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SYNTHESE ET ETUDE COMPAREE
DES PROPRIETES COMPLEXANTES
DE DERIVES DE L'ACIDE METHYLENE
DIPHOSPHONIQUE

M. ETIENNE?, P. RUBINIY, J. BESSIERE?, A. WALCARIUS?,
C. GRISONE et PH. COUTROT®"

9Laboratoire de Chimie Physique pour I'Environnement, UMR 7564 CNRS,
bLaboratoire de chimie physique organique et colloidale et “Laboratoire de Chi-
mie Organique II, UMR 7565 CNRS, Institut Nancéien de Chimie Moléculaire, FR
CNRS 1742, Université Henri Poincaré, Nancy I, BP 239, 54506, Vandoeu-
vre-lés-Nancy Cédex, France

(soumis le 23 juiller 1999 ; accepté le 14 septembre 1999)

Two original acid derivatives of methylene diphosphonic acid (MDP) with two inequivalent
phosphorus atoms have been synthesised: [(thiophosphonato)-methyl] phosphonic acid,
(MDPS), and [(isopropylamido phosphonato)-methyl] phosphonic acid, (MDPN). A poten-
tiometric study allowed to define the stoechiometry of the complex formed between MDP
and magnesium (II) in alcaline medium and a 3Ip NMR study proved the dissymetric struc-
ture of this MDPMgz" complex. The displacement of the coordination equilibrium between
Black Eriochrome T and magnesium (I1) permitted to compare the coordination strength of
MDP, MDPS and MDPN with the cation Mg?*.

Keywords: methylene diphosphonic acid; magnesium (II); [(thiophosphonato)-methyl] phos-
phonic acid; [(isopropylamido phosphonato)-methyl] phosphonic acid; alkylidene diphos-
phonic acid

INTRODUCTION

La modulation des propriétés complexantes du motif méthyléne diphos-
phonique vis-a-vis de cations alcalinoterreux, par introduction de substi-
tuants différents sur les atomes de phosphore, est trés peu décrite & notre
connaissance et parait donc intéressante a ce titre compte tenu des nom-

* Correspondance auteur.
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breuses applications existantes de l'acide méthyléne diphosphonique
(MDP) et de certains de ses dérivés substitués sur le carbone médian,
comme l'acide 1-hydroxyéthane-1,1-diphosphonique (HEDP ou etidro-
nate), l'acide dichlorométhyléne-diphosphonique (chlorodronate) ou
l'acide 3-amino-1-hydroxypropane-1,1-diphosphonique (ADP ou pami-
dronate)l‘s.

Ayant récemment décrit une méthode générale d'acces & des composés
méthylénediphosphorylés, présentant notamment un des deux atomes de
phosphore chiral avec des substituants variés (R, OR, SR, NR,,
-Asp-OMe), il devient maintenant utile de pouvoir évaluer de fagon pré-
cise les propriétés complexantes de ces nouveaux produitsg’m.

Nous présentons ici nos premiers résultats combinant plusieurs appro-
ches analytiques pour I'étude de la complexation du cation Mgz* en milieu
aqueux par deux dérivés simples (MDPN et MDPS) de I'acide méthylene
diphosphonique (MDP) pris comme modeles (schéma I). Le but ultérieur
est d'utiliser ces méthodes pour mesurer le pouvoir complexant d'autres
molécules de ce type mais plus difficile d'acces, notamment vis-a-vis de
Mg2+, afin d'obtenir un guide dans la recherche rationnelle d'analogues di-
ou triphosphorylés nucléotidiques dont le mécanisme d'action suppose la
complexation préalable du motif di- ou triphosphoryl€ par Mg?* (analo-
gues d’ADP ou d'ATP)!!~!4, Cette recherche est également I'amorce de la
description de toute une gamme de molécules diphosphorylées a pouvoir
complexant modulé pour l'extraction sélective ou le transport de cations
métalliques en milieu aqueux.

HO_ CH,_ OH HO_ CH;_ OH

HO™ || i~ OH HO || I~ OH
0] 0 S 0]
MDP MDPS

HO\ CH;_ OH
HO™ || I~ NHiPr
0 o)

MDPN
SCHEMA 1
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RESULTATS ET DISCUSSION

Préparation de MDP, MDPS et MDPN

Les esters diphosphorylés, 5b et Sc sont d'abord préparés (Schémas II
et II1) puis sont déprotégés dans un second temps en sels de sodium 9b et
9¢ des acides MDPS et MDPN correspondants (Schéma IV).

Bien que I'acide 9a (MDP) soit disponible dans le commerce, la prépara-
tion en a été réalisée a titre de modele par la m&€me voie d'acces que celle
conduisant 2 9b'>. La méthode consiste 2 traiter respectivement le méthyl-
phosphonate de diéthyle 1a (X = O, R = Et) ou le méthyl thiophosphonate
de diméthyle 1b (X =S, R = Me) par deux équivalents de LDA a -78°C
dans le THF. Le chlorure diéthylphosphonique 3 est alors ajouté au carba-
nion phosphonate 2a (X =0, R=Et) ou 2b (X =S, R =Me) a -78°C. Ce
dernier substitue I'atome de chlore de 3 et conduit, sous l'influence de
'exceés de LDA présent dans le milieu, au carbanion lithien, 4a ou 4bselon
le cas, dérivé du composé méthyléne disphosphorylé attendu. Le composé
méthylenediphosphorylé 5a (78 %) ou Sb (80 %) est obtenu apres hydro-
lyse.

OEt
c-p<
. RO, CH OEt
RO, LDA, 2 é RO, \ O ~ ~
~ » & €Q. N !l 3 o e P/
p-CH; ———» P—CH,Lif, —————» ~
RO”) JgCc—> 200C |ROTH ° -78°C ROI,IZ o oH
X THF X THF s g
1a-1b 2a-2b 4a-4b

11{20

R0\ CH, OE

RO el
X o}
Sa-5b
SCHEMA Il

La préparation de Sc se fait par la méthode d'alkylidene diphosphoryla-
tion de nucléophiles que nous avons récemment décrite'© (schéma I11) qui
s'inspire de la précédente méthode, mais qui utilise le dichlorure éthyl-
phosphonique 6 comme électrophile, et qui tire parti de I'atome de chlore
présent dans I'intermédiaire 7 pour que ce dernier puisse étre substitué par
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réaction avec l'isopropylamine alors ajoutée au milieu réactionnel. Le pro-
duit Sc est ensuite obtenu aprés hydrolyse avec un rendement global de
88 %.

cl
EO_ nBuLi, 2 é <") a BO_ EO_
—CH __'4
FJO/|| 3 aoc |:ED/P'CH2§ 8°C(1 éq.) BO/II I/ w/rCH‘l
\Qu"o 0 1éq.
1a(2¢q.) 23(2¢q) 7 léq
1. iPrNH,/THF
-78°C— 20°C
2.H,0
BO_ _cH, _OH
|
BO7 | I NHiPr
o o}
Sc
SCHEMA III

La déprotection des esters méthylénediphosphorylés 5a-5¢ a ensuite été
étudiée par réaction avec Me;SiBr suivie de méthanolyse'® (Schéma IV).

iBr Me;SD
sa.sp McSIBr SN o CHy_, -OSMes  MeOH (X-0) CH, OB
CICH,CH,Cl Me;S07 i I0SMe; oy MeONa/MeOH Bo’ i i~oB
X o o
(X=8)
8a-8b
92 (X =0,B=H)
9b (X =S,B=Na)
Me,SiBr MeSO cq, _OSMe; NaO_  _CH, _ONa
s ' MeONa/MeOH 2.
Et;N Mc;SD/r f,/pr, — ~ NaO” I” r/
CICH,CH,Cl Y
8¢ 9%
SCHEMA IV

Avec 5a la réaction est connue et ne pose aucun probleéme. Elle se fait
dans le 1,2-dichloroéthane comme solvant, en utilisant un léger exces de
Me;SiBr. Apres 3 heures d'agitation 2 température ambiante le méthyle-
nediphosphonate de tétratriméthylsilyle 8a est obtenu & 100 %. La réaction
est suivie par RMN 3'P et est considérée comme terminée quand le signal
4 17,0 ppm de Sa a totalement disparu au profit du signal 4 2,0 ppm carac-
téristique du méthyleénediphosphonate de tetraméthylsilyle 8a (X = O). La
méthanolyse ultérieure est ensuite réalisée en 16 h de réaction a tempéra-
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ture ambiante. L'acide méthyleéne diphosphonique 9a est alors obtenu par
simple évaporation sous pression réduite des sous-produits silylés volatils
et du méthanol. La pureté du produit brut évaluée en RMN 31p est excel-
lente (>98 %). Le rendement global obtenu en acide méthyléne diphospho-
nique 9a évalué a partir du méthylphosphonate de diéthyle 1a de départ est
de 69 %.

Les déprotections de 5c et de 5b sont en revanche plus difficiles. La
liaison P-N de 5c est en effet fragile et est coupée assez facilement en
milieu acide. Il est donc nécessaire dans ce cas d'effectuer la silylation en
présence d'un large exces de triéthylamine. Dans ces conditions la réaction
devient plus longue. Environ 170 heures & température ambiante sont
nécessaires pour que les signaux de Sc¢, en RMN 3lp, qui se situent respec-
tivement 2 19,1 ppm et 19,0 ppm sous forme de doublets (J = 18 Hz), dis-
paraissent au profit de deux signaux, également sous forme de doublets,
centrés respectivement & 12,0 ppm et & —1,0 ppm (J = 11 Hz) caractéristi-
ques du produit silylé 8¢ (X = O, A = NHiPr). La désilylation est rapide
(1h a température ambiante) mais doit étre effectuée en milieu basique, par
le méthylate de sodium pour éviter toute dégradation du produit formé.
Dans ces conditions le sel trisodique 9c précipite dans le milieu réaction-
nel et est facilement récupéré par centrifugation (53 % a partir de 5¢, 47 %
global a partir de 1a).

La molécule Sb est stable en milieu acide et peut €tre traitée par
Me;SiBr dans le dichloroéthane sans ajout de triéthylamine. Cependant le
motif thiophosphonate devient beaucoup plus difficile a silyler, et il est
nécessaire alors d'effectuer la silylation 2 reflux du dichloroéthane en addi-
tionnant & intervalles réguliers Me;SiBr en excés (13 équivalents) jusqu'a
disparition compléte du systtme AX de doublets observés en RMN 3p,
caractéristiques de Sb, et centrés a 15,6 ppm et 85,7 ppm (J =6 Hz), en
méme temps qu'est observée I'apparition d'un autre systtme de doublets
AX a -2,0 ppm et 55,0 ppm (J = 15 Hz) caractéristique du produit silylé
8b (X =8). La désilylation est effectuée avec MeONa/MeOH, le sel de
sodium 9b précipite alors dans le milieu réactionnel et est facilement récu-
péré par centrifugation (60 % a partir de 5b, 48 % global a partir de 1b).

Etude de la stabilité de MDP, MDPN et MDPS en phase aqueuse

L'étude des propriétés complexantes de MDPN et MDPS en milieu aqueux
suppose que ces molécules soient stables en présence d'eau, dans le
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domaine de pH ot se fera I'étude. Comme la préparation de ces molécules
a montré pour MDPN notamment une fragilité en milieu acide, une étude
de la stabilité dans l'eau des trois molécules MDP, MDPN et MDPS a été
entreprise avec un suivi par RMN 3!P. Si la solution aqueuse de MDP est
parfaitement stable dans le temps, en revanche les solutions aqueuses des
sels de sodium 9b et 9¢ évoluent lentement respectivement a pH9 et pH10
en donnant comme produit l'acide méthyléne diphosphonique MDP. La
figure 1 illustre I'€volution de ces transformations en fonction du temps.
On constate que 9c est nettement plus fragile que 9b, puisqu'aprés 30 heu-
res, 55 % environ de 9¢ sont hydrolysés tandis que 18 % seulement
d'échange soufre/oxygene sont réalisés dans le méme temps sur 9b. La
dégradation de 9b en milieu tamponné NH,*/NH;montre également que la
proportion en 9a atteint 13 % aprés 2 heures.

60 -
........ |
50 -
40 4
% " ® MDPN
A MDPS
30 '
= -
S
s
20 - »
L ieeiesesseessesasesessssessseacanesensaeenne A
L
4 e
A
10 .
|
T L] T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Temps en heures
FIGURE 1 Evolution dans H,0 de MDPS (pH~10) et de MDPN (pH-~9):

La dégradation des sels de sodium de MDPN et de MDPS est donc assez
lente et permet de considérer que la composition de leur solution aqueuse
ne varie sensiblement pas en 30 mn a pH 9-10, ce qui autorise I'étude de
leurs propriétés complexantes par des techniques suffisamment rapides et



13:29 28 January 2011

Downl oaded At:

METHYLENE DIPHOSPHONIQUE ACIDE 81

qui ne nécessitent pas un pH acide. Remarquons simplement que la dégra-
dation en solution aqueuse est une contrainte inhérente a ce type de molé-
cules. Cette dégradation existe en effet pour une molécule comme I'ATP,
ce qui n'a pas empéché de nombreux auteurs d'en faire I'étude potentiomé-

trique 17-22

Complexation

La molécule d'ATP a souvent été étudiée en complexation et les techniques
les plus souvent utilisées pour la caractériser sont la potentiométrie et la
résonance magnétique nucléaire! 732, Des études potentiométriques et
RMN ont donc été menées avec le composé MDP. Une étude par spectros-
copie d'absorption a également permis de comparer le pouvoir complexant
de MDP, MDPN et MDPS vis-a-vis du magnésium(II).

Le tableau I présente les constantes de protonation du MDP pour diffé-
rentes forces ioniques, et le tableau II présente les constantes de complexa-
tion du MDP et du HEDP (acide 1-hydroxyéthane-1,1-diphosphonique)
avec le calcium ou le magnésium, mesurées par potentiométrie a différen-
tes forces ioniques par plusieurs auteurs.

Les constantes [} répertoriées dans les tableaux I et II correspondent a
I'équilibre suivant ot M représente le cation métallique et L le ligand
(MDP ou HEDP) totalement ionisé:

M,L.H,
pM+qL+rH& MLGH; ﬂpqrzw (1)

TABLEAU I Propriétés acido-basiques de MDP a 25°C

Composition du milieu logBois  logBosz  logBosz  logPo;;  Référence

KC10,1 M 22,20 20,50 17,75 10,42 37
NMe,Cl10,1 M - 20,35 17,57 10,57 35
NMeyBr 0,1 M 22,20 20,50 17,75 10,42 33
NMeyNO; 0,1 M - 20,60 17.85 10,75 3
KC10.2M - 17,98 16,78 10,00 34
NMe,Cl10,5M - 19,9 17,41 10,54 1

NaClO,; 0,1 M 20,70 19,62 16,95 10,09 Ce travail
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TABLEAU 11 Constantes de complexation du MDP et du HEDP mesurée par potentiométrie
a25°C

Ligand Composition du milieu M  logB; o logB,;; logB;; logBy;0 Référence

MDP KCi0,1 M Mz 639 14,44 37
MDP KC10,1M Ca 6,03 14,30 37
MDP NMeyNO3 0,1 M Ca 597 13,64 9,81 3
MDP NMe,Cl1 0,5 M Na 1,13 10,93 1
HEDP NMey/NO3 0,1 M Ca 6,18 13,87 10,81 3
HEDP KC10,15M Ca 548 12,65 17,74 9,09 36
HEDP KC10,15M Mg 643 13,56 19,09 9,35 36
MDp NaCl04 0,1 M Mg 531 12,93 8,64  Ce travail
MDP NaClO4 0,1 M Mg 549 13,20 19,01 892  Ce travail

De cette étude bibliographique il ressort que ML et MLH ont toujours
été identifiés pour le systéme MDP-magnésium2'37. Nous voyons que le
calcium et le magnésium ont des propriétés complexantes relativement
proches, cependant le complexe M,L n'a pas ét€ observé pour le systéme
MDP-magnésium alors qu'il I'a ét€ pour le syst¢me MDP-calcium?. Avec
HEDP, molécule aux propriétés complexantes proches de MDP, différents
auteurs ont déterminé pour le calcium(Il) et le magnésium(II) des syst-
mes 2 trois ou quatre especes. Ils font alors intervenir les complexes M,L
et MLH,>36.

Par ailleurs, 2 notre connaissance aucune étude RMN n'a été effectuée
pour étudier la complexation de MDP.

En fonction de tous ces résultats, une étude potentiométrique avec un
traitement informatique performant des données a été effectuée et a été
couplée 2 la RMN, afin d'obtenir des renseignements supplémentaires
d'ordre structural.

Potentiométrie

Dans un premier temps, les constantes d'acidit€ de MDP ont été redétermi-

nées (tableau I) et le systtme MDP-Mg a ensuite &té étudi€ (tableau II).
Les complexes cités dans la littérature ont été retrouvés, soit ML et

MLH, et deux nouveaux complexes ont été identifiés : M,L et MLH,. Les
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7
------ sans MgCI2
avec MgCl2
6k
5
pH
4 L
3
[
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

mmole NaOH

FIGURE 2 Dosages acide-base de MDP, avec et sans Mg. [NaClO4]}=10-1M et
[MDP] = [Mg++]=5.10-3 M

paramétres d'ajustement des simulations faisant ou ne faisant pas interve-
nir MLH, sont trés proches, mais ce méme paramétre est meilleur si on
considére l'existence de MLH,. La superposition de deux dosages du
MDP, a une méme concentration, avec et sans métal, fait apparaitre un
décalage des deux courbes des les pH acides (figure 2). Nous avons mon-
tré par simulation que ce décalage en pH ne peut apparaitre que si le com-
plexe MLH, se forme. Bien que cette différence reste faible, c'est un
argument qui plaide pour I'existence de MLH,. A partir de ces constantes,
il est possible de construire les courbes de répartition de chaque espéce en
fonction du pH. La figure 3 représentent la répartition des espéces métalli-
ques en fonction du pH.

Résonance magnétique nucléaire

Le déplacement chimique du signal en RMN 31P du MDP est sensible au
pH (figure 4). On note des variations remarquables de déplacement chimi-
que autour des valeurs pH = pK;.
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FIGURE 3 Diagramme de répartition des espéces métalliques [MDP]= 10-2M,
[Mg++]=5.10-3 M, [NaClO4] = 0,1 M

La RMN 3P a par ailleurs été utilisée pour obtenir des informations
structurales sur les complexes identifiés par potentiométrie. Le spectre de
la figure 5 enregistré & pH = 10,2 montre l'inéquivalence des deux phos-
phores (8 = 17,8 et 20,3) dans le complexe ML. La complexation de Mg**
par L* se fait selon toute vraisemblance préférentiellement sur un des
deux groupes phosphonate, introduisant une dissymétrie dans le complexe
responsable de I'observation de deux groupes de signaux. Les deux 3'P
étant inéquivalents, un couplage apparait (%)= 8 Haz). L'échange d'un
groupe & l'autre et 1'échange entre ligand libre et 1ié sont lents a I'échelle de
temps RMN. D'autre part on note que le déplacement chimique d'un des
deux phosphores est proche de celui du ligand libre (8 = 17,4 ppm), ce qui
permet de proposer la structure de la figure 5.

Un complexe symétrique en trés faible quantité est également visible a
22,2 ppm; ce pourrait &tre M,L.

Les autres complexes n‘ont pu étre observés en raison vraisemblable-
ment de vitesses d'échange entre le ligand libre et 1ié trop rapides.
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FIGURE 4 Variation du déplacement chimique, exprimé en ppm, des deux phosphores symé-
triques de MDP en fonction du pH. {[MDP] = 10-2 M

0 2020 20.00 19.00 19.00 1940 19.20 19.00 18.80 18.00 18.40 1820 18.00 17.80 17.00 17.40 172

FIGURE 5 Signal RMN du complexe dissymétrique. [MDP] = 10~1 M, [Mg++] 5.10-2 M,
pH = 10,2. Spectre enregistré & 10°C

Spectroscopie ultra violet — visible

MDP montre une absorption large autour de 250 nm. Ce signal n’est ni
sensible au pH, ni 2 la complexation avec Mg**. La spectroscopie
d'absorption est alors utilisée de fagon indirecte. Nous mettons en compé-
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tition en milieu basique les complexes avec le magnésium (II) d'un indica-
teur coloré€ et des molécules MDP, MDPN et MDPS.

Le noir ériochrome T (NET) est un indicateur coloré utilisé pour le
dosage du magnésium39. L'étude potentiométrique faite sur le systéme
MDP/magnésium a montré la prédominance du complexe ML au-dela de
pH = 8 (figure 2). On sait que la transition entre la forme NET libre (HIZ',
bleu) et la forme NET complex€ avec le magnésium (Mgl", rouge) ne se
fait qu'en milieu basique®®. Des essais préliminaires ont par ailleurs mon-
tré un chevauchement moins marqué des profils d'absorptions du NET et
du NETMg a pH=9,2 qu'a des pH plus basiques. L'ensemble de cette
étude a pour ces raisons ét€ fait dans un tampon ammoniacal de pH = 9,2.

Dans ces conditions, les maxima des profils d'absorption du NET et du
complexe NETMg sont respectivement situés 2 618 et & 558 nm (figure 6).
Les deux bandes se chevauchant, il est nécessaire de définir les coeffi-
cients d'extinction molaire a 618 et 558 nm avec et sans magnésium(II).
Les droites de calibration du NET et du NETMg a 618 et 558 nm sont
représentées sur la figure 7. Elles ont été construites 3 partir de solutions
tamponnées NH,*/NH; 2.1072 M, pH=9,2.

1.8683(

{Abs]

-0.108

398.8 Vaverangth (M) 7669

FIGURE 6 Evolution du profil d'absorption du systtme NET-Mg avec la concentration en
MDP. a : absence de MDP; b : 1 équivalent de MDP; ¢ : 2 équivalents de MDP; d : 3 équiva-
lents de MDP; e : 4 équivalents de MDP

Les concentrations du NET et du NETMg varient de 104210 Metle
magnésium est présent en exces. Les coefficients d'extinction molaire sont
égaux 2 10765, 18165, 16413 et 4366 L. mol™!. cm™!, respectivement pour
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2.2 -
L B 4558 nm avec magneésium
2.0 - A 4558 nm sans magnésum
h [) 4618 nm avec magnésium
1.8 4 A 4618 nm sans magnésium

Absorbance

12

Concentration*t0ES

FIGURE 7 Droites d'étalonnages du NET et du complexe NETMg 4 558 et 618 nm en milieu
tamponné NH4+/NH3 2 10-2 M, pH = 9,2

les formes NET et NETMg a 558 nm et pour les formes NET et NETMg a
618 nm.

L'évolution au cours du temps de solutions basiques de NET et de
NETMg a été suivie. Le NET complexé au magnésium est stable pendant
plusieurs heures, et le NET seul ne subit qu'une faible dégradation pendant
une heure. Le NET en milieu basique complexé ou non est donc suffisam-
ment stable pour effectuer des manipulations de compétition durant envi-
ron trente minutes.

La mesure de la force de complexation entre le magnésium(Il) et les
ligands MDP, MDPN et MDPS se fait par compétition avec la réaction de
complexation entre le NET et le magnésium, a partir de solutions tampon-
nées NH,*/NH; (2.1072 M) de NET de concentration proche de 5.1075 M,
déterminée précisément a partir des mesures d'absorption. La concentra-
tion du magnésium (MgCl,) est elle aussi déterminée précisément. Le pro-
duit complexant est additionné progressivement & partir d'une solution de
concentration 1072 M. Apres chaque addition, les concentrations de NET
et NETMg sont mesurées.
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Les complexes et les équilibres considérés sont décrit ci-dessous. Pour
simplifier I'écriture nous omettons d'écrire les charges et les protons portés
par les especes considérées.

[NETMg]
NET Mg

[MDPMg]
e

Dans nos conditions expérimentales, la valeur mesurée de logfngTmg
vaut 5,3 + 0,1. Les absorbances 4 618 et 558 nm sont mesurées sur des
courbes comme celle de la figure 6 et corrigé€es par rapport & une méme
ligne de base. Chaque absorbance est le résultat de la somme des absor-
bances relatives & chaque espeéce en solution (équations 4 et 5).

Asss = eneTsss. [NET] + enerTMmgsss.[NETMg] (4)

NET + Mg(II) & NETMg BNETMg =

MDP + Mg(Il) = MDPMg BmppMg = Brio =

Ag1s = eneTe1s-[NET] + eneTMge1s. [NETMg] (5)

Les concentrations initiales [Mg]; et [MDP]; sont connues. On déduit
[NETMg] et [NET] des mesures d'absorption grice aux équations (6) et
.

[NETMg] = As1s — \oress * Aos8 ®
8= ENETMg618 — 5——’:2:2‘5531 * ENETMg558
INET] = Asss — eNETMgsss " [NETMg) )
ENET558

[Mg], [MDPMg] et [MDP] sont alors calculées a partir des équations
(8), (9) et (10).

[Mg] = [NETMg]/{[NET].AneT™g } (8)
[MDPMg] = [Mg]; — [NETMg] — [Mg] 9
[MDP] = [MDP}; — [MDPMg| (10)

BmppMmg est enfin déduite de I'équation (3) et des concentrations du
MDP, du MDPMg et du Mg** libre dans le milieu.

1 ressort du tableau III que la constante By ) déterminée en utilisant la
spectroscopie UV-visible est du méme ordre de grandeur que celle déter-
minée par potentiométrie (tableau II) et que MDP complexe plus forte-
ment le magnésium que MDPN et MDPS. La méthode est donc bien
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adaptée 2 ce que nous cherchions, c'est-a-dire comparer les pouvoirs com-
plexants des molécules synthétisées.

TABLEAU III Comparaison des constantes By yy pour MDP, MDPS et MDPN

Complexe LM log Brp
MDPMg 55+0,1
MDPSMg 4602
MDPNM¢g 4,2+0,1

On constate que, lorsqu'une dissymétrie est introduite dans la molécule
(atome de soufre ou substituant aminé), la constante d'équilibre de forma-
tion du complexe ML décroit mais I'ampleur modérée de cette diminution
renforce 'hypothése d'une complexation dissymétrique sur la partie —
PO32', ce qui serait a confirmer par RMN dans des études ultérieures.

L'étude qui vient d'étre faite, montre également que le choix de I'indica-
teur coloré est essentiel pour la détermination de la constante de com-
plexation. Si les forces de complexation vis-a-vis du magnésium(ll) de la
molécule que nous voulons étudier et de I'indicateur coloré sont proches,
nous aurons un point isobestique plus marqué et une meilleure qualité de
la constante mesurée. Pour cette raison, il est intéressant de disposer d'une
gamme d'indicateurs colorés permettant de couvrir une zone de force de
complexation aussi large que possible.

CONCLUSION

Les molécules recherchées ont été synthétisées totalement déprotégées, ce
qui a donné lieu a la mise au point des conditions opératoires de déalkyla-
tion de fonctions esters phosphoniques, délicates a maitriser. L'instabilité
en phase aqueuse des produits dissymétriques déprotégés, difficilement
prévisible a priori, a ét€ suivie et a permis de définir les conditions néces-
saires 3 1'étude de leur complexation. La potentiométrie, les spectroscopies
RMN et UV-visible ont montré leur complémentarité pour la détermina-
tion des propriétés complexantes de ces molécules. Nous avons trouvé que
la substitution d'une fonction hydroxyle par une fonction amine sur un des
deux phosphores de l'acide méthylene diphosphonique ou le changement
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d'une fonction phosphoryle en thiophosphoryle sur ce dernier entraine une
légere diminution du pouvoir complexant par rapport 4 la molécule symé-
trique acide méthylene diphosphonique. Ces changements structuraux per-
mettent d'envisager une certaine sélectivité dans la complexation de
différents cations métalliques. Un autre résuitat intéressant, qui demande
cependant des confirmations ultérieures, est le mode de complexation du
cation magnésium par ce type de molécules (mis en évidence par RMN
avec l'acide méthylene diphosphonique), qui se ferait par les oxygénes
d'une seule fonction phosphonique. Si ce résultat pouvait &tre confirmé,
celui-ci serait alors a notre connaissance, un mode de complexation nou-
veau dans la mesure ol les données de la littérature sur ce type de com-
plexe métallique symétrique impliquent les deux motifs phosphorylés de
la molécule comme ligands.

Les méthodes complémentaires utilisées nous semblent bien adaptées
pour étendre cette étude a des pH physiologiques et & I'analyse de la com-
plexation du Mg(II) par d'autres biomolécules.

PARTIE EXPERIMENTALE

Synthése

Les solvants sont séchés et distillés avant toute utilisation et toutes les
réactions sont faites sous un courant d'azote. Les spectres IR sont enregis-
trés sur un spectrometre Nicolet 250 FI-IR. Les spectres 1H, 13C, et 3p
sont enregistrés sur un appareil Bruker AC250. Les spectres RMN pour
l'étude de la complexation ont ét€ enregistrés sur un appareil Bruker 400
Mhz. Les déplacements chimiques sont donnés en ppm. Le solvant utilisé
pour la mesure est indiqué entre parenthéses. Les déplacements chimiques
'H sont donnés par rapport au tétraméthylsilane. Les déplacements chimi-
ques 13¢ sont donnés par rapport au chloroforme. Les déplacements chi-
miques 3P sont donnés par rapport a l'acide phosphorique a 85 % dans
l'eau. Les abréviations suivantes sont utilisées : s, singulet; d, doublet; dd,
doublet de doublet; t, triplet; m, multiplet. J est la constante de couplage
exprimé en Hz. Les spectres d'absorption UV-visible ont été obtenus gréce
a un spectrophotomeétre Beckman DU 7500. Les solutions tamponnnées
NH,*/NH; ont été préparées avec NH,NO; et NaOH et nous avons utilisé
MgCl, pour l'étude de complexation.
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Méthylene diphosphonate de tétraéthyle Sa
et [(diméthoxyphosphonothioyl)-méthyl] phosphonate de diéthyle Sb

Dans un tétracol de 1 litre équipé d'une agitation mécanique, d'une
ampoule isobare, d'un thermomeétre et d'une arrivée d'azote on introduit
une solution de BuLi (93 ml, 147 mmol, 1,58 M dans l'hexane) dans du
THF fraichement distillé (100 ml) a — 78°C. Une solution de diisopropyla-
mine (15,6 g, 154 mmol) dans le THF (75 ml) est alors additionnée goutte
a goutte 3-78°C, puis le mélange est agit€ 1 h a température ambiante
avant d'étre refroidi & nouveau a — 78 °C. Une solution de méthylphospho-
nate de diéthyle 1a (11,2 g, 74 mmol) ou de méthyl thiophosphonate de
méthyle 1b (10,7 g, 74 mmol) dans du THF (90 ml) est alors ajoutée
goutte & goutte & — 78°C puis l'agitation est maintenue 1 h a cette tempéra-
ture. Une solution de chlorure diéthylphosphonique 3 (12,1 g, 70 mmol)
dans le THF (45 ml) est alors additionnée & — 78°C et le mélange est agité
a cette température pendant 1 h, puis & — 50°C pendant 1 h encore avant
d'étre réchauffé jusqu'a la température ambiante. 100 ml d'eau sont alors
additionnés. La phase aqueuse est extraite 8 CH,Cl; (2 x 30 ml). Les pha-
ses organiques sont réunies puis sont lavées avec H,SO,4 1IN (3 x 100 mi),
puis lavées successivement avec des solutions aqueuses saturées en
NaHCO; (1 x 100 ml) et en NaCl (1 x 100 ml) avant d'étre séchées sur
MgSO,. Apres filtration, le solvant est évaporé a I'évaporateur rotatif. Le
résidu obtenu est purifié par distillation sous pression réduite (102 mm
Hg, 98-114°C) pour 5a tandis qu'il est obtenu sous forme d'une huile
jaune brute pour Sb.

5a : Rendement : 78 %. Huile jaune. IR : v (P = O) 1253; v (P-O) 1027.
RMN 3!P (CDCl3) 8 (ppm) : 17,0 (s, 2 P). RMN 'H (CDCl5) & (ppm) :
1,29 (t, 12 H) *J (H-H) 7 Hz, OCH,CHj; 2,38 (t, 2 H) 2] (H-P) 21 Hz,
PCH,P; 4,05-4,18 (m, 8 H), OCH,CH;. RMN !3C (CDCl3) & (ppm) :
16,5 (s, 4 C), OCH,CHj; 25,8 (t, 1C) 'J (C-P) 144 Hz, PCH,P; 62,8 (s,
4 C), OCH,CHj,.

5b : Rendement : 80 %. Huile jaune. IR : v (P = Q) 1226, v (P-O) 1037.
RMN 3!P (CDCl5) & (ppm) : 15,6 (d, 1 P) 2I (P-P) 6 Hz, P=0; 85,7 (d, 1
P) 2J (P-P) 6 Hz, P=S. RMN 'H (CDCl3) § (ppm) : 1,36 (t, 6 H) 3J (H-H)
7 Hz, OCH,CHjy; 2,75 (dd, 2 H) 2J (H-P) 19 Hz, %J (H-P) 20 Hz, PCH,P;
3,80 (d, 6 H) *J (H-P) 14 Hz, OCH3; 4,18 (m, 4 H), OCH,CH;. RMN 3C
(CDCl3) 8 (ppm) : 15,8 (d, 2 C) 3 (C-P) 6 Hz, OCH,CHj5; 32,9 (dd, 1 C)
1J (C-P) 107 Hz, 'J (C-P) 136 Hz, PCH,P; 52,9 (d, 2 C) %J (C-P) 6 Hz,
OCHj; 62,1 (d, 2 C) %I (C-P) 6 Hz, OCH,CHs.
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[(Ethoxy(isopropylamino)phosphonyl)-méthyl]
phosphonate de diéthyle 5¢

A une solution de BuLi (21,5 ml, 34 mmol, 1,6 M dans 1’hexane) dans le
THF (40 ml) refroidie 3-78°C, on ajoute goutte-a-goutte une solution de
méthylphosphonate de diéthyle 1a (5,2 g, 34 mmol) dilué dans le THF
(40 ml). Apres 30 mn d'agitation & — 78°C, on ajoute goutte & goutte une
solution de dichlorure éthylphosphonique 6 (2,8 g, 17 mmol) dans le THF
(40 ml). Apres 3 h d'agitation a — 78°C, une solution d'isopropylamine
(1,0 g, 18 mmol) dans le THF (40 ml) est additionnée 2 cette température.
Aprés 1 h a - 78°C, le mélange réactionnel est réchauffé progressivement
en 1h30 a température ambiante avant d'étre traité par 40 ml d'eau. Aprés
décantation et extraction par CH,Cl, (3 x 100 m!) les phases organiques
sont réunies et séchées sur MgSOy puis filtrées et évaporées a l'évapora-
teur rotatif, puis sous un vide de 1072 mm Hg 2 50°C jusqu'a disparition
complete en RMN 31P du signal relatif au phosphonate 1a.

Rendement : 88 %. Huile jaune. IR : v (N-H) 3275 (3100-3450); v
(P =0) 1230; v (P-0) 1025. RMN 3!P (CDCl,) § (ppm) : 19,1 (d, 1P) 2J
(P-P) 18 Hz; 19,0 (d, 1P) 2J (P-P) 18 Hz. RMN 'H (CDCl;) & (ppm) : 0,93
(d, 6 H) ] (H-H) 6Hz, CH(CHx),; 1,08 (t, 9 H) I (H-H) 7Hg,
OCH,CHj; 2,13 (m, 2 H), PCH,P; 3,28 (m, 2 H), NH et CH; 3,89 (m, 6
H), OCH,CH;. RMN '3C (CDCl5) 8 (ppm) : 15,8 (d, 3 C) 3J (C-P) 5 Hz,
OCH,CHs; 25,0 (d, 1 C) 3J (C-P) 4 Hz, CHCH;; 25,2 (d, 1 C) 3] (C-P)
4 Hz, CHCH3; 26,8 (dd, 1 C) 'J (C-P) 118 Hz, 'J (C-P) 131 Hz, PCH,P;
42,6 (s, 1 C), CH(CH3),; 59,8 (d, 1 C) 2J (C-P) 6 Hz, OCH,CH3; 61,6 (d,
1C) 21 (C-P) 6 Hz, OCH,CHjs; 62,1 (d, 1 C) 2J (C-P) 6 Hz, OCH,CH;,

Acide méthylene diphosphonique (MDP) 9a

Dans un tétracol de 250 ml muni d'une agitation magnétique, d'une arrivé
d'azote, d'un thermomeétre et d'une ampoule isobare, on introduit 1 équiva-
lent de 5a (9,61 g; 33,4 mmol) dissous dans du 1,2-dichloroéthane
(95 ml). Le tétracol est plongé dans un bain de glace. 6 équivalents de
Me;SiBr (30,9 g; 201,9 mmol) dilués dans le 1,2-dichloroéthane (90 ml)
sont additionnés goutte 4 goutte pendant 1h30. Le mélange est agité pen-
dant 3 h a température ambiante puis évaporé avant d'étre repris dans un
monocol de 250 ml muni d'une agitation magnétique par 90 ml de métha-



13:29 28 January 2011

Downl oaded At:

METHYLENE DIPHOSPHONIQUE ACIDE 93

nol. Le mélange est alors agité 16 h & température ambiante puis évaporé
sous pression réduite a 1'évaporateur rotatif.

Rendement : 88 %. Poudre blanche. F = 195°C. RMN 3!p (CD;0D) &
(ppm) : 19,4 (s, 2 P). RMN 'H (CD30D) 6 (ppm) : 2,57 (t, 2 H) 2J (H-P)
21 Hz, PCH,P; 5,10 (s, 4 H), OH. RMN Be (CD;0D) 8 (ppm) : 2,46 (t, 1
C) 'y=5Hz

[(Thiophosphonato)-méthyl] phosphonate de sodium (MDPS) 9b

Dans un monocol de 25 ml équipé d'une agitation magnétique, d'un réfri-
gérant et d'une arrivée d'azote on introduit 1 équivalent de Sb (0,5 g;
1,8 mmol) dilués dans du 1,2-dichloroéthane (10 ml). Le ballon est placé
dans un bain de glace et 6 équivalents de Me3SiBr (1,4 ml; 10,8 mmol)
sont additionnés rapidement. Le mélange réactionnel est porté a reflux
(110°C). Me;SiBr (13 équivalents au total) est régulierement additionné
dans le milieu réactionnel de maniére a entretenir la réaction de silylation
qui dure environ 170 h. L'avancement de la réaction est suivi par RMN
grice a l'apparition de signaux caractéristiques du produit silyl€ 8b (RMN
31p: —2(d, 1 P) 2J (P-P) 15 Hz, P=0; 55 (d, 1 P) 2J (P-P) 15 Hz, P=S). Du
méthylate de sodium (23,4 mmol dans 20 ml de méthanol) est alors ajouté.
Il apparait rapidement un précipité blanc creme. Aprés 1 h d'agitation, le
solvant est €vaporé a l'évaporateur rotatif. Le résidu solide obtenu est lavé
au méthanol (2 x 30 ml), puis centrifugé. Le résidu solide recueilli est
alors desséché sous pression réduite de 30 mm Hg. La pureté du produit
final est évaluée par RMN.

Rendement : 60 %. Sel blanc créme. RMN 3P (D20) & (ppm) : 14,3 (d,
1 P) 2 (P-P) 14 Hz, P=0; 49,3 (d, 1 P) & (P-P) 14 Hz, P=S. RMN 'H
(D20) & (ppm) : 2,37 (dd, 2 H) 2] (H-P) 17 Hz et 2J (H-P) 18 Hz.

[(Isopropylamidophosphonato)-méthyl] phosphonate
de sodium (MDPN) 9¢

Dans un monocol de 250 ml équipé d'une agitation magnétique et d'une
arrivée d'azote, on introduit 1 équivalent de Sc (4,74 g; 15,75 mmol),
12 équivalents de Et3N (20,1 g; 199 mmol) dans du 1,2-dichloroéthane
(90 ml). Le mélange réactionnel est placé dans un bain de glace. On intro-
duit rapidement 4,5 équivalents de Me;SiBr (9,5 ml; 53,5 mmol). On
laisse agiter le mélange pendant 170 h & température ambiante. L'avance-
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ment de la réaction est suivi par RMN 3P, grice a I'apparition de signaux
caractéristiques du produit silylé 8¢ (RMN 3!P : -1 (d, 1P) %J (P-P) 11 Hz;
12 (d, 1P) 25 (P-P) 11 Hz. On introduit alors rapidement dans le mélange
réactionnel une solution contenant 4,6 équivalents de méthylate de sodium
(72,7 mmol dans 65 ml de MeOH). Le mélange est agité 1 h & température
ambiante puis est €vaporé sous pression réduite. Le sel obtenu est lavé et
centrifugé dans le méthanol (2 x 30 ml). La phase décantée est alors
séchée sous pression réduite 2 30 mm Hg.

Rendement : 53 %. Sel orange. La pureté du produit est estimée par
RMN 3Ip.

RMN 3P (D20) & (ppm): 129 (d, 1P) 2 (P-P) 6Hz
,(CH;CH,0)P=0; 23,9 (d, 1P) 2] (P-P) 6 Hz, PNHiPr. RMN 'H (D20) §
(ppm) : 1,17 (d, 6H) ¥ (H-H) 6 Hz, CH(CH3),; 1,99 (¢, 2H) 2 (H-P)
19 Hz, PCH,P; 3,4 (m, 1H), CH(CH3),. RMN 3¢ (D20) & (ppm) : 25,3
(d, 1 C) 31 (C-P) 6 Hz, CH(CH3),; 31,7 (dd, 1 C) 'J (C-P) 101 Hgz, '] (C-P)
118 Hz, PCH,P; 42,9 (s, 1 C), CH(CH3),.

Complexation

L'équilibre de complexation a été étudié par titrage potentiométrique a
25 +0,1°C sous atmosphere d'argon et a force ionique constante
0,1 mol/dm?3 NaClOy). Le pH a ét€ mesuré en utilisant une électrode de
verre Mettler Toledo Inlab 422 et un pH-métre Orion 710A (précision de
0,1 mV). Pour le traitement quantitatif des valeurs mesurées, 1'équation
suivante est utilisée:

E=Ey+ % W[H*]+ Ju[H*] + Jon[H*] ' Ky

Elie relie la force électromotrice (E) 2 la concentration en proton a
I'équilibre. Jy; et Joy sont des paramétres d'ajustement dans les milieux
acides et basiques pour corriger les erreurs expérimentales principalement
dues au potentiel de jonction-liquide et aux dérives possibles de I'électrode
de verre en milieu basique ou acide. Pour la force ionique utilisée Kw, la
constante d'autoprotolyse de l'eau, est égale 1071375,

Les constantes de formation des complexes ont été calculées en faisant
la moyenne de 8 titrages indépendants. Le rapport ion métallique sur
ligand (R = [MJ/[L]) varie de 1:5 2 1:1 et la concentration maximale en
MDP est de 1072 M.
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Les constantes de formation des complexes se formant dans le systéme
sont déterminées en traitant les valeurs de pH mesurées pendant le titrage
avec le programme informatique PSEQUAD38.
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