asimulé I'’évolution de 1975a1997. Un
levé de 1997 et celui de 1975 effectué
lors des études du Laboratoire cen-
tral d'hydraulique de France ont véri-
fié la validité de la modélisation en
s’assurant que les résultats du modeéle
correspondaiental’évolution connue.
Le modeéle aensuite simulé I'évolution
prévisible dans un délai de 45 ans a
partir de la situation de 1997, d'abord
en I’'absence de nouveaux travaux, puis
sous l'effet de divers aménagements,
afin de choisir les plus adaptés.

A la suite de ces études, un pro-
gramme général d’aménagement a pu
étre proposé a la fin de 1999. Ce pro-
gramme comprend une opération
demandée depuis les années 1880 : la
suppression partielle de la digue-route
d'accés au Mont. La digue sera rem-
placée sur plus de 500 meétres par un
pont-passerelle dont les piles n'offriront
gu'une faible résistance aux courants.

La piece maitresse de ce programme
consiste cependant en I'utilisation nou-
velle du Couesnon, grace a la construc-
tion d’un nouveau barrage remplagant
celui de La Caserne, construit en 1969.
Le Couesnon, qui draine un bassin-ver-
sant d’environ 1 100 kilométres car-
rés, a un débit moyen annuel de dix
meétres cubes par seconde. Les débits
de crue qui seuls sont efficaces pour
entrafner les sédiments de la baie,
sont trop peu fréquents pour dégager
lesabords du Mont: cing pour cent des
débits journaliers dépassent 50 metres
cubes par seconde et seulement un pour
centsontde I'ordre de 100 métres cubes
par seconde. Dans ces conditions, il faut
accroitre les débits de jusant du Coues-
non pour créer des chasses efficaces.

Fonctionnement du barrage
et chasse des sédiments

Pour ce faire, le nouveau barrage, d’une
largeur hydraulique de 80 metres
contre les 36 metres de I'ancien barrage
de La Caserne, doit permettre I’en-
trée d’eau de mer a marée haute, lors
des marées de coefficient égal ou supé-
rieur a 75, qui représentent 42 pour cent
des marées. Afin de limiter I’entrée des
sédiments marins dans le Couesnon,
il est prévu d’effectuer le remplissage
par surverse, c'est-a-dire par un écou-
lement au-dessus des vannes, quelque
temps aprés I'arrivée du premier flot.
Afin d’accroitre les chasses d’eaux, le
curage du Couesnon sur quatre kilo-
meétres et le recreusement sur 21 hec-
tares d'un ancien lobe de méandre du
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Couesnon, I’anse de Moidrey, aug-
menteront considérablement le volume
d'eau disponible pour les chasses.
Celui-ci pourrait ainsi atteindre excep-
tionnellement 1 700 000 métres cubes.

Ces eaux ainsi emmagasinées
seront libérées six heures environ apres
la pleine mer. Elles s'écouleront pen-
dant environ une heure par sous-verse,
c'est-a-dire par un écoulement au-des-
sous des vannes, afin d'effectuer une
chasse puissante, comparable a une
crue d’automne, selon deux chenaux
principaux de chaque coté d'un seuil
de partage couvert par la plupart des
pleines mers. Les deux chenaux pas-
seront de part et d’autre du Mont. Le
plus important, le chenal occidental,
recevra 70 pour cent du débit de chasse,
alors que le chenal oriental ne recevra
que 30 pour cent du débit et passera
sous le nouveau pont. Une série d'épis
sont prévus al'Ouest du bras occidental
afin d'éviter des divagations périlleuses
pour les polders, ainsi que des épis
déflecteurs le long du seuil et des
épis écarteurs flanquant le Mont lui-
méme. L'ensemble redonneraau Mont
son caractére insulaire et interdira
aux prés salés de I'atteindre.

Le remplacement de ladigue-route
par un pont-passerelle rétablira le
caractére insulaire du Mont-Saint-
Michel, tout en en gardant I’accés
continu et permanent. La maitrise du
régime du Couesnon, dont les eaux
se diviseront artificiellement a I’aval
du barrage en deux chenaux, garan-
tira la pérennité de cette insularité en
maintenant des écoulements de part et
d'autre du Mont eten empéchant ainsi
la progression des prés salés jusqu‘aux
remparts. Ce projet est focalisé sur le
Mont lui-méme et sur ses abords immé-
diats. Il n'a ainsi pas retenu le réta-
blissement des anciens cours de la
Guintre et du Ruisseau-Landais, un
moment envisagé. En effet, si cette opé-
ration, dont le co(t n'était pas négli-
geable, aurait restitué un paysage plus
naturel dans les prés salés de I'Est,
elle n'aurait guere eu d'efficacité pour
le maintien de l'insularité du Mont.

Le projet actuel ne s’inscrit pas dans
le mouvement général de retour a la
mer des étendues estuariennes, retour
que I'on constate en Allemagne, aux
Pays-Bas, en Grande-Bretagne ou aux
Etats-Unis notamment. Si I’on fait
entrer des eaux salées dans le Coues-
non, c'est essentiellement pour obte-
nir un certain volume de chasse, et non
pour recréer des milieux humides sau-

matres, les collectivités intéressées ne
souhaitant pas un tel retour, qui com-
promettrait les équilibres existants.

Le programme actuel, dont I'ache-
vement est prévu pour 2006 et dont le
co(t est estimé a prées de 100 millions
d'euros, est commandé par la volonté
de conserver le caractere insulaire d'un
site du patrimoine mondial, caractere
gue toutes les actions humaines anté-
rieures menagaient en favorisant le col-
matage naturel. Le programme se
propose aussi d'éviter la dégradation
du site, notamment celle des gréves,
gue l'extension du stationnement obli-
térait gravement.

Un tel patrimoine — a la fois cultu-
rel et naturel — attire déja plus de trois
millions de visiteurs chaque année.
L'amélioration des moyens d'acces
comme l'autoroute des estuaires qui
doit passer a Pontaubault, a une dou-
zaine de kilométres du Mont-Saint-
Michel, la construction éventuelle d'une
voie ferrée de desserte, le développe-
ment contemporain du tourisme lié au
patrimoine augmenteront la fréquen-
tation du site, que la publicité qui
entourera I'exécution des travaux ne
pourra que favoriser.

Aiinsi, si le deuxiéme millénaire s’est
achevé sur I'action toujours plus effi-
cace des sociétés en faveur de la terre,
le troisieme débutera par une entreprise
destinée arétablir I'insularité du Mont-
Saint-Michel tout en conservant I’ac-
cessibilité du site et a maintenir un
caractére maritime a des étendues que
I’évolution naturelle tendait & annexer
alaterre.
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Les anticoagulants
de synthese

MAURICE PETITOU = JEAN-MARC HERBERT

Les médicaments anticoagulants sont essentiels pour combattre la maladie
thromboembolique veineuse. Se fondant sur I’analyse d’anticoagulants
naturels, les chimistes ont synthétisé de nouveaux médicaments.

e désordre le plus fréquent du
systeme circulatoire est la mala-
die thromboembolique veineuse :
elle se manifeste initialement par
une phlébite localisée dans les veines
profondes des jambes, puis se com-
plique parfois par une occlusion des
vaisseaux sanguins, ou thrombose,
qui évolue, dans un a deux pour cent
des cas, vers une embolie pulmonaire
fatale. En outre, chez un tiers de
malades, il en résulte un syndrome
post-thrombotique, souvent trés han-
dicapant. Un individu sur 1 000 est
atteint dans les pays industrialisés, et
la maladie gréve lourdement les res-
sources du systéeme de santé.

La cause? Une coagulabilité exces-
sive du sang. Normalement, celui-ci
est maintenu dans un état de fluidité
optimale grace au «systéme de la coa-
gulation», un ensemble de réactions
biochimiques ou des enzymes (la
thrombine et d’autres «facteurs») pro-
duites a partir de précurseurs inactifs
(la prothrombine et divers autres fac-
teurs) s’activent en cascade. Ces réac-
tions aboutissent a la modification
d’une protéine du plasma, le fibrino-
geéne, qui est transformé en fibrine, élé-
ment essentiel du caillot sanguin.
Normalement le systéeme de la coagu-
lation est finement réglé par d’autres
protéines, parmi lesquelles I’anti-
thrombine ; larégulation limite & la fois
les hémorragies et la coagulation.

La coagulation du sang étant la
cause de la thrombose, les médecins
ont naturellement utilisé des compo-
sés anticoagulants comme anti-
thrombotiques. On inhibe la
coagulation du sang de deux fagons.

La premiére consiste a réduire la
concentration du sang en facteurs de
coagulation, en limitant I’action de
la vitamine K, qui assure leur bio-
synthese : les médicaments utilisés
sont les antivitamines K.

Ces produits sont administrés par
voie orale, mais ils agissent trés long-
temps, de sorte que les médecins évi-
tent difficilement les surdosages qui
provoqueraient des hémorragies : tout
au long du traitement, c’est-a-dire par-
fois a vie, les médecins adaptent les
doses de chaque patient et suivent
minutieusement (par des dosages san-
guins réguliers) I'efficacité anticoa-
gulante et le risque hémorragique.
De surcroit, I'utilisation des antivita-
mines K est parfois compliquée par de
nombreuses interactions médicamen-
teuses et alimentaires.

Laseconde fagcon de réduire la coa-
gulation consiste a bloquer les facteurs
de la coagulation. Soit un inhibiteur
direct se fixe sur le site actif d’une
enzyme et inhibe cette derniére, soit
un inhibiteur indirect active I'inhibi-
teur normal de la coagulation : I’'an-
tithrombine.

L’hirudine est le seul inhibiteur
direct de la thrombine qui soit utilisé
aujourd’hui : lamolécule est une petite
protéine (un enchainement de 65
acides aminés) qui fut initialement
extraite des glandes salivaires de la
sangsue et qui est aujourd’hui pro-
duite par génie génétique. En raison
de sanature chimique, cette molécule
est seulement administrable par injec-
tion. Divers laboratoires pharma-
ceutiques explorent d’autres
inhibiteurs directs, inspirés de pep-

tides (des enchainements d’acides
aminés encore plus courts) présents
dans I’estomac des moustiques ou des
tiques, ou dans la salive des chauves-
souris.

Nous nous sommes davantage
intéressés aux inhibiteurs indirects,
qui, nous I’avons vu, sont ainsi nom-
més parce qu’ils agissent par I’in-
termédiaire de I’antithrombine.
Présente dans le sang en concentra-
tion relativement élevée, I'anti-
thrombine ala propriété remarquable
d’étre activable par une déformation:
elle limite alors la coagulation. Dans
I’organisme, ce « changement de
conformation » est provoqué par des
molécules de la famille des glucides
nommeées héparane sulfate, présentes
a la surface des vaisseaux sanguins
(voir la figure 6).

Lesinhibiteurs indirects de laclasse
des héparines activent I’antithrombine
a la maniére de I’héparane sulfate. lls
ont été introduits vers la fin des années
1930, bien avant que I’'on élucide le
mécanisme de leur action anticoagu-
lante (ce travail eut lieu seulement au
cours des années 1970).

Des molécules perfectibles

Initialement extraites des poumons de
bovins et aujourd’hui récupérées a par-
tir d’intestins de porc, les héparines ont
un effetimmédiat ou a trés court terme,
ce qui évite les surdosages. En
revanche, leur emploi fait courir un
risque de thrombopénie (chute du
nombre de plaquettes sanguines cir-
culantes), un effet secondaire plus
difficilement acceptable que le faible
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risque hémorragique lié a leur méca-
nisme d’action direct.

Bien que trés largement utilisée, I'né-
parine n’est donc pas I'antithrombotique
parfait. Examinons sa structure pour
comprendre I'origine de ses défauts.
Lamolécule est ce que I'on nomme com-

munément un glucide ou un sucre.

Pour les chimistes, c’est un
polysaccharide, c’est-a-
dire un enchaine-

. ment de sous-

| \“ﬂ unités : les

mono-

saccharides. Ces derniers sont des molé-
cules dont le squelette comprend trois
a neuf atomes de carbone qui sont liés
ades groupes hydroxyle (-OH), etaussi,
treés souvent, a des groupes chimiques
variés (voir la figure 6).

Par exemple, un monosaccharide
sur deux, dans I’héparine, est un
«acide uronique», ot un atome d’oxy-
géne et cing atomes de carbone sont
liés en un cycle hexagonal, qui porte,
en plus d’atomes d’hydrogéne, deux
groupes hydroxyle et un groupe acide
carboxylique (-COOH). L’autre mono-
saccharide rencontré dans I’hépa-
rine est un sucre aminé, la
glucosamine : le cycle hexagonal

porte un groupe hydroxy-
méthyl (-CH,OH) et
un groupe amine

(-NH,). Enraison des divers groupes
portés par les monosaccharides, tels
les groupes sulfonate (-SO;"), I'hé-
parine est fortement chargée négati-
vement et, de ce fait, interagit par
des forces électrostatiques avec de
nombreuses protéines qui ont, dans
I’organisme, une charge électrique
positive.

Comme lathrombine était une des
protéines auxquelles se liait I’'hépa-
rine, on a longtemps cru que l’acti-
vité anticoagulante de cette derniére
était due a ses charges électriques.
Au point, méme, que des chimistes ont
cherché de nouvelles molécules d’ac-
tion analogue a celle de I’héparine en
ajoutant des groupes sulfonate a divers
polymeéres naturels ou synthétiques.
Non seulement ils ont échoué, mais on

1. UN THROMBUS se forme quand la paroi vasculaire est |ésée (en haut
agauche). Des cellules nommées plaquettes se fixent alors a la Iésion,
formant la base d’un caillot qui est consolidé par une protéine, lafibrine.
La figure en haut a droite montre un thrombus qui s’est formé dans la
veine poplitée humaine (derriére le genou), a la suite d’une phlébite
grave. Pour éviter celle-ci et ses complications, on administre des médi-
caments anticoagulants, qui réduisent la coagulabilité du sang. En bas,
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on aainsi représenté une molécule de synthése qui active I'antithrombine,
une protéine qui inhibe la coagulation du sang. Cette molécule, syn-
thétisée récemment, est un pentasaccharide, c’est-a-dire un glucide
composé de cing sous-unités (la sous-unité centrale est d’une couleur
plus vive). Elle a été mise au point a partir d’analyses de I’héparine,
médicament couramment administré comme anticoagulant et que
I’on extrait aujourd’hui de I'intestin du porc.

Sanofi-Synthélabo




sait aujourd’hui que trop de charges
électriques réduisent I’activité anti-
coagulante ; de surcrofit, les charges
négatives sont responsables des effets
secondaires dus aux traitements par
I’héparine (particuliérement des
thrombopénies) et elles limitent la
durée d’action du médicament en favo-
risant son élimination.

Les travaux que nous rapportons
ici, commencés dés la fin des années
1970 par Jean Choay, voulaient pallier
ces diversinconvénients: on cherchait
asynthétiser de nouveaux activateurs
de I'antithrombine, afin d’obtenir
des effets coagulants analogues a ceux
de I'héparine, sans avoair les effets indé-
sirables de celle-ci. Nous verrons que
I’objectif a été atteint et que les molé-
cules obtenues ont éclairé le méca-
nisme d’action de I’héparine.

Réduire les doses
en conservant I’effet

Les premiers essais cliniques de I’'hé-
parine contre les thromboses furent
effectués indépendamment par des
équipes suédoises et canadiennes, au
cours des années 1936 et 1937 : les
médecins avaient conclu que I’hépa-
rine était efficace, mais qu’elle avait
des effets secondaires indésirables,
telles des fiévres, qui agitaient les
malades au point que I’'on entendait
parfois grincer les sommiers métal-
liques jusque dans les couloirs des
hopitaux.

On comprend aujourd’hui que la
présence de plusieurs charges élec-
triques négatives sur I’héparine favo-
rise sa liaison a de nombreuses
molécules biologiques, ce qui compli-
quait sa purification : la préparation
vendue sous le nom d’héparine était
un mélange de plusieurs polysaccha-
rides analogues, associés a des molé-
cules biologiques variées.

Puis, vers la fin des années 1960,
les médecins observérent que I'effet
antithrombotique n’était pas amoin-
dri quand on diminuait les doses d’hé-
parine administrées ; en revanche, le
risque hémorragique était alors consi-
dérablement réduit. Aussi, dans les
années 1970, les laboratoires phar-
maceutiques commercialisérent de
I'«héparine a faible dose».

Une explication de cet effet fut pro-
posée en 1974 : la coagulation, résul-
tant d’une suite de réactions en-
zymatiques enchainées, s’amplifie a
chaque étape ; de ce fait, on I'inhibe

plus efficacement en agissant sur les
étapes en amont, quand I"'amplifica-
tion est encore limitée. Les pharma-
cologues ont ainsi calculé que un
microgramme d’héparine inhibant
le facteur Xa, qui active la throm-
bine, produit le méme effet anticoa-
gulant que plus de 1 000 micro-
grammes d’héparine inhibant la
thrombine, qui intervient plus en aval.
Cette découverte a incité les bio-
chimistes a chercher, parmi les
diverses familles de molécules qui
constituent une préparation d’hépa-
rine, celles qui inhibaient le mieux le
facteur Xa. En 1976, a ainsi été mise
en évidence I’influence de la masse
moléculaire sur les propriétés anti-
coagulantes de I’héparine : au cours
d’une expérience, un groupe de cher-
cheurs suédois et britanniques a
découvert que I'activité anti-facteur
Xa était indépendante de la masse
moléculaire, tandis que I'activité anti-
thrombine nécessitait un polysaccha-
ride de masse moléculaire égale a
6 000, composée d’environ 20 mono-
saccharides enchainés.
L’observation conduisit a la mise
au point de la classe des héparines
de faible masse moléculaire : puisque
de courts oligosaccharides inhibaient
le facteur Xa, clé de I’effet antithrom-
botique, on avait intérét a éviter les
oligosaccharides plus longs, dont les
nombreuses charges électriques pro-
voquaient des effets indésirables.
Les héparines de faible masse
moléculaire se révélérent mieux tolé-
rées que I’héparine initiale. En outre,
moins rapidement captées par lasur-
face des vaisseaux sanguins, ces molé-
cules résidaient plus longtemps dans
le sang, de sorte que I’on pouvait
réduire la fréquence des injections.
Apreés avoir été obtenues par frac-
tionnement, les héparines de faible
masse moléculaire sont aujourd’hui
préparées par fragmentation de I’hé-
parine standard. Introduites en cli-
nique en 1982, elles représentent plus
de la moitié des héparines utilisées.
Toutefois de nombreuses questions
restaient ouvertes. Jusqu’ou pouvait-
on réduire lataille des fragments, tout
en conservant I'effet anti-facteur Xa?
Suffisait-il d’inhiber le facteur Xa pour
obtenir une activité antithrombotique
notable? Certains des plus éminents
pharmacologues en doutaient, parce
que I’on avait observé que les hépa-
rines de faible masse moléculaire inhi-
bent également lathrombine, bien qu’a

un degré moindre que I’héparine stan-
dard. Uninhibiteur exclusif du facteur
Xa serait-il mieux toléré que les hépa-
rines de faible masse moléculaire?

En 1976, Robert Rosenberg et ses
collégues de Boston, d’une part, et
I’équipe d’UIf Lindahl, a Uppsala,
d’autre part, publierentindépendam-
ment les résultats d’expériences qui
allaient étre cruciales pour le perfec-
tionnement de I’héparine : un tiers seu-
lement des molécules composant les
préparations d’héparine se fixent a
I’'antithrombine, et seules ces chaines
réduisent la coagulation.

Les causes d’une liaison

Une analyse comparée de la structure
des molécules actives et inactives ne
montra pas la différence associée a
ces comportements opposés : elle
devait étre minime. Néanmoins la
guestion qui nous préoccupait, avec
J. Choay et Jean-Claude Lormeau,
celle du plus court des fragments inhi-
bant le facteur Xa, devint : quelle est
la structure du plus court fragment
d’héparine ayant de I'affinité pour
I’antithrombine et ayant un effet anti-
facteur Xa? La méthode de résolution
apparut avec la question : nous
devions fragmenter I’héparine, sélec-
tionner les fragments qui se liaient a
I’antithrombine, purifier les oligo-
saccharides ainsi liés et, enfin, tester
I’effet anti-facteur Xa des diverses
fractions.

En 1981, en collaboration avec
Bénito Casu et ses collegues de Milan,
nous avons ainsi déterminé la struc-
ture d’un pentasaccharide (une
séquence formée par I’enchainement
de cing monosaccharides, que nous
avons nommée DEFGH), qui assure la
fixation de I’héparine a I'antithrom-
bine et active cette derniére. Cette
séquence (voir la figure 1) comporte
notamment une sous-unité sulfonatée
(F), qui est cruciale pour cette fixation
al’antithrombine (elle avait été obser-
vée juste avant nous par U. Lindahl).
Nous avons récemment montré que ce
sont les trois sous-unités DEF qui
sont déterminantes pour la liaison a
I’antithrombine.

Ayant identifié un oligosaccharide
qui active I’antithrombine, laquelle
inhibe le facteur Xa, nous avions en
main la structure de la molécule que
nous voulions synthétiser. Une telle
synthése était a la fois un probléme
classique de synthése des sucres (voir
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2. FORMATION PROGRESSIVE d’un thrombus artériel. La crois-
sance d’un athérome, par dépdt de graisses, finit par exposer le sous-
endothélium (1), ce qui fait adhérer les cellules nommées plaquettes

ANTITHROMBINE

3. LA COAGULATION DU SANG résulte d’un réseau de réactions chi-
miques qui conduisent a I’activation du facteur X en facteur Xa. Ce
dernier catalyse la formation de la thrombine qui, elle-méme, trans-
forme le fibrinogene (soluble) en fibrine (insoluble). La fibrine stabi-
lise les thrombus quand elle polymérise. D’autres facteurs, activés

(2). Une protéine du systeme de coagulation, la fibrine, polymérise
alors et consolide le thrombus (3). Ce dernier géne la circulation du
sang, ce qui provoque des angines de poitrine ou des infarctus.

PROTHROMBINE
THROMBINE
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par les premiéres traces de thrombine formées, accélérent la coa-
gulation. L’organisme regle la coagulation par I’antithrombine ; le
facteur Xa, inactivé par cette derniére, est la cible des nouveaux
médicaments anticoagulants de synthese, tel le pentasaccharide
représenté sur la figure 1.

THROMBINE

ANTITHROMBINE
ACTIVATION

—— ——
ANTICOAGULANT

? DEFGH

oS

RECYCLAGE (EFFET CATALYTIQUE)

4. LES OLIGOSACCHARIDES ANTICOAGULANTS utilisent I’anti-
thrombine comme relais pour atteindre leurs cibles : les enzymes
de la coagulation que sont la thrombine ou le facteur Xa. L’action
des anticoagulants commence avec leur liaison a I’antithrombine
par un groupe de cing sous-unités (DEFGH). Cette liaison démasque
un site de I'antithrombine, auquel vient alors se lier a I’enzyme
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cible. Dans le cas de la thrombine, représenté ici, I’enzyme est
également liée a I’anticoagulant par les trois sous-unités termi-
nales ; dans le cas du facteur Xa (non représenté), la liaison a
ces trois sous-unités n’est pas nécessaire. Lorsque I’enzyme est
fixée sur I’antithrombine (donc inhibée), I’anticoagulant se détache
et peut alors activer d’autres molécules d’antithrombine.



la figure 5) et un probléme nouveau,
car I’'oligosaccharide visé était le plus
complexe de ceux qui avaient été obte-
nus : sa structure comprenait des
monosaccharides originaux et une
dizaine de groupes sulfonate portés
par des atomes d’azote ou d’oxygene,
qui assurent I'activité de lamolécule.

Synthese chimique
et activité biologique

Si les chimistes avaient jusqu’alors
négligé de telles synthéses, c’est en
grande partie parce qu’aucune cible
bien définie ne leur avait été propo-
sée. En 1983, apres plusieurs années
de recherches, en collaboration avec
Pierre Sinay et Jean-Claude Jacquinet,
de I’'Université d’Orléans, nous avons
obtenu, a partir de glucose et de glu-
cosamine (une molécule de glucose
dont un groupe hydroxyle est rem-
placé par un groupe amine), quelques
milligrammes de I'oligosaccharide
cherché.

C’était assez pour vérifier nos
hypothéses sur le site de liaison de
I’héparine a I’antithrombine : nous
avons observé que la structure réali-
sée a une forte affinité pour I’anti-
thrombine, ainsi qu’une importante
activité anti-facteur Xa. L'activité anti-
thrombotique de cette molécule fut
ensuite évaluée chez I’'animal : comme
nous I’espérions, la molécule était
un puissant agent anti-thrombotique.
En revanche, sa synthese était d’'une
longueur rédhibitoire pour que nous
envisagions un jour d’en faire un
médicament : elle nécessitait alors 80
opérations successives!

Gréce ades variants sélectivement
modifiés (souvent plus simples a syn-
thétiser), nous avons établi le role des
divers éléments de lamolécule dans la
liaison a I’'antithrombine. La fonction
et 'importance de certains groupes sul-
fonate ont ainsi été clairement démon-
trées, notamment le réle clé de celui
qui esten position 3 dans la sous-unité
glucosamine centrale. Trés récemment,
a Cambridge, Robin Carrell a effectué
I’analyse aux rayons X de cristaux
formés par les complexes de I'anti-
thrombine et d’un pentasaccharide
de synthese ; il a confirmé les résul-
tats obtenus au cours de nos études
de la relation entre la structure chi-
mique et I'activité.

Quand nous avons étudié I'inter-
action de pentasaccharides synthé-
tiques avec I'antithrombine, nous

avons constaté que seuls les groupes
sulfonate et les groupes carboxylate
(-COO) assuraient directement la liai-
son a la protéine, alors que nous nous
donnions beaucoup de mal, au cours
de la synthése, pour protéger tempo-
rairement les groupes hydroxyle (-
OH) des monosaccharides initiaux,
afin qu’ils soient présents sur la molé-
cule finale. Nous avons alors vérifié
que le blocage de ces groupes, en
début de synthése, n’entravait pas la
reconnaissance avec I’antithrombine.
L’acces aux oligosaccharides anticoa-
gulants en fut simplifié.

Nous avons également décou-
vert que les atomes d’azote qui por-
tent des groupes sulfonate peuvent
étre remplacés par des atomes d’oxy-
géne, ce qui simplifie encore la pré-
paration. Ainsi, au cours d’études
menées a partir de 1987 avec Constant
van Boeckel et Dick Meuleman, de la
Société Organon, nous avons obtenu
plusieurs séries de pentasaccharides
antithrombotiques, inhibiteurs du fac-
teur Xa, ayant des durées de vie
variées. Plusieurs sont en cours d’es-
sais cliniques.

Une nouvelle classe
d’anticoagulants

Contrairement aux inhibiteurs directs
des enzymes de la coagulation, qui
ont une activité difficilement contré-
lable, ces pentasaccharides ont une
activité qui est automatiquement
réglée par la quantité d’antithrombine
circulante. On évite ainsi les surdo-
sages : I’'organisme élimine le penta-
saccharide en exceés.

De surcrofit, I’affinité de nos molé-
cules pour I'antithrombine est telle que
la quasi-totalité des molécules admi-
nistrées sont liées a cette seule pro-
téine, qui est leur cible (les autres
anticoagulants se fixent a diverses pro-
téines, ce qui provoque des actions par-
fois indésirables et non maitrisées).
Notamment, grace a leur petite taille
eta leurs charges électriques bien adap-
tées, les pentasaccharides n’ont pas les
effets secondaires génants de I’hépa-
rine et de ses dérivés, parce qu’ils n’in-
teragissent pas avec le facteur 4
plaquettaire (PF4), une protéine res-
ponsable, quand elle est complexée
avec I’héparine, du déclenchement
d’une réaction allergique a I’origine
d’effets secondaires graves du traite-
ment par I’héparine : les thrombocy-
topénies.

5. LA SYNTHESE CHIMIQUE des oligosac-
charides utilisés comme antithrombotiques
nécessite une série de «protections» et de
«dégagements» des groupes chimiques portés
par les monosaccharides de base. Ici on a
représenté la synthese d’un tétrasaccharide,
c’est-a-dire d’une chaine de quatre «sucres»

Les inhibiteurs mixtes

Bien que les inhibiteurs du facteur Xa
se soient révélés d’excellents agents
antithrombotiques, des études sur des
rats (chez lesquels on provoque une
thrombose en ligaturant la veine jugu-
laire) avaient indiqué qu’on obtien-
drait des composés encore plus
puissants si I’on inhibait simultané-
ment lathrombine et le facteur Xa. En
reprenant nos méthodes de synthése
des sucres, nous avons alors cherché
de tels composés : ils devaient se lier
sélectivement a I’antithrombine, et
inhiber aussi la thrombine et le fac-
teur Xa, sans les effets indésirables
gue provoquent les charges négatives
sur la molécule d’héparine.

Dans I’organisme, le facteur Xa
et lathrombine sont inhibés par I’an-
tithrombine selon deux mécanismes
différents. D’une part, I'inhibition du
facteur Xa résulte d’un changement
de conformation de I’antithrombine,
guand le pentasaccharide que nous

0S03~ 303 0SC
C
coo— CO0
@m
NHSO3- 0503* NHSO SO3-
NHCOCH3 NHCOCH3 OH
E

6. L’HEPARINE (en haut), une molécule
anticoagulante extraite de I'intestin de porc,
et I’héparane sulfate (en bas), de structure
apparentée, sont formées par I’enchainement
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élémentaires. Partant d’'une premiére molécule de base (en haut a
gauche), on commence par protéger tous les groupes portés par la
molécule en les recouvrant par d’autres groupes qui ne réagiront pas
ultérieurement et que I’on enlévera ensuite selon les besoins. Un groupe
hydroxyle (représenté par une forme verte) est transformé en un groupe
activable (forme pourpre). Sur une seconde molécule de base (en bas
a gauche), on recouvre tous les groupes a I’exception du seul groupe

2.
»
9

RRRN

hydroxyle que I’on veut relier a la premiere molécule. On fait alors réagir
les deux molécules ainsi préparées. Sur la molécule obtenue (un
disaccharide), on peut introduire un nouveau groupe activable ou démas-
quer un groupe hydroxyle, ce qui permet de poursuivre les réactions
de liaison. On s’arréte ici au stade tétrasaccharide. En raison de la
diversité des groupes portés par les sous-unités utilisées, la synthese
des oligosaccharides n’est pas encore automatisée.

4503@

avons identifié se lie a elle. D’autre
part, I’inhibition de la thrombine
nécessite la formation d’un complexe
a trois partenaires, entre I’anticoa-
gulant, I’'antithrombine et la throm-
bine ; le glucide sert de support a
I’'assemblage.

La liaison de la thrombine résulte
de I'attraction électrostatique par les
charges négatives de I’anticoagulant
; cette attraction est d’autant plus puis-
sante que les charges négatives sur le
glucide sont plus nombreuses et, de
ce fait, que lamolécule est plus longue.
Toutefois, nous I'avons vu, les effets
secondaires, tel I’effet thrombopé-
nigue, augmentent eux aussi avec la
charge électrique et la taille des molé-
cules. D’ou la question : peut-on syn-
thétiser un polysaccharide qui se
fixerait a I’antithrombine, qu’il acti-
verait, et qui se fixerait plutét a la
thrombine qu’au PF4, alors que ces
deux molécules interagissent avec
selon le méme principe d’attraction
électrostatique?

Pour commencer le travail, nous
avons pensé qu’un oligosaccharide qui
porte le site de liaison a I'antithrom-
bine, puisqu’il est sulfonaté, posséde
les éléments nécessaires pour attirer
la thrombine par des forces électro-
statiques. Ainsi une juxtaposition de
tels sites devait non seulement cata-
lyser I'inhibition du facteur Xa, mais
aussi inhiber lathrombine : il suffisait,
pensions-nous, que I’'oligosaccharide
soit assez long pour fixer simultané-
ment les deux protéines

Afin de simplifier le probléme chi-
mique, nous avons d’abord utilisé
comme domaine de liaison a I'anti-
thrombine un hexasaccharide
construit par assemblage de trois
exemplaires d’un seul disaccharide :
nous avons obtenu une premiére série
de molécules qui avaient I'inconvé-
nient d’interagir de fagon non spéci-
figue avec des protéines chargées
négativement, notamment le PF4.
Cette propriété étant rédhibitoire,
nous avons cherché d’autres molé-

cules qui n'auraient pas cet inconvé-
nient. Toutefois il est alors apparu que
les molécules visées devraient étre
composées par I’enchainement d’au
moins 15 a 16 monosaccharides pour
inhiber la thrombine.

Les molécules que nous avons
ensuite construites ont un site penta-
saccharidique qui se lie a I'anti-
thrombine (le pentasaccharide
DEFGH), prolongé a une extrémité par
une série de sous-unités glucose sul-
fonatées : on reproduit ainsi la répar-
tition de charges électriques qui, dans
I’héparine, assure la liaison a lathrom-
bine. Des oligosaccharides a 15, 17 et
19 sous-unités inhibaient le facteur Xa
et la thrombine en présence d’anti-
thrombine... mais ils interagissaient
encore avec le PF4.

Réduirait-on cette interaction en
raccourcissant la molécule, afin de
réduire le nombre de ses charges néga-
tives? Ce ne fut pas suffisant. Aussi,
nous avons décidé de supprimer les
charges électriques de la partie qui

OH
ISO3~

0803~ CO0~ 0S03~ 0S03~ 0S03~ 0S03~ 0S03~
5 0 . coo
- oo- 00~ H -
NHCOCH3 HSO3~ 0503 NHSOg 0503 NHSOs* 0S03~ NHSO3~ 0503* HSO3~
G H
0S03~ CO0~ 0S03~ 0S03~ 0S03~ 0S03~ 0S03~
oso oo- oo— oof
NHCOCH3 NHsoa— 0503 HS03~ 0503 HSO3~ 0503 HS03~ 0303 NHSO3—

de sous-unités répétées. Les deux molécules comportent des séquences
particulieres de sous-unités, qui jouent un réle dans diverses phé-
nomenes biologiques. Ainsi le trisaccharide DEF est I’élément clé
du site DEFGH de liaison a I’antithrombine. Il est présent dans I’hé-
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parine et dans les molécules d’héparane sulfate de la membrane
des cellules qui tapissent nos vaisseaux sanguins. Les chimistes
cherchent, dans ces molécules, d’autres séquences qui explique-
raient de nombreux effets biologiques récemment découverts.
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7. LES MONOSACCHARIDES, c’est-a-dire les sous-unités des glucides,
sont des groupes cycliques d’atomes dont la configuration spatiale (la
conformation) détermine les propriétés. Ici on voit qu’un cycle a six
atomes (cing atomes de carbone et un atome d’oxygéne) peut prendre
deux conformations«chaise» (a gauche et au centre) et une conforma-
tion bateau déformée (a droite). Les auteurs et leurs collégues ont

n’intervient ni dans la liaison avec
I’antithrombine, ni dans la liaison avec
la thrombine. Cette fois, nous avons
obtenu des oligosaccharides a deux
domaines chargés, séparés par un
domaine neutre. Cette modification
ne réduit pas I’activité anticoagulante
(mesurée in vitro), mais elle évite la
liaison au PF4. En outre, les expé-
riences avec des rats ont montré une
puissante activité contre les throm-
boses veineuses et artérielles.

Une nouvelle génération
d’antithrombotiques

La synthése chimique procure ainsi
des molécules donton régle a volonté
les caractéristiques biologiques : en
variant le détail de la structure, on
obtient des antithrombotiques ayant
des durées de vie appropriées aux
applications visées ; on choisit une
sélectivité pour le facteur Xa ou une
combinaison maitrisée avec une action
sur la thrombine ; on évite les inter-
actions néfastes avec d’autres pro-
téines ; et I’on obtient enfin des
produits mieux contrdlés et plus sdrs
que ceux qui sont extraits d’organes
animaux.

Nousavonsvu que I'interaction de
I’héparine et de I'antithrombine fait
intervenir un pentasaccharide parti-
culier : il ne suffit pas que la molécule
porte huit groupes sulfonate et deux
groupes carboxylate sur une longueur
de 2,5 nanometres environ ; encore faut-
il que ces groupes soient disposés
correctement, pour épouser le site
récepteur de la protéine. C’est la nature
des monosaccharides présents, ainsi
que la conformation qu’ils adoptent,
quiconduit acette interaction. L’acide
iduronique (G) joue un réle important,
qui semble expliquer les remarquables
propriétés biologiques de I’'héparine,
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de I’héparane sulfate et du derma-
tane sulfate, trois membres de la famille
des glycosaminoglycanes, glucides
dont les biochimistes entrevoient seu-
lement la fonction dans les processus
biologiques.

La premiére synthése d’un com-
posé comportant de I’acide iduro-
nique est al’origine de la découverte
des particularités de ce monosac-
charide. La molécule a été analysée
par résonance magnétique nucléaire
(dans cette méthode d’analyse, on uti-
lise des ondes radio et des champs
magnétiques pour déterminer I’en-
vironnement des divers atomes des
molécules ; connaissant la nature de
ces environnements, on retrouve la
structure des molécules) : on a ainsi
découvert que I'acide iduronique de
I’héparine prenait une forme inédite
(de bateau déformé), qui assure la liai-
son a I’'antithrombine.

En outre, I'interaction spécifique
d’une protéine et d’un polysaccha-
ride de la famille des glycosamino-
glycanes (I’héparine) est aujourd’hui
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analysé la sous-unité G du pentasaccharide DEFGH et découvert
gu’elle oscille entre ces trois conformations. Seule la conformation
bateau déformé permet la liaison du pentasaccharide DEFGH a I'anti-
thrombine. On voit sur la figure 1 comment le pentasaccharide se pré-
sente dans I’espace ; les groupes sulfonate (en jaune et en rouge) sont
alors dans des positions qui permettent la liaison a I’antithrombine.

clairement établie. Des biologistes,
intrigués par cette interaction d’une
protéine de I’organisme et d’une
molécule extérieure a I’organisme, ont
pensé que I’'organisme devait conte-
nir des pentasaccharides qui seraient
les ligands naturels de la protéine...
et ils en ont trouvé a la surface des
cellules qui tapissent la face interne
des vaisseaux sanguins.

Ainsi les études de synthése chi-
mique ont bouleversé a la fois le
traitement de lathrombose et lacom-
préhension des mécanismes de la coa-
gulation. On ne soupgonnait pas,
notamment, que des polysaccharides,
auxquels on attribuait un réle méca-
nique de soutien, puissent servir de
régulateurs physiologiques.

Nul doute que « dame Nature »
n’a pas conservé, tout au long de
I’évolution des espéces, des molécules
si complexes pour ne leur conférer
gu’un role de second plan dans la bio-
logie de la coagulation ou dans
d’autres événements importants de
la vie cellulaire.
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