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Héparines de synthese

lisée pour prévenir et traiter les

thromboses veineuses et/ou
artérielles [1, 2]. Néanmoins son uti-
lisation n’est pas dépourvue d’effets
secondaires (d’origine immuno-aller-
gique notamment) aux consé-
quences parfois graves. Au cours des
trente derniéres années, la recherche
d’un médicament dérivé de I’hépa-

I "héparine est sans cesse plus uti-

rine, dépourvu d’effets secondaires, a
permis la découverte du mécanisme
d’action de l’activité antithrombo-
tique de cette classe de médicaments,
puis I’obtention de molécules a la
fois plus efficaces et mieux tolérées.

Une préparation d’héparine stan-
dard est constituée d’'un mélange de
chaines polysaccharidiques de struc-
ture complexe (figure 1), provenant

de la fragmentation d’'un protéogly-
cane isolé de la muqueuse intestinale
de porc. Ces chaines portent de nom-
breux groupes chargés négativement
(sulfates, carboxyles) qui leur confe-
rent la capacité d’interagir de
maniere plus ou moins spécifique
avec un grand nombre de molécules
biologiques [3]. L’identification,
comme co-facteur de I’héparine [4],
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Figure 1. Héparine et héparines de synthése. Dans une molécule d’héparine (ligne du haut), le disaccharide, entre cro-
chets rouges, représente plus de 80 % de la structure (structure réguliére) de la molécule. Cependant, des séquences
particuliéres (structure irréguliére) telle que le trisaccharide DEF jouent un réle essentiel dans les processus biolo-
giques. Ainsi ce trisaccharide est-il I'élément clé du site de liaison pentasaccharidique DEFGH reconnu par I'anti-
thrombine. Les mimes d’héparine 1-3 ont été obtenus par synthése chimique. Le mime kK reproduit le domaine de liai-
son & l'antithrombine (domaine A). Il catalyse I'inhibition sélective, par I'antithrombine, du facteur Xa.Le mime X
comporte en outre un dodécasaccharide sulfaté qui constitue le domaine de liaison de la thrombine en plus du fac-
teur Xa. Dans le mime % le domaine T a été réduit a un hexasaccharide sulfaté. Il est séparé du domaine A par un
hexasaccharide neutre. Cette construction livre un composé possédant les mémes propriétés anticoagulantes que X
mais, a la différence de ce dernier,¥ n’est pas reconnu par le PF4 largué par les plaquettes.
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de l’antithrombine, une glycopro-
téine de la famille des inhibiteurs de
sérine protéinases (SERPINS) puis,
quelques années plus tard, la mise en
évidence du rdéle catalytique de
I’héparine [5] ont été des événe-
ments majeurs dans la compréhen-
sion de son mécanisme d’action:
I’antithrombine complexée a I’hépa-
rine subit un changement conforma-
tionnel et se fixe de facon irréver-
sible sur le site actif des facteurs de
coagulation (inhibiteur suicide) tan-
dis que I’héparine est libérée intacte,
jouant ainsi le role de catalyseur.

Les héparines de faible masse
moléculaire

L’utilisation, a partir des années
1970, de «I’héparine a faible dose » a
permis de démontrer que les doses
initialement utilisées en clinique
pouvaient étre réduites de facon tres
significative sans que D'effet anti-
thrombotique ne soit altéré. Ainsi
naquit I’hypotheése [6] que, puisque
la coagulation résulte d’une cascade
de réactions enzymatiques (figure 2),
Iinhiber en agissant au niveau des
réactions situées en amont (par
exemple en inhibant le facteur Xa
plutoét que la thrombine), pouvait
étre plus efficace. Il est intéressant de
noter que, pratiquement au méme
moment, fut révélée I'influence de la
masse moléculaire des chaines poly-

saccharidiques sur les propriétés anti-
coagulantes de I’héparine [7]: Iacti-
vité antifacteur Xa est indépendante
de la masse moléculaire, alors que
Pactivité inhibitrice de la thrombine
requiert une chaine comprenant au
minimum 14 a 20 unités monosac-
charidiques. Ces deux découvertes
pratiquement simultanées allaient
conduire au développement de la
classe des héparines de faible masse
moléculaire (HBPM) qui constituent
la majeure partie des héparines utili-
sées aujourd’hui. Les HBPM, obte-
nues par fragmentation des chaines
d’héparine, catalysent I'inhibition du
facteur Xa et, de facon moindre, de
la thrombine. Elles possedent un
effet antithrombotique pratiquement
identique a celui de I’héparine. Du
fait de leur masse moléculaire plus
faible, elles sont moins promptes a
interagir avec d’autres constituants
du sang, ce qui leur confére un profil
pharmacocinétique plus favorable
ainsi qu’une meilleure tolérance.

Le passage au niveau moléculaire

L’identification d’une séquence pen-
tasaccharidique particuliére, respon-
sable de la fixation et de ’activation
de l'antithrombine [8-10] (DEFGH,
figure 1) a constitué une étape déci-
sive des recherches sur ’héparine.
Cette découverte a entrainé un chan-
gement radical de la vision de I'inter-
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Figure 2. Antithrombine et héparine. Le systeme de la coagulation (tres sim-
plifié sur ce schéma) est maintenu en équilibre a I’aide d’inhibiteurs physio-
logiques parmi lesquels I'antithrombine qui joue un réle régulateur fonda-
mental. L’héparine se lie & I'antithrombine, induit un changement de
conformation de cette protéine qui renforce la vitesse d’inhibition de la

s thrombine (x 4 000 fois) et du facteur Xa (x 500 fois).
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action avec I'antithrombine et a per-
mis de proposer un mécanisme molé-
culaire de son effet anticoagulant, le
différenciant ainsi radicalement des
autres effets: D'activité anticoagu-
lante, source de l’activité antithrom-
botique, est liée a I'interaction spéci-
fique avec 'antithrombine. Les effets
secondaires, au contraire, sont liés a
des interactions non spécifiques gou-
vernées par le caractére polyanio-
nique du polysaccharide et sont donc
directement corrélés a la densité de
charge et a la taille des molécules.
Selon ces conceptions, il semblait
donc possible d’obtenir un anti-
thrombotique mieux toléré en
restreignant la structure des molé-
cules au minimum nécessaire pour
activer I’antithrombine vis-a-vis des
facteurs de la coagulation. Ainsi,
considérant que la survenue de
thrombocytopénies induites par
I'héparine (TIH) chez 3% a 4% des
patients traités [11] est due a une
interaction avec une protéine libérée
par les plaquettes, le facteur plaquet-
taire 4 (PF4), on pouvait espérer
obtenir, par synthése chimique, des
oligosaccharides possédant les pro-
priétés anticoagulantes de I’hépa-
rine, mais incapables de se lier au
PF4 et par conséquent de provoquer
des TIH. La synthése chimique per-
mettrait en outre de s’affranchir de
lorigine animale du polysaccharide,
dont la disponibilité dépend actuelle-
ment de la source de matieére pre-
miere, la muqueuse intestinale de
porc.

Synthése d’inhibiteurs sélectifs
du facteur Xa

Il découle du mécanisme d’activation
de l'antithrombine par I’héparine
(figure 2) qu'un pentasaccharide
reproduisant le site de liaison a
I’antithrombine est capable de cataly-
ser I'inhibition par I’antithrombine
du facteur Xa de la coagulation. Cela
a été démontré par la synthése de ce
composé (O, figure 1) et par I’étude
de ses propriétés [12]. La synthese a
été extrapolée a l’échelle indus-
trielle, et les études cliniques en
cours permettront de savoir si I'inhi-
bition sélective du facteur Xa selon
ce mécanisme indirect se traduit
effectivement par un effet antithrom-
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Tableau |

ACTIVITE IN VITRO ET IN VIVO DES OLIGOSACCHARIDES 2, 3,
ET DE L'HEPARINE

Composé 2 3 héparine
Inhibition du facteur Xa (unités/mg) 270 270 180
Inhibition de la thrombine (IC50, ng/ml) 5,3 5,3 3,3
Neutralisation par le PF4 jn vitro Oui Non Oui
Activité antithrombotique (thrombose veineuse):

ED 50 (pg/kg) 40 15 80
Activité antithrombotique (thrombose artérielle):

ED 50 (pg/kg) 570 70 700

botique chez 'homme. La synthese
de variants de cette séquence penta-
saccharidique, dont certains posse-
dent des durées de vie tres allongées,
a également été réalisée [13].

Des tests in vitro ont montré que
’activité anticoagulante des pentasac-
charides n’est pas neutralisée par le
PF4. De plus, ces produits, probable-
ment du fait de leur petite taille et de
leur charge réduite, sont inactifs
dans les tests in vitro révélant la capa-
cité de I'héparine d’induire des TIH,
cela étant de bon augure pour leur
tolérance chez ’homme.

Synthese d’inhibiteurs

du facteur Xa et de la thrombine

Nous avons ensuite recherché des
molécules mimant plus précisément
I’héparine, c’est-a-dire inhibant, par
I'intermédiaire de I’antithrombine, a
la fois le facteur Xa et la thrombine.
Pour cela, le site pentasaccharidique
de liaison a l’antithrombine a été
prolongé par une séquence oligosac-
charidique capable de fixer la throm-
bine (figure 1).

Alors que la fixation de I'héparine a
Pantithrombine requiert la présence
d’un site bien spécifique (figure 1), la
thrombine est attirée de facon élec-
trostatique par les charges négatives
du polysaccharide. Cette attraction,
non spécifique, est d’autant plus
forte que la densité de charges néga-
tives a la surface du squelette gluci-
dique est élevée. Nous devions donc
veiller a attirer efficacement la
thrombine, sans cependant obtenir
d’effet secondaire indésirable, en
particulier pas de réaction positive
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dans les tests TIH in wvitro. La molé-
cule que nous visions devait donc
étre capable de se lier a I'antithrom-
bine et de I'activer, de se lier égale-
ment a la thrombine, mais en
revanche devait étre incapable de se
lier au PF4.

Dans un premier temps, au travers de
la synthése d’une série d’oligosaccha-
rides, nous avons montré que pour
inhiber la thrombine, un oligosac-
charide doit posséder strictement
plus de quatorze motifs d’hexopyra-
noses [14]. A partir de ce seuil, le
pouvoir inhibiteur pour la throm-
bine augmente avec la taille de
I’oligosaccharide, traduisant ainsi
une augmentation de son aptitude a
attirer de facon électrostatique la
thrombine lorsque Ia taille s’accrofit.
La deuxiéme série de molécules syn-
thétisées [15] comporte un site pen-
tasaccharidique de haute affinité
pour l'antithrombine, prolongé a
Pextrémité non réductrice [16] par
une série d’unités de glucose sulfa-
tées destinées a reproduire de facon
simple la densité et la répartition
dans I'espace des charges des régions
régulieres des molécules d’héparine,
régions qui constituent le domaine
de liaison a la thrombine (figure I).
Compte tenu des résultats obtenus ci-
dessus (longueur minimale requise
pour observer une inhibition de la
thrombine), nous avons préparé plu-
sieurs composés dont un heptadéca-
saccharide (U, figure I) qui s’est avéré
étre un puissant inhibiteur du facteur
Xa et de la thrombine, ainsi qu'un
agent antithrombotique particuli¢re-
ment efficace (Tableau I). Néanmoins,
alors que les propriétés de ces com-

posés étaient proches de celles de
I’héparine, ils présentaient aussi la
faculté d’étre neutralisés par le PF4.
Comme nous 'avons dit plus haut,
cette dernicre propriété étant rédibi-
toire pour le développement de ces
produits en tant que médicaments,
nous avons ensuite réduit la charge
des molécules [17, 18], le deuxiéme
parametre gouvernant les interac-
tions de type électrostatique. Tenant
compte du fait que le site d’interac-
tion de I’héparine avec la thrombine
est de la taille d’'un tétra- ou d’un
hexasaccharide, nous avons sup-
primé du composé 2 les charges de la
partie centrale de la molécule qui
n’interviennent ni dans la liaison
avec l'antithrombine, ni dans celle
avec la thrombine. Le composé 3 a
donc été synthétisé. Ses propriétés
biologiques figurent dans le Tableau I.
Nous constatons, en comparant les
propriétés de 2 et de 3, que cette
modification a un effet relativement
faible sur I’activité anticoagulante in
vitro du produit, mais que, en
revanche, elle lui permet d’échapper
a la neutralisation par le PF4.

Cette approche nous a permis
d’obtenir des produits qui possedent
une des plus puissantes activités anti-
thrombotiques jamais rencontrée in
vivo dans des modeles de thrombose
veineuse et artérielle (Tableau I). Par
ailleurs, ces produits ne présentent
que peu d’effet hémorragique, un
autre des effets secondaires de
I’héparine, source de nombreux pro-
blémes cliniques.

Ces travaux prouvent que des anti-
thrombotiques possédant le méca-
nisme d’action de I’héparine mais
dépourvus de ses effets secondaires
peuvent étre obtenus par synthese
chimique totale. L’étude clinique de
ces composés est maintenant néces-
saire pour confirmer leur intérét thé-
rapeutique ®
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