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Chimie de I'héparine

La synthése livre des outils pour élucider le mécanisme d’action
et des principes actifs pour les médicaments de demain

Maurice Petitou* responsable chimie, département cardiovasculaire/thrombose

Summary:  Heparin chemistry : Chemical synthesis provides tools to elucidate the mechanism of action, and active

principlesfor drugs of the future

Heparin, a complex animal polysaccharide, is the active principle of a major anticoagulant drug used to prevent
or cure thrombosis. Heparin has been used in man since 1937, but the critical role of antithrombin (a plasma
protein) as heparin cofactor was only demonstrated in 1974. Following this discovery, heparin structural fea-
tures involved in the activation of antithrombin have been identified. The corresponding oligosaccharide
seguences have then been reproduced by total chemical synthesis, thus providing ideal tools to study the mech-
anism of antithrombin activation. Pharmacologists have established the antithrombotic properties of these syn-

thetic oligosaccharides that today, constitute highly innovative drug candidates.
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L'héparine
est un polysaccharide complexe

La structure de I'héparine
a lentement émergé d'une foule de
fravaux aux résultats contradictoires

L’ histoire de I"héparine commence
de fagon amusante en 1916 : aors qu'il
cherche & extraire du foie des sub-
stances procoagulantes, Jay McLean,
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étudiant dans le laboratoire du profes-
seur Howell a la Johns Hopkins
Medical School, isole ce que I'on
considere maintenant comme |’ anticoa-
gulant de référence ! La détermination
de la structure chimique a suivi a peu
prés le méme chemin : considérée de
prime abord comme un lipide, I’ hépa-
rine a assez rapidement été classée dans
la famille des polysaccharides dont elle
représente en fait I'un des membres les
plus complexes [1]. Il s’agit d’un
enchalnement d’unité d’ acides uro-
niques et de glucosamine, partiellement
O- et N-sulfonatés (figure 1), dont les
subtiles particularités ont, pour cer-
taines, été découvertes il y a un peu

Héparine, oligosaccharides, polysaccharides, antithrombine, coagulation.
Heparin, oligosaccharides, polysaccharides, antithrombin, coagulation.

moins de 20 ans, et pour d’ autres peut-
étre, ne le sont pas encore. Quant a la
fonction biologique de I'héparine, €elle
demeure aujourd’ hui encore trés mysté-
rieuse.

Une séquence d’héparine de structure
particuliére se lie & |'antithrombine

et induit un changement
conformationnel de ce régulateur
essentiel de la coagulation

Afin de maintenir le sang dans I état
de fluidité nécessaire a la vie tout en
étant capable d' éviter les hémorragies,
I’ organisme humain dispose d'un syste-
me enzymatique trés sophistiqué : le
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Figure 1 - Une molécule d héparine est la répétition d’un motif disaccharidique de base comprenant un acide uronique et une glucosamine. La nature de
I’ acide uronique (D-glucuronique, E, ou L-iduronique, A, C, G, I), la nature de I’ unité de glucosamine (N-acétyl, D, N-sulfonato, B, F, H, J, aminelibre), ainsi
que la position des esters sulfoniques portés par ces monosaccharides, conduisent a envisager de nombreuses structures disaccharidiques de base. Le disaccha-
ride - 4)-(acide 2-O-sulfonato-L-iduronique)-(1 - 4)-(6-O-sulfonato-2-N-sulfonato-a-D-glucosamine)-(1 - représente plus de 80 % de la structure (structure
réguliére). Cependant, des séquences particuliéres (structure irréguliére), telles que le trisaccharide DEF ci-dessus, jouent un role essentiel dans les processus
biologiques. Ainsi, ce trisaccharide est-il I'éément clé du site de liaison pentasaccharidique DEFGH reconnu par I’ antithrombine (domaine A). Dans certaines
molécules d’ héparine, la séquence DEFGH contient une unité D N-sulfonaté et non pas N-acétylée.
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Figure 2 - Le systéme de la coagulation est un ensemble de pro-enzymes (facteurs de coagulation) inac-
tifs. Sous I’influence d' un facteur déclenchant, ces pro-enzymes sont activés en cascade. Par exemple, la
libération de facteur tissulaire par des monocytes active le facteur VIl en Vlla, lui-méme active le X en
Xa, qui activelell (prothrombine) en Ila (thrombine). La thrombine transforme le fibrinogéne soluble en
fibrine insoluble qui participe a la formation du caillot sanguin. La cascade de la coagulation est fine-
ment régulée, en particulier par I’ antithrombine qui est capable d’inhiber la plupart des facteurs activés.

Ce pouvoir inhibiteur est considérablement renforcé par |” héparine.

systeme de la coagulation (figure 2). La
coagulation est activée en de nom-
breuses circonstances pathologiques
(inflammations) ou accidentelles
(hémorragies, chirurgie), puis elle est
inhibée lorsque son action doit cesser.
Une protéine de la famille des inhibi-
teurs de protéinases a serine : |’ anti-
thrombine (également appel ée anti-
thrombine I11), joue alors un réle
essentiel.

L’activité antithrombotique de
I” héparine résulte de sa capacité a acti-
ver |"antithrombine et de retarder ainsi
la coagulation. On sait depuis lafin des
années 70 que I"héparine induit un
changement de conformation de la pro-
téine, ce qui renforce considérablement
la vitesse a laquelle elle inhibe la
thrombine (x 4 200) et le facteur Xa (x
560) [2]. La dissection de la molécule
polysaccharidique a conduit al’identifi-
cation d’une ségquence pentasacchari-
dique particuliéere (DEFGH, figure 1),
responsable de la liaison a I’ antithrom-
bine [3]. Cette séquence, déduite
d’ études structurales, ne peut pas étre
obtenue a partir de I'héparine.
Heureusement, la synthése chimique
[4-5] des deux variants (N-sulfonaté et
N-acétylé sur |'unité D) observés dans
le produit naturel a permis de confirmer
gue ce pentasaccharide représente bien

le site de liaison a I’ antithrombine [6].
Le pentasaccharide DEFGH (figure 3)
possede la méme affinité (Kd 50 nM)
vis-a-vis de I'antithrombine que I’ hépa-
rine elle-méme. Plus récemment,
nous avons montré, également a |’aide
de composés de synthese, que le tri-
saccharide DEF est I'élément clé de
la reconnaissance entre les deux
molécules[7].

Role important
de la synthése chimique
de I'héparine

La synthése chimique
permet de préciser la structure
de la séquence active

La synthése chimique a donc permis
de démontrer clairement que le penta-
saccharide DEFGH qui ne représente
que 4-5 % en masse de la molécule
d’ héparine, constitue le site de liaison a
I"antithrombine. Elle a également per-
mis de préciser le role de tous les éé-
ments structuraux de la séquence
DEFGH a I’ égard de I'interaction avec
I”antithrombine [8]. L’ unité de glucosa-
mine F est particuliérement intéressante
a cet égard, car elle possede la caracté-

ristique d' étre O-sulfonatée en position
3, ce qui est le cas pour seulement 1
unité de glucosamine sur environ 75
dans I’ héparine. Afin d'étudier le réle
de ce sulfonate particulier, nous avons
synthétisé la molécule DEFGH qui en
est dépourvue et constaté qu’elle ne
possede plus d’affinité pour |’ anti-
thrombine. A la suite de cette démons-
tration, en revenant a des préparations
standard d’ héparine, dont on sait que
seulement un tiers des chaines sont
douées de cette affinité, on a pu corréer
la présence de ce sulfonate particulier &
I"affinité pour la protéine. Ainsi, aors
gu’ une molécule d’héparine de masse
moléculaire 15 000 comporte environ
60 groupes O-sulfonates, |’ aptitude a
activer I"antithrombine réside dans la
présence d'un seul groupe additionnel
en position 3 d'une unité de glucosami-
ne. Cette constatation a bouleversé la
conception de I’ activité anticoagulante
de I'héparine, et plus généralement des
interactions des glycosaminoglycanes
avec les protéines : ces interactions sont
certes sous I’influence des charges,
mais il semble que la répartition de ces
derniéres dans |’ espace, plutdt que leur
densité, soit le facteur critique détermi-
nant |’interaction et en particulier sa
spécificité. Il est intéressant de rappro-
cher cette observation des nombreuses
publications scientifiques qui font appa-
raitre aujourd’ hui que les glycos-
aminoglycanes (héparane sulfate, chon-
droitine sulfate, dermatane sulfate, etc.)
pourraient jouer un réle majeur en
biologie[9].

La synthése chimique Ipermet d’obtenir
des agents pharmacologiques
plus sélectifs

L’ antithrombine activée par I’ hépa-
rine est capable d'inhiber plusieurs fac-
teurs de la coagulation selon deux
mécanismes |égérement différents.
Ainsi, I’inhibition du facteur Xa est
observée pour tous les fragments
d’ héparine capables de se lier a la pro-
téine, alors que I'inhibition des autres
facteurs n’est observée que pour les
molécules qui, de plus, possédent une
taille supérieure a 15 unités sacchari-
diques (cette taille limite a pu étre
déterminée avec précision par la syn-
thése de molécules de tailles bien défi-
nies) [10]. Les préparations d’ héparine
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Figure 3 - Quelques mimes d héparine obtenus par synthése. Le pentasaccharide 1 représente le site de liaison a |’ antithrombine (domaine A), ¢ est un inhibi-
teur sélectif du facteur Xa. L"heptadécasaccharide 2 contient en plus un domaine de liaison & la thrombine (domaine T). Comme I héparine, il inhibe le facteur
Xa et la thrombine. L’ octadécasaccharide 3 contient un domaine de liaison a I’ antithrombine et a la thrombine. Cependant, la disposition relative de ces deux
sites (inversée par rapport a 2) ne permet pas I'inhibition de la thrombine, et 3 inhibe seulement le facteur Xa. L’ octadécasaccharide 4 posséde des propriétés
anticoagulantes supérieures a celles de |’ héparine mais, contrairement a celles-ci, il n’est pas neutralisé par le PF4.

actuellement utilisées en clinique
(héparine standard, héparine de faible
masse moléculaire) sont des mélanges,
en proportions diverses, de ces chaines,
et il est pratiquement impossible
d’obtenir a partir du polysaccharide
naturel des fragments de taille parfaite-
ment homogene.

La synthése, par contre, permet de
préparer a volonté des produits homo-
genes possédant des propriétés pharma-
cologiques différentes (figure 3), parfai-
tement définies et reproductibles. Ains,
les pentasaccharides DEFGH sont des
inhibiteurs sélectifs du facteur Xa. Leur
obtention a permis de démontrer que
I'inhibition sélective de ce facteur de
coagulation est suffisante pour observer
un effet antithrombotique. Des essais
cliniques (phase 111) sont en cours pour
confirmer ces observations chez
I"’homme. |l a été montré plus récem-
ment que I’on pouvait obtenir par syn-
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these totale des composés de taille suffi-
sante pour inhiber a la fois le
facteur Xa et la thrombine [11-12].
Ces derniers possedent un effet anti-
thrombotique puissant qui a éé démon-
tré chez I’animal. A la différence
de I’héparine, et comme les pentasac-
charides ci-dessus, ils n’interagissent
pas avec le PF4, une protéine des pla-
guettes impliquée dans certains effet
secondaires indésirables de I'héparine
actuellement utilisée en clinique [13].

La synthése chimique permet en outre
de modifier la structure des produits de
fagon a modifier leur demi-vie. Ceci est
un avantage non négligeable, particulie-
rement lorsque I’ on s adresse a des pré-
parations pharmaceutiques injectables.
Ains, la synthése chimique donne accés
a de nouveaux principes actifs de médi-
caments qui se démarquent de |” hépari-
ne, méme s'ils partagent avec ellela pro-
priété d' activer I’ antithrombine.

La synthése chimique permet
de découvrir le rdle

de la conformation

de I'acide L-iduronique

La synthese chimique de la séquence
DEFGH, la premiére synthése d’un
composé comportant un motif acide
L-iduronique, est indirectement respon-
sable de la découverte des particularités
conformationnelles de ce monosaccha-
ride qui, elless-mémes, expliqueraient
les propriétés biologiques remarquables
des trois polysaccharides (héparine,
héparane sulfate, dermatane sulfate) qui
le contiennent [14]. Ainsi, pour la pre-
miere fois, une analyse RMN détaillée
d’un fragment homogéne d’'héparine
était possible. Cette analyse suggéra la
présence d’ un conformere inhabituel
25, (bateau twisté) en plus des deux
conformeéres chaises 'C, et “C, déja
décrits[15]. Des études de modélisation




S AN TE

moléculaire et des expériences de RMN
ont permis de corréler la présence de ce
conformere a la capacité d’activer
I’ antithrombine. L’ ensemble de ces tra-
vaux indique que la conformation 2S,
joue un rdle important dans cette acti-
vation, soit dans la phase initiale de
reconnaissance par la protéine, soit au
cours du processus de réarrangement
conformationnel qui conduit a la forme
activée, soit enfin pour stabiliser cette
forme activée. Gréace a la synthése chi-
mique, nous devrions bientdt apporter
une réponse précise a ces interroga-
tions.

Synthése chimique
et synthése enzymatique

Au cours de ce bref résumé, nous
avons vu que la synthése chimique joue
un réle important dans I’ histoire
contemporaine de I’ héparine. S agissant
de synthése d’'un produit naturel, la
question de I' utilisation des techniques
du génie biologique vient immédiate-
ment a |’esprit. On peut effectivement
envisager d' utiliser la synthése enzyma-
tique (éventuellement combinée a la
synthése chimique) pour produire des
composés apparentés a | héparine ou
aux héparines de faible masse molécu-

laire. Cependant, la complexité structu-
rale des molécules cibles, ainsi que le
nombre d’ enzymes mises en jeu dans la
biosynthese des glycosaminoglycanes,
laissent perplexe quant a la possibilité
d’obtenir ainsi, dans un futur proche,
les espéces bien définies permettant
en particulier de satisfaire les
contraintes de I’industrie pharmaceu-
tique d’ aujourd’ hui.
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