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Robert CRICHTON

In Memoriam : Professeur Istvan Marko

Istvan E. Marko -

Reproduction du discours prononcé

le 7 aotit en I’église de Grez

par le Professeur Robert Crichton

(avec I’aimable autorisation de son auteur)

Cheére Patricia, Imre et Aurelia, chére Famille,
chers amis et amies,

Quelques réflexions et souvenirs d’Istvan, un
tres estimé collegue et un tres cher ami.

N¢ a Papa en Hongrie en 1956, ses parents sont
venus en Belgique alors qu’il n’avait que 4 mois
afin de fuir la répression soviétique. Ils s’instal-
lerent a Jemelle et ensuite a Wavre, ou il fit ses
¢tudes. Istvan a dii subir mon enseignement de la
Biochimie pendant son parcours vers une Licence
en Sciences Chimiques en 1978 (la plus grande
distinction), avec un mémoire intitulé ‘Novel
Approach towards Prostaglandin Synthesis’.
Istvan et Patricia, qui se sont connus par 1’inter-
médiaire de son frere Joseph, se sont mariés en
1978. Ensuite sa these sous la direction du pro-
fesseur Léon Ghosez, sur la ‘Semi-synthesis of
Tricyclic Penicillins’ fut défendue en 1983. Elle
fut suivie par deux années de Post-doc avec Léon
sur ‘Intramolecular Ketenimine Cycloadditions.
A new Route towards Prostaglandins’.

Par la suite, accompagné de Patricia et Imre,
il partit a I’University of Vermont pour passer
deux années de Post-Doc avec le Professeur
M.E. Kuehne. A la fin de ce séjour, ils déci-
dérent d’envoyer son CV a quatre grandes uni-

un Souvenir

versités américaines afin d’y passer une troi-
sieéme année. La réception du CV fut suivie d’un
coup de fil de Barry Sharpless (prix Nobel de
Chimie, 2001) afin d’inviter Istvan a passer une
année Post-Doc au MIT avec lui sur la ‘Catalytic
Asymmetric Osmylation of Olefins’. Istvan est
rentré avec sa famille en Europe en 1988 pour
occuper un poste de Lecturer dans le Chemistry
Department, Sheffield University.

Lappel du pays coincida avec I’ouverture d’un
poste a I’'UCL, ce qui ramena la famille en
Belgique en 1993. Depuis 1998 Istvan occupait
le poste de Professeur Ordinaire et Directeur du
Laboratoire de Chimie Organique et Médicinale.
Il1assural’enseignement de la Chimie Organique,
Industrielle, Médicinale, la Chimie Organique
Appliquée, la Biosynthese des Produits Naturels
et la Synthese Totale des Produits Naturels a la
Faculté des Sciences et de Chimie Organique a
la Faculté de Bioengineering.

Istvan a toujours été treés actif dans la promotion
de la Chimie aupres des jeunes, en tant que pré-
curseur du “ Printemps des Sciences”. Imre me
racontait comment son pere €tait venu dans sa
classe de I’école primaire faire des expériences,
culminant dans la réaction du sodium métal-
lique avec I’eau.

Istvan Marké (1956-2017)




Apres deux essais avec des petits morceaux dans
un berlin d’eau colorée en violet, il a mis un
plus grand morceau et voila le plafond décore
avec une grande tache violette !!!

Lasection belge de 1a Royal Society of Chemistry,
dont j’étais Chairman, avait fait appel a Istvan et
I’infatigable Fabio pour faire plusieurs ‘lecture-
démonstrations’ pour les enfants des écoles de la
région de Wavre et de Bruxelles. Istvan et Fabio
ont aussi fourni 1’aide logistique et en matériel
pour I’organisation des ‘lecture-demonstrations’
d’autres colleégues britanniques qui ont décou-
vert que I’Eurostar n’apprécie pas le transport
de certains produits chimiques, ainsi que pour
les European Advanced Courses sur ‘Metals in
Biological Systems’, que nous organisons a LLN
depuis de nombreuses années.

Avant de passer a la contribution scientifique
d’Istvan, je dois vous faire un aveu !

Le 27 janvier 2011, la RSC (Belgium Section)
a organis¢ son premier ‘Café Chimique sur

« Climate Change — a debate » avec comme

conférenciers les Professeurs Jean-Pascal
van Ypersele et Istvan Marké a 1’ Autoworld
Museum a Bruxelles. Quand j’ai annoncé le
sujet a Istvan, il s’est montré tres intéressé et a
proposé¢ d’y participer. Dans les semaines qui
précédaient la réunion, il s’est jeté avec son
enthousiasme caractéristique sur la littérature,
and the rest is history. Donc, je suis le respon-
sable pour son intérét qui est devenu une de ses
grandes passions. Si, depuis, la presse s’acharne
sur sa position controversée sur le sujet, je veux
simplement dire que ici n’est ni I’endroit, ni
le moment d’en parler. Il suffit de dire que ce
qu’Istvan souhaitait était de pouvoir avoir un
débat, plutot qu'une polémique.

Dés le début de sa carriére, Istvan s’intéressait
a la synthése totale des produits naturels, par
des chemins stéréo controlés, efficaces et sur-
tout courts. Ainsi, il a développé des nouvelles
méthodologies basées sur les liaisons multiples
et les cyclisations, la catalyse asymétrique sans
ou avec des métaux, des nouveaux réactifs orga-
nométalliques et les réactions de poly cyclisation
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anionique. Il a proné le développement des pro-
cessus €cologiques (green chemistry), et 1’utili-
sation de I’électrochimie pour faire la synthése
organique. Et, peut-€tre marqué par les cours de
biochimie qu’il a eus et nos discussions bioco-
miques, 1l s’est aventuré dans la botano chimie
— I'utilisation de I’esquisse stéréoselective des
enzymes présents dans les extraits végétaux, On
rappelle le dictum de Jeremy Knowles ‘Enzyme
catalysis, not different, just better’.

Istvan s’était vu attribuer de nombreux prix
et distinctions, était membre de 1’Académie
des Sciences Hongroise, a publié¢ plus de 250
articles et a tissé des relations scientifiques a
travers le monde entier.

Dans les derni¢res années il a entamé une
trés large collaboration avec des universités
chinoises, et, typiquement Istvan, s’est mis a
apprendre le chinois (mandarin).

C’est ainsi que pendant une bonne dizaine d’an-
nées, j’al pu connaitre et apprécier les qualités
d’Istvan en tant que collegue. Ensemble, nous
partagions les mémes principes, et défendions
la cause de I’étudiant dans les jurys de délibé-
rations. On nous considérait comme les deux
farfelus, ou encore pire, les deux emmerdeurs. A
deux, ce genre de role est plus ou moins suppor-
table. Mais quand j’ai pris ma retraite en 2006,
Istvan s’est trouvé seul, ce qui n’est guere rigolo.
C’est a ce point que nous avons commenceé a nous
rencontrer, en général a I’heure de midi, pour dis-
cuter, comme a son habitude, de toutes sortes de
sujets inimaginables. Maintenant, a la place d’un
collegue, j’avais un ami. Quand je n’avais plus de
bureau au sein du batiment Lavoisier, nous nous
rencontrions trés souvent dans mon nouveau
bureau — a la Créperie Bretonne !

C’est 1a que je t’ai vu pour la derniere foisil y a
peu de temps. Tu vas me manquer, cher Istvan,
mais je tiens a te remercier pour tout ce que tu
m’as apporté, y compris la réunion que tu as
voulu m’organiser 1’année passée.

Au revoir mon ami.
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Benoit AUGUSTYNS, Christophe EVIOLITTE,
Bernard LEROY et Nuno MAULIDE

Eloge funébre
du Prof. Istvan E. Marko

(1956-2017) : le point de vue
de ses anciens étudiants

Allocution prononcée par Nuno Maulide
le 7 aotit, en I’église de Grez

J’al rencontré pour la premiere fois Mr. le
Professeur Marké en arrivant au labo en 2002
en tant qu’étudiant Erasmus. Un an plus tard,
lorsque j’ai eu la chance de faire ma these
dans son groupe, il est devenu « Le Boss »
ou « Chef ». Et quelques années plus tard, en
2008, apres avoir quitté le labo et en démarrant
mon propre groupe, il est devenu mon collegue
Istvan. Mais qui était-il donc ?

Istvan Marko était, avant tout, une personne
inoubliable. D’une bonne humeur contagieuse;
un bon-vivant comme on ne les fait plus. La
page Wikipédia pour le mot « charismatique »
devrait avoir sa photo en guise d’illustration...

Mr. Le Professeur Marko enseignait la Chimie
Organique comme aucun de nous ne la connais-
sait. C’est ainsi qu’une ceinture (soigneusement
empruntée a une jolie étudiante) devenait un
outil pour expliquer la différence entre un sys-
teme de type Moebius ou Hiickel. C’est ainsi
qu’il prenait plaisir, a la vue de nos mines per-
plexes ou de nos questions naives, a se lancer,
sans préparation, dans des ex-cursus virtuoses,
qui nous ¢€loignaient du cours principal pendant
des heures, mais jamais de I’essence méme de
la chimie organique. Et c’est ainsi qu’il menait
régulicrement des sondages spontanés durant
le cours pour savoir, a notre avis, quel hydro-
gene d’une molécule allait étre déprotoné pré-
férentiellement. Je ne pense pas avoir connu un
Professeur plus clair et plus éloquent dans sa
fagon d’expliquer la Chimie. J’avoue sans honte
que je copie plusieurs de ses méthodes dans mes
cours...

Istvan Marké (1956-2017)




Le Boss, lui, il était tout simplement impres-
sionnant. Entre deux coups de fil, il trouvait en
10 secondes la solution au probléme sur lequel,
en tant que pauvre doctorant, on se cassait la
téte depuis un mois. En séminaire de groupe,
il rappelait que « cela a été décrit en 1978...
par des Polonais... dans un Tetrahedron Letters,
page 1960 et quelques ». En répétition FRIA, il
commengait par nous faire pleurer durant la pre-
micre s€éance en posant des tas de questions pour
lesquelles notre seule réponse était « je ne sais
pas »; et puis par nous insuffler de la confiance
vers la quatrieme ou cinquiéme séance en nous
disant « et bien, je crois que tu es prét ». Quand
il présentait les différents sujets du labo, tout
semblait si facile, presque magique ! Ainsi une
molécule polycyclique contenant douze centres
chiraux semblait tout a fait synthétisable par un
stagiaire en trois mois sachant que le premier
centre chiral induirait d’office la bonne énan-
tiosélectivité pour les onze suivants. Je I’avoue
maintenant, on y croyait ! Et quand, apres quatre
années de thése, on avait réussi tant bien que
mal a développer la synthése d’une petite partie
de cette molécule, le titre passait de «Synthese
totale de....» a «Vers la synthése totale de...».
Mais pendant ces années, on avait tellement
changé et appris, tant chimiquement qu’humai-
nement !

Une mémoire formidable et une connaissance
de la littérature scientifique hors pair. Une
curiosité scientifique débordante et contagieuse
qui ne connaissait pas de limites — Il est méme
allé jusqu’a utiliser des légumes pour servir a
catalyser les réactions chimiques a haute énan-
tiosélectivité ! Telle était I’ouverture d’esprit du
Boss.

Et finalement, au-dela du grand scientifique et
du patron de labo, il y avait Istvan, un ami, un
homme d’une générosité débordante, qui don-
nait sa chance a chacun et poussait toujours a
donner le meilleur de soi-méme. Avec lui, bonne
humeur et la simplicité¢ étaient la regle, et si
parfois les discussions pouvaient étre animées,
elles étaient toujours constructives et basées sur
le respect mutuel.
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On pourrait encore disserter longtemps sur notre
passé commun, mais il est maintenant temps de
regarder vers 1’avenir.

Son héritage, il est inutile de le chercher tres
loin. II vit en premier lieu dans sa famille. Pour
s’en convaincre il suffit de regarder ses deux
enfants, Aurélia et Imre. La fierté qu’il avait
lorsqu’il les évoquait, au détour d’une conver-
sation, est plus qu’amplement justifiée. Ils ont
grandi en s’inspirant des valeurs qu’Istvan leur
a transmises et, en ce sens, ils constituent sa
plus belle réussite.

Une seconde partie de son héritage réside en
nous, ses anciens étudiants. Nous qui avons tant
appris au sein de sa seconde famille qui a été
son labo. Nous lui devons de le remercier pour
nous avoir guidés dans notre initiation scienti-
fique mais également notre apprentissage des
complexes relations humaines.

A nous de vivre en gardant en mémoire les
valeurs qui lui étaient cheéres de liberté, de
curiosité et de partage.

On ne vous oubliera jamais, Mr. Le Professeur
Marké. Un grand merci pour tout, Boss. Au
revoir, Istvan.
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Raphaél DUMEUNIER
Rue de Fluh, 68220 Leymen, France,
e-mail: raphael.dumeunier@gmail.com

A personal selection of

Pr I.LE. Marké’s Contributions
and Achievements

in Organic Chemistry

It is by no means an easy task to summarize the
scientific achievements of Istvan E. Markd’s
group, but one thing is quite certain: that he
would have been happy with this phrasing.
Indeed, Marké did always put the group and its
individuals into the light, whenever he was given
the chance to. Even though it was clear to eve-
ryone where the brilliant ideas came from, he
always made a point to highlight how great were
the achievement of the students, as well as their
own intellectual and, obviously, experimental
contributions. It is also relatively safe to say that
such contributions spanned over a huge breadth
of organic chemistry, and that Marké’s interests
have always been extremely varied. In this paper,
we will see indeed that Marko has never hesitated
exploring any areas where his interest had been
risen, regardless how subjectively “less conven-

Manzamine A

CHO

tional” they may have seemed at first sight. Very
high pressure reactions, pyrolysis, electrochem-
istry, the use of super-critical CO, as solvent or
freshly cut pieces of vegetables as catalysts into
reactions were indeed considered as important
and received equal attention as the more classi-
cal (but obviously still very innovative) methodo-
logies and total syntheses of the group.

As an independent group leader and lecturer
based in Sheffield, UK, Markd’s initial interests
lied at once into the development of novel meth-
odologies to be used in total syntheses. From his
very first publications in 1990, one can immedi-
ately learn indeed about novel methods based on
radical mediated oxidations, but also read about
initial advances towards the total syntheses of
Manzamine [1] and Clerocidin [2] (scheme 1).

HO CHO

Clerocidin
Scheme 1 — Very first targets of the Group,

Manzamine A and Clerocidin

Istvan Marko (1956-2017) !



Clerocidin has potent antibiotic activities, essen-
tially against gram-positive bacteria, and also
some anticancer activities. If Marko’s first foray
into its synthesis was still undeniably influenced
by his post-doctoral studies with B. Sharpless
(epoxidations); the target remains nonetheless a
quite complex molecule bearing many reactive
functional groups (an a-keto-aldehyde, an epox-
ide, an a,B-unsaturated aldehyde). Manzamine
A exhibits also many interesting biological
activities, such as anti-inflammatories, anti-
malarial, insecticidal, anti-bacterial and anti-
tumor activities. It also has a more compli-
cated architecture, displaying unique features;
a complex target to start an academic career,
one might say, but not a surprising one to those
who knew Markd’s admiration for the synthe-
ses of alkaloids of R.B. Woodward. In Marko’s
own words [3] indeed, he acknowledged having
been “fascinated by the elegancy, the concise-
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ness and the apparent simplicity of the synthe-
sis of Reserpine by R. B. Woodward”, whom he
called a “great master” and qualified his syn-
thesis “simply magnificent”. Markd would keep
studying organic chemistry in a “classical” way,
through total syntheses and the development of
novel, useful and widely applicable transforma-
tions, but from the very start also, his comple-
mentary taste for less conventional approaches
would already show up, for example by the use
of triorganothallium reagents to convert acid
chlorides into ketones in a single step, at room
temperature [4, 5].

Shortly after those articles, Marké published the
work of his very first PhD student, Dr Abdelaziz
Mekhalfia, displaying a new transformation
which would yet accompany many generations
of students, namely, the silyl modified Sakurai
(SMS) multicomponent reaction (scheme 2).

TMSOTF cat. Ro
| ccl Ri, ©

N
B of  TfO
OBn
OBn e TMSOchat ‘HoH
AL e
TMSO DCM -78°C

/Fr /\J'AA Grubbs |

Scheme 2 - The SMS reaction, a catalytic, one-step, formation of homoallylic ethers from carbonyl derivatives, and its application in a

fragment synthesis of (+)-Ambruticin [6].
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Scheme 3 — The seminal
ISMS [8], its failed appli-
cation to the synthesis of
exo-methylene-furans at the
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The SMS reaction rapidly evolved across the
years, and its major variation remains today
the ISMS Cyclisation (Intramolecular Silyl
Modified/Mediated  Sakurai  Cyclisation),
also called the IMSC (Intramolecular Sakurai
Cyclisation) depicted in scheme 3. The ISMS
itself was in turn at the origin of further unex-
pected findings. Indeed, trying to prepare exo-
methylene-furans derivatives by ISMS led to
the serendipitous discovery of a tandem “ene
reaction/ISMS”, also utilized later on as a novel
methodology in the group for various total
syntheses (Polycavernoside A, Amphidinol,
Pseudomonic Acid, Milbemycin 3 or Methyl
Monate C, etc.) [7].

Once again, in the early nineties, while new
methodologies were already being developed
and applied to natural product syntheses, Markd
would keep walking less trodden paths, like for

O
| TLox
= 18500 bars
Aot L, — v
(olo n .-"J\Y'{"}\”
X

origin of the discovery of a

ISMS reaction tandem ene/ISMS [9].

example by assessing very high pressure reac-
tions affected by changes in the entropy of acti-
vation (scheme 4).

This research led part of the group into the field
of Tandem Pericyclic Reactions (TPR), later
used for the syntheses of gibberellic acid and the
zizaenes [11], or into the study of radical-initi-
ated rearrangements of bicyclo-[2,2,2]-lactones
[12], followed by Pd-catalyzed rearrangements
towards the oxa-triquinane core structure [13].

It would now fall well beyond the scope of this
paper to review comprehensively the group
achievements, as the research went on to cover
quickly most major fields of organic chemis-
try (organo-metallic catalysis and organoca-
talysis, radical chemistry, cationic, radicals or
pericyclic rearrangements, novel oxidations and
reductions, polycyclisations, hydrosilylations,

220-275°C Y
—

€0, |,

Scheme 4[10] - An ultra-high pressure Diels-Alder reaction followed by tandem decarboxylation / Intramolecular Diels-Alder reaction at high temperature.



electrochemistry, hydroaminations, develop-
ment of new catalysts and ligands, heterocyclic
chemistry, novel olefinations or deoxygenations,
enzymatic catalysis using plant extracts, etc.).

After having shown the initial steps of Markd’s
research, only a few of the important reactions he
further discovered will be highlighted, as well as
something close to his heart, namely the under-
standing of reaction mechanisms, and the gaining
of mechanistic insights through carefully chosen,
targeted investigations. We will also show how
Marko could make use and create value out of
chance findings, recognizing humbly while stay-
ing true in the telling, the key importance of ser-
endipity in discovering new transformations.

Marké had a gift to notice “odd” experimental
results and would propose immediately a cor-
rect hypothesis. For example, already in 1997,
Marké noticed that an alcohol function present
in a catalyst of a Baylis-Hillman reaction would
increase the rate of the reaction [14]. Instead
of accepting contemporary explanations [15],
he hypothesized about the potential role of any
alcohol, external to the catalyst, which would
actually ease the rate determining step (RDS)
by shuttling protons through Hydrogen-bonds,
which RDS he then speculated to be the protot-
ropy occurring in any Baylis-Hillman reaction.

G

OH

R Rz 2 SmIz

- PhSO,5Sml,

2 Sml,
R#ﬁ/R2 R
R1
SO,Ph
- PhCO,Sml,

")'\r R7L\1rR2
R 2
' S0,Ph ; Ri V

Change in the direction of the elimination
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Both remarkable intuitions were actually to be
confirmed close to 10 years later, the one on the
Rate Determining Step by McQuade [16], and
the one on the effect of alcohols on the rate of
reaction, by Aggarwal [17].

This example shows Marko’s huge power of
intuition, backed up by a dedicated attention
to experimental observations, and a humble
behavior regarding serendipitous findings. But
as telling as the Baylis-Hillman example may
be, it would not give a fair representation on
how Mark¢ built on such experimental findings.
Usually indeed, much more work would stem
from those unexpected observations, numerous
ideas would quickly branch out, as their fruits
would be passed on many times, from the hands
of a generation of students to another.

In that respect, one of the important break-
throughs made within the group was about the
reductions of P-sulfoxy-benzoates by single
electron reducing agents. If the expected prod-
ucts were obtained easily (the corresponding
olefins, from the well-known Julia-Lythgoe ole-
fination); by using SmI,(/HMPA) as reducing
agent, Markd discovered that the mechanism
of the reaction may not have been the same
[18]. From the careful observations of different
reduction rates between analogous (-hydroxy-

—~=

Sm|2
- SmI,OH

Scheme 5 — The different mechanisms hypothesis for the synthesis of alkenes by using SmI(/HMPA)
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SmiHMPA H
_OH = R-° = R
R TMEDA or Electrolysis

Scheme 6 — The Marké—Lam deoxygenation

and P-benzoate-sulfones, it was surmised that if
in the first case the sulfone was reduced (con-
ventional mechanism), in the second case it
might have been that the benzoate group was
reduced instead (scheme 5).

This observation led to many different stud-
ies later in the group, from its verification and
generalization [19], to many variations, like
the replacement of sulfones by sulfoxides (the
development of a new variant of the Julia ole-
fination) [20] and many applications in total
syntheses (Polycavernoside A, Jerangolid D (R)
-(+)-goniothalamin) [21]. More practical also
was the idea to avoid the use of sulfones/sulfox-
ides as leaving group and to simply deprotect
esters [22], or to trap the intermediate radical
[23] or even to “deoxygenate” alcohols by con-
verting them to toluates and reducing them with
SmI /HMPA [24]. Later on, reducing toluates by
using electrolysis [25] finally led to the naming
of this reaction, the “Marko—Lam deoxygena-
tion” depicted in scheme 6.

This evolution of an observation to a named
reaction gives a rather typical example on how,
within the lab, an initial experimental obser-
vation would lead to mechanistic hypotheses,
understanding and verification; then to various
developments in the group, from novel method-
ologies to natural product syntheses.

Other examples may be the serendipitous dis-
covery (made once again while rationalizing odd
experimental behaviors) that Et AISPh reacts
with aldehydes and regenerates them by simple
hydrolysis [26]. This led to the development of
a very useful method for the chemoselective
reduction of ketones to alcohols in the presence
of aldehydes [27]. A more recent case was the
discovery that, while trying a Pd-catalyzed cou-

pling between a ketone and 1,1-dichloroethyl-
ene, the latter was actually deprotonated twice
by tBuOK before going through uncatalyzed
reactions (addition and cyclisation) with the
carbonyl derivative. After careful structure elu-
cidation, this finding led, after mechanistic stud-
ies (NMR experiments, kinetic measurements,
scope evaluation) [28] and rationale hypotheses,
to the development of new methodologies, some
even patented in collaboration with an external
company [29] for the synthesis of kinase inhibi-
tors (scheme 7).

One could exemplify this over and over, but as
a last example, nobody can describe this way of
research better than Markoé himself. Thankfully,
we have indeed an enlightening, personal
account of such development of a specific
methodology, namely, the CAN deprotection of
acetals under mild and neutral conditions, as an
account of chemical research [30]. The fasci-
nating “story of a synthetic venture” unfolds to
the enthralled reader, from a humble start by a
chance finding until the final acknowledgements
to all the former co-workers who participated in
the project, all carefully named throughout the
story telling which Marko was so gifted at.

Before concluding, two major areas of research
of the group cannot go without a special men-
tion: first, the hydrosilylation [31], and second,
the Cu catalyzed oxidation of alcohols to alde-
hydes and ketones [32]. The group contributions
made to both methodologies were as important
as to gain publication into Science; which is by
itself a testimony to the talent of Marko.

Moreover, as conclusion, more minor papers —
undeniably, as compared to Science articles —do
also deserve to be highlighted, as they are repre-
sentative of a personality trait of Marko which



N° 124 - septembre 2017

Serendipitious finding:
Cl cl
0 {BUOK (2 .
cl eq) N
g + \1/ - o] ><:> CAN, Pyridine . fo)
o] THF o MeCN, H,0 OH
2eq oS 80%

Cl\l/
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¢ Y q Kgo

Many other derivatisations:

Qkf @‘4 8 e
>= 7
OH

o)
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And generalization to other acetylenic derivatives:

=
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T MeOH, THF
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| Single-pot, telescoped operation: 53% yield T

Plus mechanistic studies, like NMR experiments, kinetic measurements, and
and assessing which other acetylenes would cyclise and which would not :
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e o 06 €]
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Scheme 7 — A typical use and development of a “chance” finding, made by careful experimental observations.
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may not have appeared so far, but always did
influence the way the research had been man-
aged in the group. Anyone who ever met Marké
would indeed have quickly noticed, the truly
honest pleasure that he took when challenging
the commonly accepted knowledge. Almost as a
game, but always seriously, Mark6 would indeed
initiate many discussions, sometimes engage
into (lively) debates, but all for a reason; in
fine, to bring more knowledge to the area under
scrutiny. In chemistry, so many challenges were
made, by Mark¢ to his students and group mem-
bers, that it became part of the group culture to
create one’s own knowledge by keeping some
distance, if not always questioning, what was
learned, before finally gaining confidence into
one’s own abilities. It would then raise the confi-
dence of each members of the laboratory by the
sharing of such soundly acquired knowledge. It
also happened sometimes, that similar thought-
provoking statements would show outside of the
group and be published in the literature, like for
example the questionable use of unaffordable
triflate Lanthanides as simple sources of triflic
acid (in some cases, the overlooked actual cata-
lytic species) [33], or in other areas like radi-
cal chemistry, the statement that free-radicals
located in the a-position of ketones are actu-
ally nucleophilic, and would not, as expected,
behave as electrophilic species (Scheme 8) [34].

Reaching the end of this highlight paper on
Marko’s contributions and achievements, the
difficulty mentioned in the very first sentence
pales down faced to the impossible task to
write the final words. So much more would be
worth mentioning. Out of the two hundreds and

more publications of the group, obviously, but
also out of an indeterminate amount of mate-
rial left unpublished, unfortunately, stories now
likely to stay forever untold. However, as much
as Markd’s contributions and achievements are,
from a personal perspective, undeniably great,
creative, innovative, when not plain bright, |
may also take the liberty to end up with another
personal note. As one of Pr Marké’s former stu-
dents, I would like to highlight one more major
achievement he made: to give so many of us
a chance, and to take us from naive, ignorant
chemists-to-be to, hopefully, educated scien-
tists and researchers. He did so by teaching us
so much, of course, but far more than that: by
giving us the means and the taste, to never stop
teaching ourselves.

t >~ + Et0.s o
/\&/\/\ ‘02/\",

ABN (0.2eq)
> EtO,C =

benzene, 80°C 91% ©

No 5-exo-trig or 6-endo-trig cyclisation observed.

Scheme 8 — Demonstrating that a a-keto-radical would prefer to react intermolecularly with an electrophilic, electron deficient partner, rather than
intramolecularly, with a more electron rich alkene, even though such radicals were believed to possess electrophilic properties.
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Abstract

Amphidinols are members of a family of marine
toxins that are produced by the microplank-
tonic unicellular organisms Amphidinium kleb-
sii and Amphidinium carterae. It is suggested
that these molecules serve as chemical defence
against other bottom-dwelling organisms, with
which the algae competes for living territory
and nutrition. Amphidinols exhibit a variety
of biological properties, including antifungal,
hemolytic, cytotoxic and ichthyotoxic actions.
The third member of the family, amphidinol 3 1
was discovered in 1996 and is, to date, the only
amphidinol whose three dimensional structure
is fully established (Figure 1). The synthesis of
the C15-C30 domain, as well as the prepara-
tion of the C31-C40 trans-configurated tetray-
dropyran will be discussed throughout this
work.

Key words
Fungicide, Amphidinol, Sterol, Dinoflagellate,
Marine Toxins.

1. Introduction

The fluidity of cell membranes is strongly modu-
lated by the presence of sterols in the phospho-

lipid bilayer [1]. The alcohol residue of the sterol
interacts with the polar head of the phospholip-
ids, whereas the bulky sterane unit prefers to lay
embedded in the hydrophobic fatty-acid moiety
(Scheme 1). Besides influencing the physico-
chemical properties of biological membranes,
sterols can be used by the cell as precursors for
secondary messengers or as building blocks for
fat-soluble vitamins. A plethora of antifungal
agents that are in current medical use, including
amphotericin B and filipin interact in some way
or another with sterols or with sterol metabolism
[2]. Toxicity problems arise when these drugs
exhibit poor selectivity towards ergosterol, the
main sterol component of fungi cell membranes,
compared to cholesterol, the major zoosterol.
Poor selectivity i.e. high cytotoxicity is still one
of the major constraints regarding the clinical use
of compounds exhibiting sterol-dependant anti-
fungal mechanisms.

In the quest to conquer new antifungal com-
pounds, the curiosity of the scientific commu-
nity was attracted by the microalgal dinoflag-
ellates Amphidinium klebsii and Amphidinium
carterae in 1991 [3]. These marine protists pro-
duce around 20 known amphiphilic architectures
exhibiting a variety of biological properties,
including antifungal, antidiatom, hemolytic,

Istvan Marko (1956-2017) !
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ergosterol

>_ Phospholipidic bilayer

cell content

Scheme 1. Representation of a phospholipidic bilayer containing ergosterol. In red: the alcohol residue; in blue: the bulky sterane

cytotoxic and ichthyotoxic actions. These fear-
some natural products were named amphidinols
and amongst them, amphidinol 3 exhibits the
strongest antifungal activities (Scheme 2) [4].
Amphidinol 3 is also the only member whose
three dimensional structure is fully established.

In natural environment, it is suggested that
amphidinols serve as chemical defence against
other bottom-dwelling organisms with which
the producing dinoflagellates compete for living

territory and nutrition. The bioactivities derive
from the disturbance of the arrangement of the
lipid bilayer of the targeted cells [5]. The mem-
brane disrupting properties are dependant and
potentiated by the presence of membrane sterols
[6]. There is reason to assume that amphidinols
bind to the sterol present in the biological mem-
branes. These amphidinol-sterol complexes then
further associate, forming transmembrane pores
of 2-3 nm that lead to leakage of cell content
and eventually to cell death (Scheme 2) [7].

Figure 1. Three dimensional structure of amphidinol 3
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Scheme 2. Sterol dependant pore formation mechanism of amphidinol 3

Due to the intriguing biological properties of
amphidinol 3, combined to the challenging struc-
ture encompassing 25 chiral centres and 10 unsatu-
rations, our group became interested in the chemi-
cal synthesis of this natural product [8]. In this
communication we want to describe chiefly our
efforts towards the total synthesis of amphidinol 3.

2. Retrosynthesis

To ease the synthesis of this complex molecule,
the natural product is dissected into smaller subu-
nits. Scheme 3 highlights our initial disconnec-
tion strategy of amphidinol 3 1. Our retrosynthetic
analysis leads to the polyene 2, the tetrahydropyran
3 and the C1-C42 fragment 4. The synthesis of 2
was already described in our laboratory previously
[9]. The synthesis of tetrahydropyran 3 lies beyond
the scope of this thesis; however, its preparation
can rely on methodologies developed in our labo-
ratory. Upon a few basic steps, epoxide 6 is a logi-
cal precursor of intermediate 4.

We envisioned that subsector 6 could be derived
from triene 7 whose synthesis was described pre-
viously [10], and from the complex fragment 8.
The strategy to establish the C14-C15 junction
would be entirely based upon an approach known
in literature [11], enhancing the chances for its
success. The main goal of this thesis is to assem-
ble the central fragment 8 of amphidinol 3.

3. Results
3.1. Synthesis of the C15-C30 substructure

The synthesis of fragment 8 starts from the
building blocks 9 and 10 that are submitted to a
condensation developed previously in our labo-
ratory (Scheme 4) [12]. The following intramo-
lecular Sakurai condensation (I.M.S.C.) allows
to unify fragment 11 with aldehyde 12 [13].
The eastern lateral chain 14 is then introduced.
After 11 linear operations, the unsaturated com-
pound 15 is isolated in 15% overall yield. Two
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Scheme 3. Retrosynthetic analysis

further operations, including a heterogeneous stage for the original reductive fragmentation
hydrogenation deliver the saturated product 16. that furnishes eventually the entire C15-C30
To complete the sequence, the oxygenated cen- backbone of the natural product (compound
tre in the position C20 is first transformed into  17). A final dihydroxylation installs the remain-
a halogenated equivalent, setting thereby the ing chiral centres in fragment 18.
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3.2. Synthesis of the C31-C40 substructure

With the C15-C30 fragment in hand, we
investigated the synthesis of the C31-C40 tet-
rahydropyran 25 (Scheme 5) [14]. The syn-
thesis of this subunit relies upon an in-house
developed allylation implying allylstananne
19 and aldehyde 20. A few decoration steps
transform the intermediate 21 into the ester
22 that is further submitted to a reductive
allylation protocol [15]. Diene 23 is further
elaborated into dihydropyran 24, lacking
solely the diol functionality in the C35-C36

Bu;Sn

OY
19 k/o

20 “orepPS

N(iPr),

tin allylation
yield: 82%

reductive allylation
yield: 10%

Grubbs'
—_—

position. With the two fragments 18 and 24 in
hand, we became interested in the generation
of the C30-C31 double bond.

3.3. Connection of the C15-C30
and the C31-C40 substructures

The formation of the C30-C31 double bond
with concomitant union of the subunits of type
18 and 24 was studied on the model substrates
20 and 26 (Scheme 6). The results show that this
transformation is possible, but that further opti-
mization is required.

4 steps
I
yield: 73%
B

Scheme 5. Synthesis of the C31-C40 dihydropyran
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Scheme 6. C30-C31 double bond generation as planned on substrates 18 and 24 and on model substrates 20 and 26.

4. Conclusions

There is no doubt that nature is the most skill-
ful and imaginative chemist in natural product
synthesis, stitching together extremely beautiful
molecular architectures. The scientific commu-
nity has recognized the nature as a rich source
of natural products that exhibit extremely pow-
erful medicinal behaviors. In this work, marine
dinoflagellates are used as role models for the
development of new antifungal compounds.
During this thesis, we showed that our approach
is capable to deliver advanced and complex
intermediates of the natural product. Most of the
fragments of amphidinol 3 have been prepared
by our group. However, no efforts could be cen-
tralized around the connection of these subunits
to sew together the final natural product.
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1937-2017 : 80 ans de biodiesel
Hommage a son inventeur
Georges Chavanne

C’est au cours de I’ét¢ 1937 que Georges
Chavanne, professeur de chimie générale et orga-
nique a I’Université libre de Bruxelles, déposa
un brevet sur un procédé de transestérification
d’huiles végétales en vue de leur utilisation
comme carburants dans les moteurs a explosion
ou a combustion interne. Ces travaux consti-
tuent 1I’invention du biocarburant le plus répandu
aujourd’hui : le biodiesel. Un an plus tard, une
ligne de bus entre Bruxelles et Louvain utilisa ce
carburant pendant un test de 20.000 km.

Georges Chavanne est né en 1875 aux Hopitaux-
Neufs, petite commune frangaise du département
du Doubs proche de la frontiere suisse. Il étu-
dia a I’Ecole Normale de 1896 a 1899 et obtint
I’agrégation en science physiques a la Sorbonne
en 1900, a la suite de laquelle il entreprit une
thése en chimie organique sous la direction de
L.J. Simon. Le sujet traité était I’étude de I’acide
isopyromucique. Il présenta sa thése en 1904 et
obtint le titre de docteur en sciences physiques.

Vers la fin de I’année 1905, la chaire de chimie
générale de 1’Université libre de Bruxelles lui
fut confiée. Il ’occupa pres de 35 ans. Durant
cette longue période il exerca une influence des
plus fécondes sur I’enseignement de la chimie.
Il se révéla également un animateur puissant
dans le domaine de la recherche et devint un
chef d’école aimé et respecté.

Histoire de la chimie !



Sa belle carriere de chercheur lui a valu de nom-
breuses distinctions. [’ Académie des Sciences
de Paris lui décerna le prix Cahours et Jecker
tandis que la Classe des Sciences de 1’Acadé-
mie Royale de Belgique le nomma membre
associé. Chavanne fut également un membre
de la Commission Administrative de 1’Institut
Solvay. Appelé a la présidence de la Société
Chimique de Belgique en 1914, il fut maintenu
dans ses fonctions jusqu’en 1921. Il y rendit des
services exceptionnels en parvenant a consoli-
der la situation de la Société quelque peu com-
promise par la guerre de 1914-1918.

En dehors de quelques autres travaux, 1’ceuvre
scientifique de Chavanne se rattache essentiel-
lement a trois domaines distincts : 1’étude des
hydrocarbures et des combustibles, celle de
I’isomérie éthylénique et I’oxydation spontanée
des hydrocarbures.
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Le 28 juillet 1937, il déposa une demande de
brevet qui lui fut accordé le 31 aoht 1937 sur un
« Procédé de transformation d’huiles végétales
en vue de leur utilisation comme carburants ».

Les huiles végétales, que 1’on a tenté d’utiliser
a I’époque comme carburants lourds dans les
régions tropicales qui les produisent, présen-
taient un certain nombre de désavantages tels
que leur acidité, leur solidification aisée, leur
haute viscosité et leur faible volatilité.

Linvention décrit un procédé de transforma-
tion (appelé aujourd’hui « transestérification »)
des huiles végétales en présence d’éthanol (ou
de méthanol) en esters éthyliques (ou méthy-
liques) correspondants et glycérol. Les esters
ainsi obtenus présentent une acidité nulle, ne se
solidifient pas aux températures les plus basses
relevées aux altitudes modérées dans les régions

La transestérification est un procédé qui consiste a traiter un ester avec un alcool (différent de celui
qui constitue I’ester de départ) afin d’obtenir un nouvel ester par échange des alcools (figure 1).

Equation de réaction de transestérification

La réaction de transestérification, catalysée par des acides ou par des bases, est une réaction
d’équilibre. Cet équilibre est déplacé vers la droite, soit par I’utilisation d’un exces d’alcool 2,
par I’élimination du milieu réactionnel de I’ester 3 et/ou de 1’alcool 4 formés, ou par 1’obten-

tion d’un ester 3 plus stable.

C%:(GHP.)M ~ COH + HOQ,H, == CHs—(CHa)M—-COEGzﬂs + Hy0.
_ c{{;‘;—oco* (CH, ) 14~ CHg ‘ CH, 0H
GfI‘OGO"(CHa)M:GHa + 8 HOGH, == CHOH +

CHy~0C0~(CH,, ) ;~CH = CH—CH,, ) p=CHy

Cé[z 0H

3_GH3—(0H2) 14—#C05~C5 Hg +'(.".1_‘-15,;-(GHQ),,,---(:H%GP:—((:%Hz),7--603--(:}3 Hg

La figure 2, extraite du brevet belge 422,877, illustre la transestérification de I’huile de palme par 1’éthanol. La premiére équation est celle de I’estérification
de I’acide palmitique par de 1’alcool éthylique qui donne lieu a la formation de palmitate d’éthyle et d’eau tandis que la deuxiéme équation décrit la
transestérification de I’oléodipalmitine (triglycéride) pour donner du glycérol, du palmitate d’éthyle et de I’oléate d’éthyle.



1937-2017 : 80 ans de biodiesel. Hommage a son inventeur Georges Chavanne

tropicales et ont une viscosité similaire a celle
des carburants lourds de pétrole a leur tempé-
rature d’utilisation. Ils présentent également
une volatilité notable, et sont capables de se
transformer totalement en vapeur dans un inter-
valle de température étroit sans laisser de résidu
appréciable.

Le carburant obtenu par ce procédé présente
donc non seulement des avantages certains par
rapport aux huiles végétales utilisées directe-
ment comme carburant, mais son emploi pour-
rait également présenter un intérét par rapport
aux carburants lourds de pétrole qui ont une
composition complexe et ne distillent que dans
un large intervalle de température.

Une premiere application pratique de [’'utili-
sation de ce nouveau carburant fut réalisée en
Belgique en 1938 et publiée dans le Bulletin
Agricole du Congo Belge en 1942. A cette
époque, le Congo était le premier producteur
d’huile de palme, principalement utilisée par
I’industrie du savon et des huiles naturelles en
Europe. Lidée était d’évaluer la possibilité d’uti-
liser du biodiesel d’huile de palme localement
au Congo (transport routier et naval, production
d’¢électricité) mais également dans un climat
plus froid comme celui de la Belgique. Le test
consista a comparer les performances de deux
bus identiques de la ligne Bruxelles-Louvain,
I’un alimenté par le pétrodiesel conventionnel
et ’autre avec du biodiesel d’huile de palme. Le
test fut réalisé sur une distance de 20.000 km
en septembre et octobre 1938. Les conclusions
de I’essai s’avérerent positives, avec méme un
avantage supplémentaire pour le biodiesel a I’ex-
ception de son comportement aux températures
inférieures a 9°C. Ce dernier résultat démontra
I’inadéquation du diesel a base d’huile de palme
dans I’environnement nord européen.

La seconde guerre mondiale mit fin a ces
recherches et dans la période de 1’aprés-guerre,
les combustibles fossiles a bas prix prirent le
devant de la scene, repoussant les énergies
renouvelables hors du marché.

Il fallut attendre quelques décennies pour que
I’intérét pour ce carburant alternatif renaisse,
motivé non seulement par un souci d’approvi-
sionnement en énergie mais également dans une
optique de protection de 1’environnement.

Georges Chavanne décéda a Bruxelles le 29
juillet 1941.

Qu’il soit reconnu ici I'importance de cette
invention non relatée dans les biographies
écrites a son sujet, invention d’actualité qui
s’inscrit dans une logique de développement
durable, d’économie circulaire et de bioécono-
mie.

Chavanne G. Brevet belge 422, 877, 31 aott 1937
Van Den Abeele M. Bulletin agricole du Congo belge, 1942, 33, 3-90

Wuyts H. Florilege des Sciences en Belgique, vol 1, 1968, 375-384, Académie
Royale de Belgique Classe des Sciences

Duclaux J. Bulletin de la Société chimique de France, 1942, 11-12, 845-849
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Signalisation calcique
et invasion bacterienne

Résumé

Dans la plupart des cellules vivantes, ['ion Ca**
est utilisé comme un signal : en réponse a une
stimulation externe, sa concentration augmente,
ce qui induit une ou plusieurs réponses physio-
logiques. Loin d’étre monotone dans le temps
et dans l’espace, cette augmentation de Ca’*
se fait le plus souvent sous la forme d’oscilla-
tions répétées, chaque pic correspondant a la
propagation d’'une onde de Ca’* dans la cellule.
Observations expérimentales et modélisation
ont permis de comprendre le mécanisme res-
ponsable de cette organisation. Limportance
physiologique de ces oscillations et ondes
est particulierement frappante dans certains
cas d’invasions bactériennes, ou les bactéries
modifient [’organisation spatio-temporelle de
la dynamique calcique de la cellule hote. Cette
usurpation permet aux pathogenes d utiliser le
signal Ca’* généré par la cellule envahie a leur
propre profit, pour favoriser par exemple leur
propre prolifération et dissémination.

Keywords
Calcium signalling, spatio-temporal organiza-
tion in cell biology, Shigella

Abstract

In most living cells, Ca’** ion is used as a
signal : in response to an external stimulation,
its concentration increases, which induces one
or several physiological responses. This Ca’*
increase is not monotonous in time and space,

but rather occurs in the form of repetitive oscilla-
tions, each peak corresponding to the propaga-
tion of a Ca’* wave within the cell. Experimental
observations and modelling allowed the unders-
tanding of the mechanism responsible for this
organisation. The physiological importance
of these oscillations and waves is striking in
some cases of bacterial invasion, when bacteria
modify the spatio-temporal organisation of Ca’*
dynamics in host cells. This usurpation allows
pathogens to use Ca’* signals generated by the
invaded cells to their own profit, to promote
their proliferation and dissemination.

1. Introduction

Le corps humain contient environ 1300 g de
calcium, dont ~99% sont stockés dans les os,
~0.1% se trouvent dans le fluide extracellulaire
et ~1% a Dintérieur des cellules. Ces 13 g de
Ca*" intracellulaire jouent un role vital, car cet
ion est I’'un des messagers intracellulaires les
plus importants. Il contrdle en effet une multi-
tude de fonctions physiologiques. Par exemple,
il est indispensable au processus d’excitation-
contraction dans les cellules musculaires, et
d’excitation-sécrétion dans les synapses des
neurones. Il contrdle I’exocytose et le transport
de fluides dans les cellules exocrines, la reprise
du cycle cellulaire a la fécondation dans les ovo-
cytes, ainsi que la régulation génétique, la diffe-
rentiation ou le mouvement dans tous les types
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cellulaires. Certains pathogenes usurpent méme
la signalisation calcique des cellules-hotes a
leur propre profit, par exemple pour favoriser
leur propre prolifération et dissémination.

Afin d’utiliser le Ca?* comme signal, les cel-
lules maintiennent un gradient de concentration
important entre le milieu extracellulaire (~1mM)
et le milieu intracellulaire (~0.1uM). De méme,
des organites intracellulaires tels que le réticulum
endoplasmique et les lysosomes ont une concen-
tration €levée en Ca®'. Dés lors, n’importe quelle
ouverture d’un canal Ca?', qu’il soit localisé
dans la membrane plasmique ou dans la mem-
brane d’un organite, provoque une augmentation
rapide de la concentration en Ca** dans le cyto-
plasme de la cellule ([Ca*] ). Grace a I'intensité
¢levée de ce gradient, I’ouverture ou la fermeture
de quelques canaux calciques modifie considé-
rablement et rapidement la [Ca®]. Mais cette
flexibilité a un prix : le maintien de ce gradient
nécessite une dépense constante d’énergie bio-
chimique, sous la forme de I’hydrolyse d’ATP
nécessaire a ¢liminer le Ca’" du cytosol.

Le maintien d’une faible concentration en Ca**
cytosolique est toutefois indispensable a la sur-
vie de la cellule. En effet, une concentration éle-
vée et soutenue menerait a la précipitation des
phosphates, phénomene toxique pour la cellule.
De plus, alors que des élévations temporaires de
la [Ca*7]_ sont indispensables a la signalisation
cellulaire, des concentrations ¢élevées et prolon-

gées participent a I’induction et I’exécution de
I’apoptose, processus de mort programmeée par
lequel les cellules se détruisent elles-mémes. A
ce titre, le Ca*" est souvent considéré comme un
signal de « vie et mort » [1].

Dans la grande majorité des types cellulaires,
la stimulation de la cellule par une hormone
ou un neurotransmetteur induit donc des aug-
mentations répétées et transitoires de la [Ca*’]
. dont un exemple dans des cellules de foie est
donné dans la Fig. 1 [2]. Ces oscillations de
calcium activent une réponse physiologique
dont DI’intensité est généralement proportion-
nelle a leur fréquence. De plus, chaque pic est
organisé¢ dans I’espace, puisqu’il correspond a
la propagation d’une onde de calcium, se propa-
geant dans la cellule a une vitesse de 1’ordre de
quelques dizaines de microns par seconde (Fig.
1). Cette organisation spatio-temporelle corres-
pond a une structure dissipative pouvant se pro-
duire dans un systeme ouvert, loin de I’équilibre
thermodynamique et soumis a des lois d’évolu-
tion suffisamment non-linéaires telles que celles
qui décrivent les processus biochimiques et de
transport a I’intérieur d’une cellule [3,4].

Avant de s’intéresser plus longuement aux
mécanismes moléculaires permettant cette
signalisation calcique finement régulée, on peut
se demander pourquoi 1’évolution a sélectionné
précisément 1I’ion Ca?* pour remplir ce role. Bien
qu’il n’y ait évidemment pas de réponse défini-

Figure 1 : Oscillations et ondes de

Ca’* cytosolique dans des hépatocytes
stimulées par de la vasopressine (Vp). Le
panneau de gauche montre I’évolution

temporelle de la concentration en Ca*

ey

Vp 0.1nM

cytosolique moyennée sur I’ensemble de
la cellule. Le panneau de droite permet

de voir la propagation spatiale d’un pic.
A cette concentration de Vp, le Ca**
augmente uniquement dans la cellule

du bas. L’intervalle de temps entre deux
images successives est de 0.8s, sauf pour
la derniére image qui correspond a la
situation 20s aprés ’avant-derniére image.
On voit que le phénomene de propagation
d’onde est périodique et que le site
d’initiation reste le méme. Données de L.
Combettes [12]

* i = 200nM

-

A[Ca

1 min




tive a cette question, on peut émettre quelques
hypotheses [5]. Les cations les plus abondants
dans les organismes vivants sont ceux présents
dans ’eau de mer, a savoir le Na*, K*, Ca*" et
Mg?". Les cations monovalents sont moins bien
adaptés comme signaux, car ils forment généra-
lement des liaisons relativement peu stables avec
les protéines. Dans cette optique, on comprend
que le Na" et le K* soient utilisés par les neu-
rones pour controler le potentiel membranaire,
mais pas comme signaux chimiques en tant que
tels. Reste donc la question des « avantages » du
Ca?" par rapport au Mg**. Une différence essen-
tielle entre ces deux ions est leur rayon, plus
important pour le Ca?". La structure électro-
nique de ce dernier permet un nombre de coor-
dination variable, ce qui n’est pas le cas pour le
Mg?". Ces deux différences permettent au Ca*
de fixer un plus grand nombre de substrats, et
ce, de maniere thermodynamiquement et cinéti-
quement plus favorable. Enfin, il est intéressant
de mentionner que le Ca’" a une forte affinité
pour les groupements carboxylates, alors que le
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Mg?*" a tendance a préférer les ligands azotés. Vu
I’abondance de groupements carboxylates dans
les cellules, cette différence pourrait ¢galement
expliquer pourquoi 1’évolution aurait favorisé
I’utilisation du Ca*" plutot que du Mg* comme
messager biochimique [5].

2. Mécanisme responsable des oscillations
et des ondes de Ca*

Dans les cellules ¢lectriquement non exci-
tables, les oscillations de Ca** sont dues a un
échange périodique de Ca*' entre le cytosol
et le réticulum endoplasmique (RE). Lorsque
I’hormone stimulante se fixe sur son récepteur
extracellulaire, elle active indirectement la
synthése d’inositol 1,4,5-trisphosphate (IP,),
une molécule soluble qui va a son tour se fixer
sur un autre récepteur localisé dans la mem-
brane du RE. Ce récepteur est en méme temps
un canal calcique, qui s’ouvre suite a la liaison
d’IP, (Fig. 2). Puisque la concentration en Ca**

Equation d’évolution pour le Ca?* cytosolique:

d[Ca®*],
dt

@ Montée lente de [Ca?*],, suite 3 'augmentation de [IP,]
@ Montée explosive de [Ca?*], (activation rapide des récepteurs a I'lP,)

@ Fernreture des récepteurs a I'lP5, par inactivation lente.
Le Ca?* est transporté activement dans le RE.
@Récupération lente du récepteur a I'lP,.

= k(b + IR)([Ca**]gg — [Ca?*]c

NP s
ATP TCa™ 12 + K

Equation d’évolution pour la fraction de récepteurs a I'lP, inhibés: % = k,[CaZ*] Kact
t

K&+ [capa O~ R ki

[IP3]3 [Caz-{-]m!
[UP.)® + K* K% + [Ca?*|"a

ou IR =(1-Ry)

Figure 2 : Mécanisme moléculaire responsable des oscillations de Ca®". La rangée supérieure montre les phénoménes de transports et de régulations qui sont a la

base des oscillations, ainsi que la séquence temporelle des différents processus. Le phénomene peut étre décrit par des équations différentielles pour la concentration
en Ca* cytosolique et la fraction de récepteurs a I'TP /canaux calciques inhibés. L’intégration numérique de ces équations reproduit des oscillations telles que celles

observées, pour des valeurs appropriées des parameétres cinétiques [6].
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est bien plus ¢élevée a I’intérieur de cet orga-
nite que dans le cytosol, la liaison d’IP, sur son
récepteur induit une augmentation massive de
Ca*" dans le cytosol. De plus, I’activité de ce
récepteur-canal est sensible a la concentration
en Ca*" dans le cytosol. De faibles concentra-
tions 1’activent, ce qui correspond a un proces-
sus autocatalytique permettant I’augmentation
fulgurante de [Ca*"]_qui correspond a la phase
ascendante du pic. Des concentrations ¢levées
de [Ca®'] , de I’ordre de 1 uM, ont cependant
un effet inhibiteur sur ce récepteur-canal, qui se
referme relativement lentement. L’activité des
pompes de Ca?* consommant de I’ ATP permet
alors le retour vers 1’état basal de [Ca*] . A ce
stade, le récepteur a I’IP, n’est plus inhibé, il
peut se rouvrir et le cycle recommence. Des
oscillations sont donc maintenues tant que le
niveau d’IP, dans la cellule est suffisant. Ce
mécanisme simple est tres largement répandu,
méme si des régulations supplémentaires
modulent spécifiquement ces oscillations dans
les différents types cellulaires.

Ces processus de transports de Ca*" et leurs
régulations peuvent étre décrits par deux équa-
tions différentielles décrivant les évolutions
de la [Ca®']_ et de la fraction de récepteurs a
I’IP, inactifs (R,), c’est-a-dire qui ont €té inhi-
bés par des concentrations ¢levées en Ca**. Les
différents termes qui apparaissent dans ces
équations prennent en compte les caractéris-
tiques cinétiques et les décrivent selon les lois
classiques de la cinétique enzymatique. Dans
la description mathématique, on tient égale-
ment compte des différentes échelles de temps
caractérisant le phénomene. Au niveau de la
dynamique de régulation du récepteur a I'IP,
par exemple, les activations par I’IP, et le Ca**
sont beaucoup plus rapides que 1’inhibition par
le Ca?". D¢s lors, on peut considérer que les
processus d’activation se mettent « instanta-
nément » a I’équilibre, et décrire uniquement
I’évolution de 1’inhibition. Cette hypothese
tres répandue — hypothese de quasi-stationna-
rit¢ — permet de remplacer les équations dif-
férentielles pour les variables les plus rapides
par des équations algébriques, ce qui réduit le
nombre d’équations différentielles et simpli-

fie donc considérablement I’étude du systéme.
Les solutions des deux équations différen-
tielles de la Fig. 2 reproduisent non seulement
les oscillations de [Ca*']_telles qu’elles sont
observées, mais également leurs principales
caractéristiques. Par exemple, la fréquence
des oscillations simulées augmente bien avec
la concentration en IP,, comme on I’observe
expérimentalement [6].

Cette description du phénomene n’inclut pas
les aspects spatiaux et ne permet donc pas d’ap-
préhender les ondes de calcium. Toutefois, sans
rentrer dans les détails, on peut comprendre
celles-ci sur base des mémes régulations que
celles qui donnent naissance aux oscillations.
Laugmentation de la concentration en IP, se
produit souvent localement dans la cellule,
la ou se trouvent la majorité des récepteurs
extracellulaires a ’hormone. De plus, la dis-
tribution des récepteurs a I’IP, est €également
polarisée. A cause de ces deux facteurs, le Ca**
augmente souvent en priorité en un point par-
ticulier de la cellule. Le Ca** libéré localement
du RE va ensuite diffuser vers des régions voi-
sines, et, en synergie avec I'IP,, induire la libé-
ration de Ca®" depuis le RE localisé dans des
régions voisines. Ainsi, de proche en proche,
le Ca*" va étre libéré dans toute la cellule, par
un mécanisme de propagation active (Dupont
et al., 2016). Ce mécanisme est nécessaire. En
effet, comme le Ca®" se lie avec une forte affi-
nité a de trés nombreuses molécules présentes
dans la cellule, son coefficient de diffusion
dans le cytosol est petit (environ 20 fois plus
petit que dans I’eau). Cette diffusivité réduite
exclut un mécanisme de propagation passive.
Du point de vue de la modélisation, pour tenir
compte des aspects spatiaux, il faut remplacer
les équations différentielles ordinaires par des
équations différentielles partielles, puisque les
concentrations varient avec le temps et 1’es-
pace. La diffusion peut, en premiere approxi-
mation, &tre décrite par un terme de Fick.
La valeur du coefficient de diffusion du Ca?*
dans le cytoplasme est de I’ordre de quelques
dizaines de microns? par seconde [7].



3. Signalisation calcique et infection
par la bactérie Shigella

Shigella est une bactérie qui envahit les cellules
intestinales et induit une réponse inflammatoire
importante, responsable de la destruction mas-
sive de DI’épithélium intestinal. La shigellose
est la maladie diarrhéique la plus répandue et
la plus mortelle. En manipulant les composants
du cytosquelette, les effecteurs bactériens de
Shigella activent la polymérisation de ’actine
et induisent une ondulation membranaire, ini-
tiant une séquence de processus aboutissant a
la dissémination bactérienne. Il apparait de plus
en plus clairement que la signalisation calcique
joue également un role clef dans cette pathogé-
nese, en affectant non seulement la réorganisa-
tion du cytosquelette, mais aussi 1’expression
enzymatique et 1’apoptose. D’autres bactéries
sont également connues pour provoquer une
augmentation spécifique de la [Ca*] dans les
cellules qu’elles envahissent. C’est le cas par
exemple de Listeria monocytogenes, d’Helico-
bacter pylori ou de Campylobacter jejuni [8].

Dans tous les cas mentionnés, les augmenta-
tions de Ca*" induites par la bactérie reposent
sur le méme mécanisme que celui décrit plus
haut, impliquant la libération de Ca®" depuis le
RE. Dans le cas de Shigella, il est bien établi
que la synthese d’IP, est induite par I’injection
de ’effecteur bactérien de type III [9]. Les aug-
mentations de Ca** peuvent étre observées des
les premicres minutes qui suivent 1’injection
des effecteurs bactériens dans la cellule-cible.
En collaboration avec Guy Tran Van Nhieu
(College de France, Paris) et Laurent Combettes
(Universit¢ de Paris-Sud, Orsay), nous étu-
dions les différents types de réponses calciques
induites par la bactérie [10,11]. En particulier,
nous essayons de comprendre par quel méca-
nisme les augmentations calciques restent le
plus souvent localisées au site d’invasion bac-
térienne, alors qu’aucune barriere « physique »
n’empéche la diffusion du Ca** dans le reste du
cytoplasme de la cellule envahie. Un ensemble
de résultats expérimentaux indiquent que trois
facteurs participent a cette localisation de la
réponse calcique au site d’invasion: une syn-
these accrue d’IP,, un changement des proprié-
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tés de diffusion, di a la réorganisation du cytos-
quelette et une accumulation des récepteurs a
I’IP,. Toutefois, les importances respectives de
ces trois facteurs sont difficiles, sinon impos-
sibles, a évaluer expérimentalement. La modé-
lisation permet de répondre a cette question en
faisant varier ces trois facteurs un a un. En effet,
chacun correspond a un parametre du modele,
pour lequel une valeur différente peut étre assi-
gnée dans le cytosol et au site d’invasion. Le
taux de synthese d’IP, correspond a la vitesse
maximale de la phospholipase C, enzyme res-
ponsable de 1’hydrolyse du phosphatidyl-ino-
sitol-4,5 diphosphate en IP, et diacyl-glycerol.
L estimation des coefficients de diffusion en cel-
lules intactes est techniquement assez difficile.
Celui de I'IP, a ét¢ évalué a environ 230 um*/s
[7]. En utilisant la technique de FRAP, nos col-
laborateurs ont pu estimer que I’ATP diffuse
~1.6 fois moins vite au sein du site d’invasion
que dans le reste du cytosol. Etant donné que
I’ATP et I’IP, ont des poids moléculaires simi-
laires, on peut estimer que les diminutions de
diffusion d’ATP et d’IP, entre les deux régions
de la cellule sont a peu pres les mémes. Il va de
soi que la diffusion du calcium est également
affectée, mais étant donné la faible diffusivité
de cet ion dans la cellule, sa modification a peu
d’impact. Enfin, la densit¢ des récepteurs a I’IP,
est directement incluse dans un parametre du
modele représentant le flux maximal de Ca*" a
travers les récepteurs a I’IP,. Ce paramétre a éte
multiplié par trois au site d’invasion, en accord
avec les observations. Comme illustré a la Fig.
3, la prise en compte de ces trois facteurs per-
met de reproduire le confinement (relatif) des
réponses au site d’invasion. Les simulations
indiquent également que la diffusion restreinte
de I’IP, joue un réle prépondérant dans la locali-
sation des réponses calciques.

Une fois le modele théorique établi, 1’étude de
son comportement permet a la fois de vérifier
son accord avec des expériences effectuées dans
différentes conditions et de faire des prédic-
tions. Par exemple, le mode¢le a été validé par sa
capacité a reproduire des observations faites sur
des cellules infectées par une souche mutante de
la bactérie. Chez ce mutant, I’appareil d’injec-
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Figure 3 : Augmentations de Ca*" localisées au site d’invasion lorsque Shigella envahit une cellule épithéliale. En haut, la
concentration en Ca*" augmente au site d’invasion (fléche rose) mais pas a I’autre extrémité de la cellule (fléche verte). En bas,
simulations de la réponse calcique en tenant compte des spécificités observées du site d’invasion par rapport au reste de la cellule.
Les panneaux de droite montrent I’évolution temporelle de la concentration en Ca** au site d’invasion (courbes rose et rouge)

et a I"autre extrémité de la cellule (courbes verte et bleue), dans les expériences (haut) et dans les simulations (bas). Données
expérimentales de G. Tran Van Nhieu et L. Combettes [10,11].
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Figure 4 : Prédictions théoriques du caractere plus régulier de la dynamique calcique aux temps longs (15 min aprés I'invasion) lors de
I’invasion d’une cellule par une bactérie mutante (IpgD™") par rapport & une invasion par la bactérie de type sauvage. Les courbes rouges
correspondent au type sauvage et les courbes bleues, au mutant. La rangée supérieure montre des résultats de simulations numériques et la

rangée du bas des observations expérimentales. Pour ces derniéres, on montre 1’augmentation de fluorescence de I’indicateur calcique [11].



tion ne contient pas la phosphatase IpgD. Pour
des raisons non encore totalement élucidées, ces
bactéries induisent une réorganisation moindre
du réseau d’actine (d’ou une moins grande
modification des propriétés de diffusion au site
d’invasion), une synthese accrue d’IP, et une
plus grande accumulation de recepteurs a I’IP,
au site d’invasion que le type sauvage. En tenant
compte de ces différences entre les deux types
de bactéries, le modele reproduit 1’observation
que la souche mutante induit moins de réponses
localisées que le type sauvage. Une proportion
plus importante des réponses calciques induites
par la bactérie se propage dans I’ensemble de
la cellule infectée. De maniére intéressante,
le modéle suggere que lorsqu’on s’intéresse a
I’évolution de la [Ca*"]_ a des temps ultérieurs
(15 min apres I’injection des effecteurs, au lieu
des quelques premicres minutes considérées
précédemment) 1’allure des oscillations de Ca*
differe drastiquement selon que ces dernieres
ont été induites par le type sauvage ou par la
souche mutante. Comme montré dans le haut
de la Fig. 4, le modele prédit 1’existence d’os-
cillations nettement plus prononcées dans le
cas du mutant (courbe bleue) que pour le type
sauvage (courbe rouge). Cette prédiction théo-
rique a ensuite été validée expérimentalement
(panneaux du bas de la Fig. 4), en mesurant
les concentrations en Ca?* induite par les deux
types de bactéries dans une lignée de cellules
épithéliales, a partir de 15 min apres 1’ajout des
bactéries dans le milieu.

4. Conclusion

Grace a un petit nombre de canaux calciques
dont I’activité est tres régulée, les cellules uti-
lisent la concentration intracellulaire en Ca**
comme un signal qui contrdle une pléthore de
phénomenes physiologiques vitaux. Les varia-
tions de [Ca*']_prennent I’allure d’oscillations,
dont le mécanisme repose sur un processus
d’activation-inhibition d’un canal calcique par
le Ca?" lui-méme. Vu le caractére hautement
dynamique et non-linéaire de ce processus,
la modélisation est un complément précieux
aux approches expérimentales. En particulier,
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elle permet de clarifier la maniére par laquelle
la bactérie Shigella favorise son processus
d’invasion en manipulant la dynamique cal-
cique des cellules épithéliales qu’elle enva-
hit. A long terme, on peut espérer que 1 utili-
sation de drogues agissant au niveau des flux
calciques pourrait permettre d’interférer avec
cette manipulation et réduire la dissémination
bactérienne.
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