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ABSTRACT 

Two commercial heparins were fractionated on DEAE-Sephadex gel with 
aqueous sodium chloride of stepwise, increasing ionic strength as eluent. 

Carboxylate and sulfate content of each fraction were assessed from potentiometric 
and conductometric titration curves in salt-free solutions. Comparison between 
fractions was based on F, = 1 + [sulfate]/[carboxylate], the factor of averaged 
negative charge per uranic acid-glucosamine disaccharide unit, and on 100.6 MHz 
13C-n.m.r. spectra. Chemical composition varied very much from one fraction to 
the other, the fractionation occurring according to charge density and molecular 
weight. USP anticoagulant activity increased linearly with F, not only for the two 
heparins but also for heparins having various degrees of N-desulfation. A master 

curve, AusP = W’,), common for three series of compounds was found with F, 

2.58 as critical minimum value for nil anticoagulant activity, when effective negative 
charges of N-desulfated heparins were taken into account. This suggests that 
heparin-antithrombin III interactions that govern anticoagulant activity depend on 
modulations of electric potential along polymer chains. Correlations with the 
concept of binding sites are tentatively discussed. 

SOMMAIRE 

Deux heparines commerciales ont Ctt fraction&es sur colonne DEAE- 
Sephadex avec des solutions Cluantes de concentrations croissantes en chlorure de 
sodium. Les teneurs de chaque fraction en groupes carboxylate et sulfate sont 
Cvaluees a partir des courbes de titrages potentiometrique et conductometrique 
dans l’eau. Les fractions sont comparees a l’aide du facteur de charge negative 
moyen par unite dissacharidique acide uronique-glucosamine, F, = 1 + [sul- 
fate]/[carboxylate], et des spectres r.m.n.-i3C a 100,6 MHz. La composition 
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chimique varie beaucoup d’une fraction a l’autre, le fractionnement se produisant 
par densite de charge et masse moleculaire croissantes. L’activite anticoagulante 

USP croit litkairement avec F, non seulement pour les deux heparines mais aussi 
pour des heparines ayant des degres de N-desulfatation croissants. Une droite 
maitresse, A,,, = K(F,), commune a trois series de composes est obtenue avec 
une valeur critique minimale, F, 2,58, quand la charge negative effective des hepa- 
rines N-desulfatees est prise en c‘ompte. Ces resultats suggerent que les interactions 
heparine-antithrombine III gouvernant I’activite anticoagulante dependent de la 
modulation du potentiel Clectrostatique le long des chaines. La correlation avec la 
notion de site d’interaction est considerte. 

INTRODUCTION 

L’htparine est un agent therapeutique macromoleculaire produit et commer- 
cialise B grande Cchelle en raison de ses proprietes anticoagulantes. Le terme 
“heparine” regroupe une famille de macromolecules optiquement actives de la 
classe des glycosaminoglycannes presentant des activitks biologiques differenciees 
que les chercheurs essaient actuellement de relier a des parametres structuraux, en 
particulier a l’existence de sites d’interaction avec l’antithrombine III (AT III), et 
d’autres protkines sCriques’J. Ces macromolecules possedent un squelette poly- 
saccharidique substitue par des groupes sulfate et sulfamate (fonctions acide fort) 
et par des groupes carboxylate (fonction acide faible), ionises au pH physiologique. 

Les caracttristiques structurales dependant en plus de l’origine tissulaire et du 
procede de fabrication, les heparines commerciales apparaissent comme des 
systemes complexes et hetCrogenes3. 

La connaissance de la nature des motifs saccharidiques constitutifs de l’hepa- 
rine a considerablement progressee ces dernieres an&es4 en particulier grace a la 
resonance magnetique nucleaire-‘H et -r3C. L’heparine apparait actuellement 
comme un copolymere constitut de residus d’acide uronique et de 2-amino-2- 
desoxy-D-glucose substitues et lies en alternance par des liaisons glycosidiques 
(l-+4). Neuf structures differentes ont CtC detectees (l-9). L’unite repetitive di- 
saccharidique (2+7), la plus abondante dans les differentes heparines, associe5,” le 
residu d’acide L-iduronique Gsulfate au residu de 2-amino-2-desoxy-D-glucose 
doublement sulfate sur la fonction amine et en C-6. 

Depuis plusieurs annees, nous nous interessons aux proprietes poly- 
Clectrolytiques et chiroptiques de l’heparine avec une attention particuliere pour 
l’effet des cations (alcalin et alcalino-terreux) qui compensent les diverses charges 
nCgatives7,8. L’etude du dichroi’sme circulaire a montre l’existence dune selectivite 
intramoleculaire entre ions bivalents et groupe carboxylate lorsque l’heparine Porte 
a la fois des ions mono- et bivalents (sels mixtes), ce qui est le cas in viva, apres 
Cquilibre ionique avec les sels presents dans les fluides biologique#. 

Dans le but de parfaire nos investigations, nous avons entrepris une etude 
comparative des proprietes physico-chimiques de fractions d’heparine. Dans ce 
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mCmoire, nous rapportons le fractionnement par chromatographie d’&hange 
d’ions 2 I’Cchelle prdparative et la determination des teneurs des differentes frac- 
tions en motifs constitutifs. Ce travail ayant r&r%, d’une man&e inattendue, une 
relation directe entre 1’activitC anticoagulante des fractions et la pr&sence de con- 
centrations en charges ntgatives variables le long des chaines macromol~culaires, 
une tentative d’interpretation de l’interaction entre les composCs macro- 
mol&ulaires prCsentant une activitt? anticoagulante et 1’AT III, protkine plas- 
matique inhibitrice de la thrombine et directement impliqu$e dans 1’activitC anti- 
~oagul~nte de l’heparine, est propode. 

PARTIE EXPeRIMENTALE 

Pro~uits. - ~~~u~~~e. Les ~~hantillons d’h&parine porcine fournis par 
I’Institut Choay (forme sodique, lots HlOl et HlOS) ont CtC mis en solution dans 

de l’eau bi-distillke et dialysQ dans des tubes Visking retenant les composCs de 
masses molCculaires supCrieures & 6-8000. Apr&s dialyse, le contenu des tubes, 
concent& B 50 mL, a $tC filtr6 sur filtres Millipore HA (porosit6 0,45 pm) et 
1yophilisC pour donner les hCparines HlOl et H108 Ctudiees dans ce travail. 

Hdparines N-&suf&t4es. Les Cchantillons NDHEP d’hCparine HlOl partielle- 
ment ddsulfatCe ont Ct& obtenus par pr&lbvements successifs d’une solution d’hCpa- 
rine HlOl (forme acide hdparinique) laiss&e vieillir B temperature ambiante selon 
une m&bode connue pour donner une N-d6sulfatation sans O-dQulfatation9. 
Chaque pr@vement a 6te neutralise ri pH 7,5 puis dialysC et lyophilis~. 

~~th~~~~. - Fr~Gt~o~ne~e~t. L.‘&hantillon d’hCparine B fractionner a C&Z 
charge en t&e de colonnes de chromatographie Pharmacia (diam. 2,6 cm; longueur 
100 cm; phase stationnaire, 500 mL de gel DEAE-Sephadex A 25) pour le lot HlOl 
(5 g) et (diam. 5 cm; longueur 100 cm; phase stationnaire, 2 L du m$me gel) pour 
Ie lot H108 (25 g) 6quipCes avec une alimentation par pompe pkristaltique assurant 
un dCbit IinCaire d’kluant (62 cm/h). Le gel utilid pour charger les colonnes a 6tC 
prkalablement 6quilibrt dans un mClange NaCl O,Sw-tampon Tris 0,02M, pH 7.4. 
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Le fractionnement proprement dit a Cd effectue par paliers avec des solutions de 
tampon Tris O$~M, pH 7,4. renfermant des concentrations croissantes en NaCl et 
caracterisees par la suite par la molarite en NaCl. Le suivi du fractionnement a CtC 
rtalise par polarimttrie (h 300 nm) a I’aide d’un spectropolarimetre Fica 
“Spectropol I” CquipC d’une cellule a circulation ayant un trajet optique de 0,05 
dm. 

Dessalement des fractions. Les diverses fractions d’heparine ont CtC dessalees 
par filtration sur gel 2 l’aide d’une colonne (diam. 10 cm, longueur 100 cm) 
contenant du gel Sephadex G-25 “coarse” (7,s L), le debit lineaire ttant fixe a 62 
cm/h. Apres dessalement, les diverses fractions ont CtC remises a pH 7,5, par 
addition de soude M, dialysees puis lyophilisees. 

D&termination des masses molkculaires. Les masses moleculaires des diverses 
fractions ont CtC Cvaluees par permeation sur gel a l’aide d’un chromatographe 
haute-pression Waters tquipe de colonnes Biorad (TSK 125 et TSK 250), l’cluant 
&ant une solution de NaNO, M. Les valeurs sont donnees au sommet du pit 
refractometrique, l’ensemble &ant Ctalonne a l’aide d’echantillons de dextrannes 
de masses moltculaires connues (Pharmacia). 

Dosages conductimktriques. L’echantillon a Ctudier (60 mg) dans l’eau (20 

mL) a d’abord CtC converti sous forme d’acide heparinique par chromatographie 
d’echange d’ions sur une &sine Dowex 50 X-S (20-50 mesh, H+), la totalite de 
I’tchantillon &ant recueilli et complete par de l’eau bi-distillee dans une fiole 

jaugee de 100 mL. Le dosage conductimetrique a Ctt effectue a 25” sur 25 mL de 
la solution mere ainsi obtenue en utilisant une microburette Gilmont S 3200 A pour 
delivrer la solution titrante (NaOH 0,20 M). La conductivite du milieu a ete mesuree 
a l’aide d’un conductimetre Radiometer CD M3 tquipe d’une cellule de mesure 
Tacussel CM 02/55 G. 

Spectres r.m.n.J3C. Les spectres r.m.n.J3C des fractions ont CtC obtenus a 
100,6 MHz avec decouplage large bande proton sur un spectrometre Brucker 
A.M.-400 a 70”. Chaque Cchantillon (200 mg) a CtC conditionne de man&e 
standard par dissolution dans l’eau lourde (2 mL) enrichie a 99,9%, cette derniere 
servant en meme temps de “lock” interne. Les spectres ont et& enregistres apres un 
nombre d’accumulations de l’ordre de 5000 et pour une resolution digitale de 2,4 
Hz. Aucune attente n’a CtC effectuee entre chaque balayage. 

Spectres r.m.n. . -‘H Les spectres r.m.n.-‘H ont &C obtenus sur le meme 
appareil a 400 MHz avec la mCme sonde et le m&me tchantillon par simple com- 
mutation i3C+lH. L’enregistrement a CtC effectue apres environ 60 accumulations 
sans aucun temps d’attente entre chaque dtcroissance libre. 

Activitk anticoagulante. Les mesures ont CtC effectuees selon 1’U.S. 
Pharmacopea par les services d’analyse de l’lnstitut Choay. 

RGSULTATS ET DISCUSSION 

Fractionnement. - De nombreuses methodes ont CtC utilisees pour &parer 
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les heparines commerciales en fractions ayant des structures et des activitts 
biologiques differentes lo. Pour ce travail visant l’etude de l’heparine en tant que 
polyelectrolyte multifonctionnel optiquement actif, nous avons retenu un fraction- 
nement par chromatographie sur gel Cchangeur d’anions”. L’obtention de fractions 
en quantites relativement importante a necessitt des adaptations techniques: (a) 
glution en paliers a l’aide de solutions de chlorure de sodium de molaritt croissant 
par pas de 0,04M; (b) detection par polarimttrie en continu avec mesure du pouvoir 
rotatoire en sortie de colonne jusqu’a retour au zero afin d’epuiser chaque fraction 
et d’eviter tout recouvrement; (c) rtajustement a pH 7,5 des solutions rtcuperees 
a pH 5,5 (c’est a dire au pH de solutions aqueuses en atmosphere ambiante) apres 
fractionnement et dessalement . 

Sans ce reajustement, les fractions sont obtenues sous une forme ionique 
intermediaire dans laquelle une partie des groupes carboxylate sont sous forme 
d’acide carboxylique. Ce detail a tte confirm6 par r.m.n.-‘H a 400 MHz (Fig. 1). 
La presence de groupes carboxyliques non-ionists se traduit par le deplacement 
des raies correspondant a H-5 des structures 2 et 7 respectivement vers les champs 

Fig. 1. Spectres r.m.n.JH & 400 MHz de la fraction HlOl,,, en sortie de colonne, pH 53 (A) et aprks 
neutralisation par l’hydroxyde de sodium pH 73 (B). Les ikches numtrotees 1 et 2 indiquent respecti- 
vement les positions des protons H-5 de 2 et 7 dans les spectres. 
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faibles et les champs forts, et B leur Clargissement, conformkment aux observations 
de Gatti et d5 faites lors du titrage des fonctions acide par spectromktrie r.m.n.-‘H. 

Deux tchantillons d’hCparine sodique prClevCs sur des lots diffkrents (HlOl 
et H108) ont Ctk fractionnks pour dormer les fractions dCsignCes par HlOl, et 
H108,, x &ant la force ionique de la solution saline tluante. Les dosages conducti- 
mbtriques, effect&s aprbs conversion sous forme acide selon la mkthode d&rite 
par Casu et Gennarolz, ont permis de determiner les teneurs relatives en groupes 
sulfate et carboxylate sans distinction de composition et de structure. L’hkparine 
pouvant Ctre consid&Ce, en premikre approximation, comme un copolymkre 
alter& d’acide uronique et de 2-amino-2-dboxy-D-glucose substituk, les renews 
en sulfate (S) et en carboxylate (C) ainsi determikes et exprimkes en pour-cent 
ont dtC combinkes pour donner un facteur de charge negative moyen, F, = 1 + S/C, 
au niveau du disaccharide de base (A + GlcN), selon une mkthode deja proposke 
pour reflkter la densitk de charge l3. FLs peut varier de 1 [pour un disaccharide de 
base combinant un rCsidu d’acide uronique non-sulfate g un rCsidu de 2-amino-2- 
dksoxy-D-glucose N-acCtylC non-sulfatk (l-94 ou 3--+4)] g 5 [pour un disaccharide 
de base combinant un r&sidu d’acide r.-iduronique sulfatk g un residu de 2-amino-2- 
dksoxy-D-glucose trisulfatt (2-+9)]. 

Les donnCes caractkristiques des fractionnements, l’activitk anticoagulante et 
les r6sultats de l’analyse conductimktrique de chaque fraction sont prksentks dans 
le Tableau I. Ce tableau confirme que la chromatographie d’affinitk sur gel DEAE- 

TABLEAU I 

CARAC@RISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES DES FRACTIONS D’HePARINE OBTENUES POUR LES LOTS HlOl ET 

H108 
-__. 

lkhantillons Quantitk 

C&T, 
FS 

HlOl 5,O 170 24000 
HlOb 0,060 <9 13000 
H101,m 0,230 36 
H1’&.,, 0,580 120 19000 
HlOb 1,040 157 21000 
HlOlw 0,800 197 26OiM 
HlOl,,., 1,150 220 27000 
HlOl, 95 0,230 197 
HlOi,;, O,llW 196 29000 

3.08 

2,91 
3.03 
3.16 
3,21 
3.18 

HI08 25.0 171 25000 3.10 
H1080.m 1,680 38 lo000 ‘,71 
HlO80.,2 5,650 130 19ooo 2.94 
H1080& 7,640 160 25000 3.06 
H1080,, 5,380 199 27000 3.16 
H1080,,, 2,200 216 27000 3.18 
H108”,98 0,300* 233 31000 3,26 

“QuantitC d’hCparine HlOl rCcup&Ce: 84% hQuantitC d’hkparine HI08 rtcupkree: 91.5%. 
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Sephadex provoque un fractionnement selon des masses moleculaires et un facteur 
F, croissant. 11 apparait Cgalement que les lots HlOl et H108 sont differents. Pour 
HlOl on observe des maxima en activite anticoagulante et en sulfatation (HlOl,,,,) 
tandis que des croissances monotones sont trouvtes pour les fractions H108,. Ces 
deux lots different tgalement par la presence dans HlOl de fractions de faible 
activite anticoagulante threes a force ionique inferieure a 0,78. Le lot HlOl 
apparait done plus hettrogene que H108. 

Groupes sulfates des Fractions H108,. - L’identification des structures 
presentes dans les Fractions H108, a ete tentee en faisant appel a la r.m.n.-13C ii 
100,6 MHz. Le lot H108, comme le lot HlOl et toutes les fractions, presente un 
signal a S 22,60 caracteristique du groupe mtthyle du rtsidu 2-acetamido-2-desoxy- 
D-glucose 6-sulfate (5) ou non-sulfate (4) des heparines dites de type A selon 
Perlin14. Les intensites des raies ont CtC compartes en admettant que l’effet Over- 

h 
I 

,r 1 

’ I 

Jb JI’ LL 
I I 

65 60 55 65 60 55 65 60 55 65 60 55 65 60 55 d 

H1080,78 “‘9*0,%2 “‘980,86 ” ‘O80,90 “‘080,94 

Fig. 2. Spectres r.m.n.-13C & NO,6 MHz dans la zone spectrale 6 5&70 des fractions d’hCparine H108. 

Les flbches numCrotCes de 1 A 5 correspondent respectivement aux positions de C-2 de 4 et 5, C-2 de 8 
et 9, C-2 de 6 et 7, C-6 de 4 et 6 et C-6 de 5 et 7. 
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hauser nuclkaire est du m&me ordre de grandeur pour les atomes de carbone situ& 
dans des positions Cquivalentes. 

La Fig. 2 prksente les spectres r.m.n.J3C des Fractions H108, dans la zone 6 
50-70 oh rksonnent C-2 (4 et 6, raie 1 8 6 54,X); 8 et 9, raie 2 2 6 57,30; 6 et 7, raie 
3 g 6 58,40) et C-6 (4 et 5, raie 4 B 6 60,90; 5 et 7, raie 5 & 6 67,lO) des structures 
du type 2-amino-2-dCsoxy-D-glucose 5J5. La comparaison des raies 1 et 3 dans les 

cinq fractions montre que le taux de groupes N-sulfate est pratiquement Cquivalent 
d’une fraction g l’autre en accord avec la IittCrature 11J6. Par contre, la dkroissance 

relative de la raie 4 par rapport B la raie 5 milite en faveur d’une augmentation des 
groupes O-sulfate avec la concentration en se1 de I’Cluant ce qui est Cgalement en 
accord avec la littCrature11-16. D’apr&s ces remarques, les rksidus du type 2-amino-2- 
dksoxy-D-glucose de la Fraction H108,,,, p euvent Ctre consid&& comme ent&e- 
ment O-sulfa& en position 6, la raie 4 ayant pratiquement disparue. La raie 2 
situee & 6 57,30 a ktt! attribuCe & C-2 du rCsidu Z&amino-ZdCsoxy-D-glucose 3- 

sulfate (8 et 9) dont la presence a CtC signalke I5 dans les fragments hkpariniques g 
haute affinitk pour AT III. 11 est remarquable que l’intensitk relative de cette raie, 
t&s faible pour la Fraction H1080,78, augmente avec x pour devenir d’une intensitk 
comparable g la raie 1, pour les Fractions H108,,,, et H1080.94. 

La Fig. 3 prksente les spectres r.m.n.-“C des Fractions H108, dans la zone S 
95-105 oti rksonnent les atomes C-l de tous les rksidus. Globalement, les spectres 
s’affinent quand on passe de la Fraction H108,,,, 2 la Fraction H108,,9,. La premitire 
fraction comprend 4 raies dont les deux centrales apparaissent complexes. Par 
contre, la derni&re fraction Ctudiee prCsente 7 raies fines respectivement h 6 96,17, 
96.82, 97,54, 98,11, 99,85, 101,46 et 102,41 et numCrotCes de 6 a 12. 

La raie 6 est attribuke au C-l de 5, compte tenu des don&es de la 
litCrature5J7 et de son intensitC relativement indkpendante de la fraction con- 

sidCrCe. La raie 8 est attribuke au C-l de 7 et les raies 10 et 12 au C-l de 2 et 3 
respectivement. Les raies 7 et 11, absentes pour les fractions obtenues ti faible 
force ionique ainsi que pour l’hkparine brute, apparaissent avec l’augmentation de 

x. Cette double apparition suit celle de la raie 2 de la Fig. 2. La raie 7 est attribuke 
au C-l de 8 et 9 tandis que la raie 11 est attribuke au C-l de 1 (rCf. 15). Seule la 
raie 9, prksente dans toutes les fractions, n’a jamais &C rapportke. Bien que le 
massif situ6 & 6 97-98 pour la Fraction HlO8,,7, soit complexe, on remarque 
aiskment la disparition d’au moins une raie entre les raies 8 et 9. Cette disparition 
semble like & la dkroissance de la raie 4 de la Fig. 2 attribuke au C-6 de 4 et 6. Au 
niveau de C-l sur la Fig. 3, il est probable que c’est la contribution du rCsidu non- 
sulfate 4 qui disparait entre les raies 8 et 9 lorsque x augmente, contribuant ainsi a 
l’accroissement de F,. La raie 9 est done attribuke, par deduction, au C-l du rCsidu 
6 (Tableau 11). 

Les rksultats de cette ktude r.m.n. confirment et prkcisent la forte teneur en 
groupes sulfate des fractions B x ClevC, avec, en particulier, la prksence t&s nette 
de residus de Zamino-2-dksoxy-D-glucose trisulfatks dont l’importance pour l’inter- 
action avec I’AT III a dkja ttt souligntels, sans qu’un mkanisme prCcis ait pu &re 
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a 

I 1 I I 

105 100 95 90 6 

Fig. 3. Spectres r.m.n.-*% i lOa, MHz dans la zone spectrale de rksonance des carbones anom~~ques. 
L’attribution des pies nam&otCs de 6 B 12 est consign&e dans le Tableau II. 

degage depuis. De plus, il apparait tres nettement des residus L-iduronique non 
sulfate 1 clans les fractions $3 x &eves. La presence de residus 1 en quantitks relative- 
ment importantes a et6 detect&e dans les fragments d’heparine dotes d’activite anti- 
coagulante~s et il est important de souhgner que le spectre r.m.n.-13C de la Fraction 
H108,,94 B haute activite anticoagulante presente une grande ressemblance avec les 
spectres de ces fragments. Une telle ressemblance Concorde, par aiileurs, avec ies 
resultats les plus recents obtenus par des methodes biochimique@. 
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TABLEAU II 

A~RI3U~ON DES SIGNAUX DES CARBONES ANOMkRtQiJES DES SPECTRES DE R.M N -13c AUX NEUF R!?SlDUS 

SACCHARIDIQUES D~NO~BRA~I~ES~ 

Signal No. Position 16) Attribution 
au rksidu 

9 
10 
11 
12 

- 

%,17 5 

96.82 8 

Y&82 9 

Y7,54 

Y7,7-97.9 &?) 

98.11 6 

Y9,85 2 
101.46 1 

102,41 3 
~- 

OLes numeros des signaux sont donnCs dans la Fig. 3. 

Relations entre charges nkgatives et activitk biologique. - t’ensemble des 
ksultats pr$&dents concordent pour faire soupsonner l’existence d’un lien direct 
entre fractionnement, sulfatation et activitk anticoagulante. C’est la raison pour 
laquelle nous avons essay6 de corrCler plus quantitativement les don&es expki- 
mentales par ~interm~diaire du facteur de sulfatation moyen F,, seule don&e 

disponible reflktant le caractkre klectrostatique plus ou moins ntgatif des polyions 
hepariniques en l’absence d’informations prkcises sur la distribution skquentielle 
des diffkrents rksidus. 

La Fig. 4 montre qu’il existe une relation linkaire entre I’activitC anti- 

Fig. 4. Variation de l’activitk anticoagulante AUsp en fonction du facteur de charge nkgative moyen. FA, 
pour les fractions HlOl, (W) et H108, (0). 
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coagulante A,,, et Fs avec une valeur critique F, 2,58 au dessous de laquelle 
l’activite anticoagulante est nulle. Cette relation ph&omCnologique, dont l’expres- 
sion deduite de la Fig. 4 est AusP = 346 F, - 894, est commune aux Fractions 
HlOl, et H108,. 

11 est interessant de noter que pour un Cchantillon d’heparane sulfate, nous 
avons trouve une valeur F, 2,12, inferieure a Fs,, ce qui est en bon accord avec 

l’absence d’activitt anticoagulante de ce glycosaminoglycanne. Cependant, le 
caractere general de la relation lineaire ne peut Ctre apprecie raisonnablement que 
par reference a des composes dotes d’activitt anticoagulante USP du mCme ordre 
de grandeur que celles des heparines mais de nature chimique relativement diffe- 
rente. De tels composts ne sont pas disponibles actuellement. 11 existe bien des 
polyanions susceptibles d’interagir avec PAT III et de catalyser la reaction d’inacti- 
vation de la thrombine par PAT III, mais leurs activites anticoagulantes demeurent 
trb faibles au regard de celle de l’htparinezO-**. 

Une autre solution est offerte par la modification chimique de l’heparine elle- 
meme. 11 est, en effet, connu que son activite anticoagulante decroit rapidement 
lorsqu’elle est N-desulfatee lo. Une etude approfondie rCcente23 nous a permis de 
montrer que la N-desulfatation entraine non seulement la perte d’un groupe sulfate 
avec apparition de residus de (2-ammonium-2-desoxy-D-glucose)+ mais consomme 
un groupe sulfate supplementaire pour former un se1 interne neutre selon la serie 
d’equilibres donnee dans le Schema 1. 
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Schema 1. Divers bats d’ionisation de NDHEP (A) et de l’hkparine (B) en fonction de leur de@ 
d’ionisation & (dans les deux cas, h 1 correspond & pH 7,5) (rkf. 23). 

Ainsi, le nombre de groupes sulfate disponibles d’une heparine plus ou moins 
N-desulfatee decroit deux fois plus vite que ne le laisse supposer le degrt de N- 
desulfatation. La structure polyampholyte resultante fournit un systeme original oti 
seuls les groupes O-sulfate non engages dans la structure zwitterionique participent 
a la densite negative de charges. 

Afin de disposer d’un tchantillonnage de composts couvrant une large 
gamme de valeurs F,, l’echantillon d’heparine HlOl a Ctt N-desulfate progressive- 
ment par vieillissement de l’acide heparinique correspondant. Une s&e de poly- 
meres NDHEP, a CtC obtenue dont les caracteristiques sont regroupees dans le 
Tableau III. 
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TABLEAU III 

&hantillons t 
(4 

A USP Fs 

Whw) 

HlOl 
NDHEP, 
NDHEP, 
NDHEP, 
NDHEP, 
NDHEP, 
NDHEP, 
NDHEP, 
NDHEP, 
NDHEPb 

0 
48 

120 
192 
310 
455 
625 

1130 
1440 

170 3,08 
164 3,06 
147 3,05 
121 2,92 
113 2.89 
89 2,76 
58 2.71 
23 2960 

<5 2,28 
<5 1.90 

“Les khantillons ont BtC obtenus par neutralisation d’acide htparinique (HlOl) au bout d’un temps t (c 
2.5 x 10e2 Cquiv./L). @Zet Cchantillon a CtC obtenu par N-d&.ulfatation d’htpanneu H108. 

D’une manikre remarquable, les valeurs A,,, et F, des composks NDHEP, 
se placent sur la droite obtenue pour les fractions d’hkparine HlOl, et H108, (Fig. 5). 
11 faut noter qu’une N-dksulatation statistique des mokules actives ne peut rendre 
compte du fait que l’activite anticoagulante s’annule bien avant la N-dksulfatation 
totale dans l’hypoth&e de l’existence d’un site actif prCcis comprenant un ou 
plusieurs groupes N-sulfate. Seul une N-dksulfatation prkfkentielle du site pourrait 
expliquer ce fait, mais une telle dksulfatation prCf&entielle est peu probable. Par 
contre, la dtcroissance acctlCrCe de F, par rapport au degrC de N-dksulfatation 
avec consommation de groupes sulfate suppkmentaires rend compte de la perte 
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Fig. 5. Variation de I’activitk anticoagulante AUSP en fonctions de Fs pour Ies hkparines partiellement 
iV-dtkulfatees (NDHEP,). La droite (-.--.-) repr&.ente la variation linkaire observee SW la Fig. 4. 
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rapide de l’activite anticoagulante et de son annulation des que F, devient inferieur 

La convergence des donnees obtenues pour trois series de produits differents 
(HlOl,, H108, et NDHEP,) permet de penser qu’il y a bien une relation 
predominante entre la densite de charges negatives des polyanions et l’activite anti- 
coagulante telle qu’elle est estimee par le test USP. Cette conclusion peut sembler 
contradictoire avec l’existence, sur les molecules hepariniques anticoagulantes, 
d’un site d’interaction sptcifique de PAT III, comme les resultats les plus &cents 
sur les fragments et sur les modbles le laissent supposerz4. 11 faut, toutefois noter 
que les notions de predominance d’un effet de charge et de site d’interaction ne 
sont pas entibrement incompatibles. En effet, les spectres r.m.n. de la Fig. 3 sont 
fortement en faveur de la presence le long des chaines de zones a forte densite de 
charge, notamment celles contenant le ou les quelques residus de 2-amino-2- 
dtsoxy-D-glucose trisulfates (9)) et de zones a plus faible densite de charge, notam- 
ment celles contenant des residus 1 et 3 non-sulfates. Des indications plus precises 
sur la distribution sequentielle sont quasi-inexistantes. 

Neanmoins, d’aprbs nos rbsultats, le site d’interaction de l’heparine avec AT 
III, dont la nature tlectrostatique a deja et6 soupconnCez5, semblerait plutot lie a 
la presence d’une ou plusieurs zones a t&s forte densite de charge negative creant 
des pits de potentiel Cleves le long des macromolecules qu’a des structures primaire 
et secondaire dtfinies dont la separation sur Cchangeur d’ions selon un processus 
lineaire ne parait pas explicable simplement. 

L’antithrombine III, connue pour interagir selectivement avec les fractions 
d’heparine de haute activite est aussi connue comme une proteine a caractbre 
anionique dominant au pH physiologiquez6 ce qui pourrait paraitre redhibitoire 
pour des interactions Clectrostatiques avec des polyanions. Toutefois, l’examen 
attentif de l’enchainement des amino-acides constituant cette proteine montre des 
particularites du type densite de charge modulee qui pourrait se reveler comple- 
mentaires de celles de l’heparine. On peut titer l’existence d’une zone a fort 
caractere cationique (His-120-----Arg-145) au niveau d’un des ponts disulfure (Cys- 
8+Cys-128). On peut souligner aussi l’existence de deux rtsidus lysine (Lys-28 
et Lys-29) entoures de nombreux groupes anioniquesz7. En effet, il est bien connu 
que la basicite d’une fonction amine tertiaire est renforcee lorsque cette fonction 
est placee dans un environnement macromoltculaire a potentiel nCgat@s. Une des 
zones positives de 1’AT III pourraient done Ctre la serrure cationique rtcepteur 
dune clef anionique portee par les molecules hepariniques actives, et constitute 
par une zone suffisament negative et limitee dans l’espace pour permettre une inter- 
action avec une zone positive de l’autre partenaire malgrt l’existence de charges 
environnantes dont certaines sont probablement attenuees par engagement dans 
des liaisons zwitterioniques sans qu’on n’en connaisse ni le nombre ni la nature 
precise. En d’autres termes, l’interaction du type polyanion-polycation entre 
heparine et AT III serait commandte par les repartitions locales des charges sur la 
prottine et sur les molecules hepariniques dans un milieu oti la force ionique, 
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connue pour affecter fortement les complexes polyanion-polycation, est constante. 
Dans ces conditions, la modulation des potentiels klectrostatiques le long des 
chaines macromol&ulaires assurerait Cgalement la discrimation des polyanions vis 
ti vis d’une protCine donde, ou des protkines vis ti vis d’une macromokcule hCpa- 
rinique donnke. Un tel mkcanisme expliquerait la reconnaissance des partenaires 
privilCgiCs au sein d’un mklange par effet cooptratif d’interactions klectrostatiques 
unitaires de faible knergie dans un milieu salin parfaitement dkfini. L’AT III ne 
pourrait alors s’associer qu’avec des macromolkcules prksentant localement des 
zones 2 densite de charge ClevCe se traduisant indirectement par un facteur de 

charge moyen Clew5 (F, >2,58). 
Cette hypothkse de travail prend en compte qualitativement les donnCes 

obtenues pour les fractions. Elle sous-entend de plus que le fractionnement sur gel 
Sephadex-AT III de 1’hCparine en hkparine de haute affinitk (HA) et hkparine de 
basse affinitk (LA) pour AT III serait principalement dQ 6 des phCnom?nes Clec- 
trostatiques analogues ti ceux mis en jeu dans le fractionnement sur gel DEAE-Se- 
phadex, aux densitks de charges effectives p&s et, par consequent, 5 l’tchelle des 
forces ioniques Cluantes pres. 

11 a d6ja CtC rapport6 que les fractions d’hkparine HA tides sur colonne 
Sephadex-AT III h forces ioniques ClevCes ont des teneurs en groupes anioniques 
supkrieures g celles des fractions LA 16.29. La littkrature est malheureusement peu 
prkcise quant ti la composition rksiduelle ce qui ne permet pas de situer ces fractions 
par rapport & F,. 

Sans prktendre expliquer l’ensemble des phknomknes d’affinitC entre 
I’hCparine et 1’AT III, la discussion prCcCdente associe 1’idCe d’interactions klectro- 
statiques du type polyanion-polycation g celle de sites interactifs spkifiques par 
l’intermediaire de la modulation de densit de charges. La participation de la zone 
a fort caract&e cationique comprise entre les rksidus His-120 et Arg-145 de I’AT 
III peut justifier l’analogie klectrostatique entre AT III et DEAE-Sephadex mais 
ne permet pas d’attribuer un r8le particulier aux divers motifs prtsents sur les 

moltcules hkpariniques. Par ailleurs, la participation des deux motifs lysine 
vicinaux, placCs dans un environnement fortement anionique (Glu-27, Glu-32, 
Asp-33, Glu-34), prksentent le triple avantage de singulariser un site cationique 
voisin du rksidu Try-49 connu3” pour &tre perturb6 lors de l’interaction htparine- 
AT III, d’&tre compatible avec le fait que deux rksidus Lys de 1’AT III sont trb 
certainement privilCgiCs lors de l’association avec l’hCparine31 et de singulariser les 
deux groupes sulfate vicinaux (N- et 3-O-) du rCsidu motif trisulfatk 9 dont les 
charges rapprochkes pourraient former une double interaction ionique. 11 faut noter 
que dans le site d’interaction avec AT111 actuellement retenu, le rCsidu saccharidique 
le plus charge (9) parmi les neuf rksidus possibles jouxte le rksidu le moins chargtz4 
(3). Dans l’ktat actuel des connaissances, il n’est pas possible d’aller plus loin dans 
la discussion. Nkanmoins, il faut souligner qu’une association hCparine-AT III 
fondCe sur des interactions du type polyanion-polycation entre charges dtfinies, 
n’exclut pas l’intervention de forces Clectrostatiques ou non engageant d’autres 
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groupes, apres que les partenaires se soient reconnus, justifiant ainsi l’importance 
des proches voisins et de la modulation Clectrostatique. Par ailleurs, elle suggere 
que la force ionique, dont depend fortement la stabilite des complexes polyanion- 
polycation, doit Ctre un facteur tres important dans l’interaction heparine-AT III, 
la combinaison entre thrombine et le couple heparine-AT III conduisant en fin de 
compte a un ensemble instable a la force ionique physiologique, et, par consequent, 
h la liberation du polyanion heparinique catalyseur. Enfin, un tel mecanisme peut 
etre etendu a d’autres proteines seriques dont l’interaction avec des polyanions 
dependra de leur structure polyampholyte propre. 

11 faut noter que l’obtention de pits de potentiel tlectrostatique aussi Clevts 
que celui crCC par le residu 9 est difficile le long d’une chaine macromoleculaire si 
I’on considere des squelettes autres que polysaccharidiques. Cette remarque 
pourrait expliquer pourquoi les chimistes n’ont obtenu, jusqu’a present, que des 
polymer-es synthetiques a faible activite anticoagulante20-22. 

Enfin, il parait necessaire de rappeler que l’affinite des derives hepariniques 
pour les ions calcium dont nous avons deja souligne la possible liaison avec la 
densite de charge8 pourrait bien Ctre module Cgalement par la distribution des sites 
negatifs c’est-a-dire indirectement par F,. 
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