pr&demment d&crit lo et les pentapeptides hydroxybenzotriazole est ajoute ii la reaction. La 
non glycosylQ I2 font l’objet dune etude biologique reduction du groupement azido est effect& par 
approfondie. Ces composes sont testes a la fois comme traitement avec le borohydrure de sodium en presence 
antigenes artificiels, accepteurs de /?-galactosyl tran- de chlorure de nickel et d’acide borique suivie de 
Rrase et recepteurs de differentes lectines dont celles de I’acetylation. Cette technique s’bait rev&e e&ace 
Salvia sclarea et Agaricus bisporus. Le.s rtsultats de ces 
tests seront prbentb ultCrieurement.25 

dans la synth&se du glycopeptide issu de la 
glycophorine A”.lo 

Rl?SULTATS ET DI!SCU!3SION 

La technique utilisee pour la synthese de l’antigene 
M prtidemment dicritLo a Cti reproduite pour 
I’obtention des composes 14 (N) et 18 (MC). L’unite 
a-GalNac est introduite sous la forme du 2-azido-2- 
desoxy-3,4,6-tri-O-benzyl-a+galactopyranoside cor- 
respondant. 

La condensation entre le monosaccharide reducteur 
2 et les esters actifs de la &ine 3 et de la threonine 1 et 4 
est reali& en presence d’anhydride trifluoromethane 
sulfonique26*27 et permet d’obtenir les gfycosides 
correspondants 5,6 et 7 (Schema 1). 

L’utilisation du groupement benzyloxycarbonyl (Z) 
comme protection de l’amine de l’aminoacide N- 
terminal ainsi que celle de groupements benzyles 
comme protection des autres fonctions permet la 
diprotection totale de la molecule en une seule dtape 
par hydrogtnolyse en p&ewe de Pd/C. Les spectres de 
RMN du carbone- ont permis de contrdler la 
structure et la purete bnantiomCrique24 des deux 
pentapeptides finaux 14 et 18. (Tableau 1). 

La filtration sur gel (Sephadex LH 20) des composes 
proteges, associee a la chromatographie, s’est rev&e 
une mbthode de purification rapide et e&ace. 

Ces composes peuvent Etre utilises sans contrainte 
particuhire de la meme facon qu’un aminoacide dans 
une synthese de type peptidique classique. Le 
groupement protecteur fluorenylmithyloxycarbonyl 
(Fmoc) a ete choisi en raison de sa stabilite dam le 
milieu acide de la reaction de glycosylation et de son 
clivage aise dans des conditions basiques deuces 
(pip&idine). 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Mbhodes gb&rales 

L’ester N-hydroxysuccinimy1710 t&s reactif, est utilise 
sous la forme de melange anomtrique, la separation des 
anomeres etant effect&e au niveau du glycodipeptide 8. 
Par contre les esters pnitrophenoliques 5” et 6, a 
defaut dune grande reactivite sont trds aisement 
purifies par chromatographie rapide.” 

Les points de fusion son1 mesurb au moyen d’un appareil 
Biichi et ne sent pas corrigb. Les pouvoirs rotatoires ont 6tC 
mesurb sur un poiarim&e Perkin-Elmer (modtle MC 241). 

Les spectresde rbsonance magnttiquenuclbairedu “C ont 
Ctb enregistrb sur un appareil Bruker WP 80 (25.2 MHz) 
except6 pour les deux triglycopcntapeptides d&proteges 14 et 
18 enregistrCs sur un appareil Bruker WP u)o SY (SO.3 MHz). 

Pour kr solutions darts le CDCI, la dkplaccments 
chimiquea (6) sent exprimbs en ppm par rapport au TMS pris 
comme reference inteme. 

La sequence rtactionnelle suivie pour preparer les 
pentapeptides Net MC est rep&e&e dans le Schema 2. 
Les acylations sont effect&s soit dans le dichloro- 
methane soit dans un melange de dichloromtthane 
et de N,N-dimethylformamide. Dans le cas de con- 

Avant enregistrement des spectres, les solutions aqueuses 
des composes 14 et 18 sont dkionisies par passage sur une 
petite colonne de r&sine 6changeuse d’ions Chelex 100 (H+). 
Aprks lyophikation, les rksidus sent repris darts D20. Les 
d&placements chimiques sont mesures par rapport au 1,4- 
dioxanne, pris wmme rkfknce inteme, dont le dCplacement 
chimique est 8x6 I 67.86 ppm. 

Le dCroulement des reactions, ainsi que I’homogknkite des 

lcfJso,1lo 
BZIO I 0 Fmoc 

2 + Fmtc TLr W cl,e,,_cn,u * tmzl 
O-fhr Olp 

1 
h 

6 

Schema I. 
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Tableau 1. RMN du cwbone-13 

Wplacements chimiques dea glycopeptides T, de la 
glycophorine AN et A”’ 

140 18 (MC) 

cl 

c2 
c3, c4 

CS 
C6 

Ser Ca 
CD 

ThrCu 
CP 
CY 

Glu Ca 
CP 
CY 

l&u ca 
CS 
CY 
c% 

CH3 (NHAc) 

99.33 (ser 2); 
100.55,100.64 (Thr 3, Thr 4) 
51.10 
69.92,69.87,69.71 (2) 
69.51,69.32 
7273 (1), 7265 (2) 
62.51 (3) 
54.69 
68.35 
58.50, 58.06 
78.79,78.65 
19.79, 19.54 
53.11 
27.35 
31.37 
53.21 
41.24 
25.17 
2298,22.63 
23.70,23.67,23.54 

99.42 (Ser 2) ; 
100.18.100.44 (Thr 3, Thr 4) 
51.18 (3) 
69.96,69.80,69.61 
69.39,69.24 
7280(2), 7272(l) 
6257 (3) 
55.83 {Ser 1), 54.84 (Rer 2y 
61.55 (Ser 1), 68.68 (Set 2) 
58.66.57.98 
78.41.77.94 
19.35,19.13 
54.w 
28.45 
32.11 

23.70 (2), 23.52 (1) 

‘Ces vateurs peuvent &es intervertiea. 
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wmpo&s d&its ont Ctt control& par chromatographie sur 
wuche mince (CCM) sur gel de Silice (Merck F 254). La 
rtvklation des couches minces se fait en UV ondes wurtes et 
par vaporisation d’une solution Cthanolique wntcnant Iv/, 
d’acide sulfurique suivie d’un chauffage g loo’. Les wmpo&s 
wmportant une fonction amine libre sont n%lCs par 
vaporisation d’une solution de fluorescamine suivie de 
l’observationen UVgrandes ondes. Leschromatographiessur 
wlonne utilisent le gel de Silice Merck 6Q230-400 mesh. Les 
chromatographies rapides” sont effectu&s sur le m2me gel, 
sous pression d’azote. 

Les filtrations sur gel deswmpos& prottgts sent effectuk 
sur Sephadex LH-20 (Pharmacia) avec un mtlange CHICI,- 
mtthanol(1: 1, v/v) par une pro&dure identique d celle d’une 
chromatographie classique. Les microanalyses ont ctt? 
effect&es par le service de microanalyses du Centre de 
Recherche Clin-Midy de Montpellier. 

Ester p-nitroph&olique de- la N-(j7uorPnylmkthyloxy- 
carbonvk-thrdonine (1). La Fmoc-L-Thr (Bu’)_ONP 
monohy&ate(prtpar& &Ion la techniquede Bodanszky et al., 
1980**) (5 g, 9.3 mmoles) est dissoute dans un m6lange de 
CH,CI,(20ml)etd’acide trifluora&tique(20ml).Apr& 1 hrl 
temp&ature ambiante la CCM indique une disparition 
complZte du wmposd de dCpart. La solution est concent& et 
le r&idu obtenu est remis Dar du CH,CI, (250 ml). La phase 
organique est IavC a;ec ;ne solution d; NaHCb, s&u&. 
(150 ml), avec de I’eau (150 ml), &h&e sur Na,SO,. 
L’Cvaporation de la phase organique s&he laisse un r&sidu qui 
est purifiC par chromatographie rapide (hCxane_EtOAc- 
HOAc 63 : 35 : 0.2, v/v/v) pour donner le wmpoti 1 pur sous 
forme de mousse &he (3.85 g, SYA)); [a];’ -57.1 (c 1.0, 
CHCI,); “C-mm 6: 67.9 (C/Q 67.4 (CH,-Fmoc), 59.7 (Cu), 
47.2 (CY-Fmoc), 20.1 (Ci). (Calc pour C2,H210,N2 : C, 64.9; 
H. 4.8: N. 6.05. TrouvC: C, 64.5; H, 5.05; N, 6.W.) 

Ester .p-nit;oph&olique de. la N@or~n~~m&hyl - 
oxycarbonyl) - 0 - (2 - azido - 2- dboxy - 3,4,6 - tri - 0 - benzyl - a 
- D - galactopyranosyl) - L - thrkonine(6). La Fmoc-L-Thr-ONp 
1 (1.45 g, 3.13 mmoles) et l’anhydride trifluoromethane 
sulfonique (0.45 ml) sont dissous dans un mtlange de CH2C12 
(15 ml) et d’adtonitrile (15 ml). Le wmpoti 2” (0.56 g, 1.17 
mmoles)ensolutiondansledichloromtthane(l0ml)estajout~ 
par fractions B temp&ature ambiante sur une @riode de 20 
mn. L’agitation est maintenu 5 mn apr$s la fin de l’addition et 
une solition de NaHCO, saturk (50 ml) est ajoutk. Le 
mtlanae r&ctionnel est extrait par du CH,CI, (200 ml), lavt 
avec de l’eau (M ml) et la phk organ&e-est s&h& sur 
Na,SO,puisconcentr&epourdonnerunehuilequiestpurifi~ 
par chromatographie rapide. Une tlution avec un mtlange 
CH,Cl,-a&tone-HOAc (98: 2:0.2, v/v/v) permet de r& 
cup&rer le compo& 1 en exc& (0.7 g), une autre 6lution aver un 
mtlange htxane-EtOAc-HOAc (70: 30: 0.3, v/v/v) permet 
d’obtenir 0.57 g d’anom&e a pur, 0.2 g d’anomire p pur et 0.13 g 
d’un mdlange des deux dans le rapport 1: 1. Ces compotis sent 
obtenus sous forme d’huiles, rendement global: 85%. 
Anomtre a: [a];‘+ 22.2 (C 1.0, CHCI,); ‘%-rnk 6 : 99.7 (Cl), 
60.3 (C2). 59.5 ICa-Thr). 47-3 ICY-Fmoc). 18.8 (Cy-Thr). (WC 
pour~C,;H,,d, ,N, : d:68.9 ; ‘H, 5.45; Ny6.2. T;o&: 6.68.6; 
H, 5.6; N, 6.WA.) 

N - (Nuor~ylmAhyloxycarbonyf) - 0 - (2 - azido - 2 - dhsoxy - 
3,4,6 - tri - 0 - benzyl- a - D - galactopyranosyl) - L - thrionyl - L - 
glutamatededibenzyle(8). A unesolutiondu wmpod7’0(l.41 g, 
1.57 mmoles) sous, la forme d’un mClange anomCrique (6: 4, 
a/b) dans le dichloromtthane on ajoute une solution de 
paratolu*ne-sulfonate d’acide L-glutamique dibenzylester 
(Bachem;0.79g, 1.57mmoles)dansIeCH2CI,wntenantdela 
N,NdiisopropylCthylamine (0.4 ml). 

Apn% 5 hr d’agitation a temp&rature ambiante de I’acide 
a&tique est ajoutC et la solution est &vapor& pour laisser une 
huile qui est purifit par chromatographie rapide (hexane- 
a&ate d’tthyle, 7 : 3, v/v). 

Le compo& anomtrique a 8 pur(0.95 g) est isolt ainsi que le 
wmpo& anomCrique B (0.6 g). Les 2 anombres sent obtenus 
sous forme d’huiles; rendement global: 89%. Anomtre a: 
[a];‘+ 37.9(C 1.0, CHClJ ; “C-mm S : 97.59 (Cl), 60.95 (C2), 

56.58 (Cz-Thr), 51.88 (Cz-Glu), 47.40 (C9-Fmoc), 30.20 
(Cy-Glu), 27.6 (Cp-Clu) 15-42 (Cy-Thr). (Calc pour 
C,,H,,O,,N,:C,70.4;H,5.9;N,6.3.Trouvt:C,70.4;H,5.9; 
N, 6.2x.) 

LecomposO 8a est aussi obtenu a partir du wmpod 6a mais 
avec un rendement global inf&ieur. 

N-(Fluor~nylmPthyloxycarbonyl)-O-(2-azido-2-d.+soxy- 
3,4,6- tri-0 - benzyl-a- D-ga&topyrat~syl)- L- thrionyl-O- 
(2 - azido - 2 - dkoxy - 3.4.6 - tri - 0 - benzyl - a - D - 
galactopyranosyl) - L - thrkonyl - glutamate de dibenzyle (9). A 
une solution du compo& 8 (0.76 g, 0.68 mmoles) dans le 
CH2Cl2(4Oml)estajoutledelapip&ridine(l0ml)etlemClange 
est agitC pendant 15 mn g temptrature ambiante. Le rbidu 
huileux obtenu aprZs Cvaporation est repris par du CH2C12 
(200 ml), la solution at IavQ, avec HCI 0.5 N (50 ml), avec de 
l’eau (2 x 50 ml), s&h& sur sulfate de sodium et &vapor& 
L’huile obtenueest utili& sans autre purification pour l’trtape 
suivante. Elle est dissoute dans le CHICI, (15 ml): actte 
solution est ajoutQ par fractions I une solution du compost 6 
(0.66 g, 0.72 mmoles) et de I-hydroxybenzotriazole (0.195 g) 
dans un mClange de CH,C12 (40 ml) et de DMF (4 ml). Ap& 
1 hr d’agitation B temtirature ambiante de la diisopropyl- 
tthylamine (0.4 ml) est ajoutk et ap* 3 hr suppl&mentaires la 
CCM (fluorescamine) indique la disparition du wmpod de 
dCpart. De I’acide adtique (0.5 ml) est alors ajoutC et la 
solutionest wncentr&.jusqu’8 obtention d’un produit huileux 
qui est purifiC par filtration sur gel sur wlonne de Sephadex 
LH 20. 

Lcs fractions contenant Ie compos& 9 (1.02 g) sent 
rassembl&-s et purifites par chromatographie sur gel de silice 
(CH,CI,-a&one, 98 : 2, v/v) pour donner le wmpo& 9 pur 
sous-la iorme d’un sirop (O:Sj g, 74%). [~]~~+5&7 (C, i.0, 
CHCI,): ‘%-mm 6: 98.87et 97.3212CI). 61.OOet 60.64(2C2). 

aI 

57. 26 et 54.93 (2 Ca-Thr), 51.88 (&4&), 47.40 (C9-timoc), 
30.2O(Cy-Glu), 27-37 (C/?-Glu), 15.69et 14.96(2Cy-Thr).(Calc 
pourC,,H,,O,,N,:C,69.2;H,6.0;N,7.6.Trouvt:C,68.8; 
H, 5.9; N, 7.5x.) 

N-(FluorPnylmithyloxycarbonyl)-0 -(2-azido-2-dboxy- 
3,4,6-tri-O-benzyl-z-D-galaclopyranosy~-L-siryl-O-(2- 
azido - 2 - desoxy - 3,4,6 - tri - 0 - benzyl - a - D - 
galactopyranosy[)-~-thr~onyl-O-(2-azido-2-dksoxy-3,4,6- 
Iri - 0 - benzyl - a - D - gukctopyrunosyl) - L - thrkonyl - L- 
glutamate de dibenzyle (10). Le clivage du groupement 
protecteur Fmoc est effectuC selon le traitement d&it 
pr&edemment c’est g dire le wmposi 9 en solution dans le 
CH,CI, (20 ml) est trait6 pendant 15 mn par la pip&idine 
(7 ml). Ap& les lavages clasdques. l’tvaporation de la phase 
organique s&h& foumit une huile Claire. Cette demitre est 
immtiiatement reprise par du CH,CI, (10 ml) et la solution 
obtenue est ajou& par fractions g une solution du wmposC 
5” (0.45 g, 0.49 mmoles) et de 1 hydroxybenzotriazole(0.35 g) 
dans un mClange de CH,CI, (30 ml) et de DMF (2 ml). 

API&Z 2 hr g temerature ambiante de la diisopropyl- 
tthylamine est ajout&e et la rCaction est agitb 3 hr 
supplbmentaires. Le traitement habitue1 permet d’obtenir, 
aprb filtration sur gel Sephadex LH 20 suivie d’une 
chromatographie sur gel de silice (hexane_EtOAc, 7 : 3, v/v), le 
wmpod 10 analytiquement pur sous forme d’huile (0.72 g, 
78%). [a];‘+ 67.8(C l.O,CHCl,); ‘“C-rmn 6: 99.4,98.8et 97.1 
(3CI), 56.0,54.7et 53.8(2Ca-Thret Ca-Ser), 51.9(Ca-GluX47.3 
(C9-Fmoc), 30.1 (Cy-Glu), 27.2 (CD-Glu), 15.3 et 14.8 (2Cy- 
Thr). (Calc pour C,,6H,,,02aN,,: C, 68.4; H, 6.0; N, 8.2. 
Trouvt: C, 68.1; H, 6.05; N, 8.3x.) 

N - (Benzyloxycarbonyf) - L - leucyl - 0 - (2 - azido - 2 - dkoxy - 
3,4,6- @i-O - benzyl- 0- a-D-galactopyranosyfl- L-shyl- O- 
(2 - azido - 2 - desoxy - 3.4.6 - tri - 0 - benzyl - a - D - 
galactopyranosyl) - L - lhreonyl - 0 - (2 - azido - 2 - dksoxy - 3,4,6 - 
tri - 0 - benzvl - a - D - galactopyranosyf) - L - thrionyl - L - 
glutamate de-dibenzyle (12). &-comp& 10 (0.34 g, 0.154 
mmoles) est dissous dans le dichloromkthane (15 ml), la 
piplridine (3 ml) est ajoutCe et la rtaction est agit& pendant 
15 min B temp&ature ambiante puis trait& comme d&it 
prhdemment. L’huile brute obtenue. form& par le wmpod 
11, cst reprise par du CH,Cl, (10 ml) et trait& par l’ester N- 
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