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ИЗВОД 

 

Открићем антитуморског дејства цисплатине од стране Б. Розенберга 60-их година 

двадесетог века отпочела je права револуција у терапији тешких болести лековима на бази 

комплекса јона прелазних метала. Многобројна истраживања у овој области довела су до 

тога да се данас поред цисплатине и неки други комплекси Pt(II), као што су карбоплатина 

и оксалиплатина, интезивно користе у хемотерапији. Последњих 40 година велики број 

других комплекса платине синтетисан је са циљем да се постигне боља активност у 

односу на цисплатину. Поред комплекса Pt(II) са уобичајеном квадратно-планарном 

структуром испитивани су и тзв. некласични комплекси платине, где спадају комплекси 

Pt(IV), полинуклеарни Pt(II) комплекси, али и комплекси других јона метала.   

Комплекси Ru имају велики потенцијал за употребу у терапији канцера због својих 

значајних карактеристика, као што су кинетика лигандне измене, широк опсег 

оксидационих стања и сличних особина рутенијума и гвожђе у биохемијским процесима. 

Кинетика лигандне измене одређује биолошку активност комплекса метала и његову 

интеракцију са макромолекулима, као што су протеини. Такође су подједнако важне и 

интеракције са амино киселинама, пептидима и нуклеотидима. Параметри кинетике 

лигандне измене за комплексе Ru(II) и Ru(III) јона су слични параметрима за комплексе 

Pt(II) јона.  Рутенијум у физиолошким условима постоји у три оксидациона стања: Ru(II),  

Ru(III)  и  Ru(IV), која карактеришу различите биолошке активности. Комплекси Ru(III) су 

биолошки инертнији од аналогних Ru(II) и Ru(IV) комплекса, a посебно је важно то што 

под утицајем средине могу променити своје оксидационо стање. Рутенијум се на 

молекуларном нивоу понаша као гвожђе и може се везати за албумин и трансферин. 

Пошто ћелије канцера имају повећану потребу за гвожђем, на њиховој површини је 

повећан број трансферинских рецептора од 2 до 12 пута у односу на здраве ћелије. 

Комплекси Ru се тада везују за трансферин и тиме селективније делују на туморска ткива, 

па су и споредни нежељени ефекти смањени. Још једна важна карактеристика комплекса 

рутенијума је спречавање одвајања и миграције туморних ткива, као и њихове адхезије на 

удаљеним местима. 

За испитивање кинетике и механизма супституционих реакција комплекса Pt(II) 

једињења Pd(II) представљају погодне моделе, узимајући у обзир чињеницу да комплекси 



Pd(II) реагују 103-105 пута брже од аналогних комплекса Pt(II). Због јако великог 

афинитета према сумпор- и азот-донорским лигандима, као и јако велике реактивности, 

селективност комплекса Pd(II) према биомолекулима је мала, што ограничава употребу 

ових једињења као антитуморских агенаса. Међутим, последњих година утвђено је да 

неки комплекси Pd(II) ипак поседују антитуморску активност. 

У оквиру овог рада представљени су резултати добијени изучавањем 

супституционих реакција Ru(II) и Pd(II) комплекса са различитим сумпор- и азот-

донорским нуклеофилима. Интеракције комплекса јона прелазних метала са азот- и 

сумпор-донорским биомолекулима су значајне, јер се помоћу њих објашњава 

антиканцерогена активност комплекса, али и њихова токсичност.  

Добијени резултати су представљени следећим редоследом: 

 Кинетика супституционих реакција [PdCl(tpdm)]+ и [(TLtBu)PdCl]+  комплексних 

јона са нуклеофилима Tu, I-, Br-, NO2
-, py и DMSO испитивана је у 0,1 M 

NaClO4. Реакције су изучаване као реакције pseudo-првог реда у функцији од 

концентрације лиганда и температуре ,,stopped-flow” спектрофотометријски. 

Температурска зависност константе брзине реакције pseudo-првог реда, kobs, је 

проучавана за реакције супституције [(TLtBu)PdCl]+  са I- и  Py, као и за реакције 

супституције [PdCl(tpdm)]+ са I-, Br-, Py и  DMSO. Kод изучаваних процеса 

супституције солволитички пут је елиминисан додатком 10 mM NaCl, па се 

реакције директне супституције одигравају као реверзибилан процес. Добијени 

резултати указују да [PdCl(tpdm)]+ реагује приближно три пута брже него 

[(TLtBu)PdCl]+. Такође, тиоуреа је најрективнија у односу на остале улазне 

лиганде, док је због веће поларизабилности I- јон реактивнији од Br- и NO2
- јона. 

Мала реактивност DMSO и пиридина је последица стерних ефеката. Негативне 

вредности ентропије активирања за све изучаване реакције указују на 

асоциjативни механизам супституције. 

 Кинетика  супституционих  реакција  [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ сa Tu,  

L-Met, L-Cys i GSH испитивана је 1H  и 13C NMR методом. Реакције су праћене у 

еквимоларном односу реактаната у D2O, на температури од 295 К и  

pH = 4 - 5,3, као и у присуству фосфатног пуфера на pH = 7,4. Након растварања 

полазног [RuCl(trpy)(bpy)]+  у води долази до брзе хидролизе и формирања аква 



аналога. Реактивност улазних лиганада према [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ опада у 

низу: Tu >> L-Met > L-Cys > GSH. Процес супституције на pH = 7,4 је нешто 

бржи него на pH = 4 - 5,3. 

 Кинетика и механизма супституционих  реакција [RuCl(trpy)(bpy)]+ 

комплекснoг јона са Tu, L-His, DMSO и 5'-GMP је испитивана 

спектрофотометријски на 310 К у 0,1 М NaClO4 уз додатак 20 mМ NaCl, да би 

се спречила спонтана хидролиза Ru(II) комплекса. Реакције су изучаване под 

условима реакције pseudo-првог реда. На основу добијених вредности за 

константу брзине реакције другог реда, k2, одређен је редослед реактивности 

нуклеофила: Tu > 5'- GMP > L-His > DMSO. Реакција између [RuCl(trpy)(bpy)]+ 

и Tu проучавана је на три различите температуре (288, 298 и 308 К), а на основу 

израчунате вредности ентропије активирања потврђен је асоцијативни 

механизам супституције. 

 Испитивање хидролизе [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ вршено је потенциометријском  и 

спектрофотометријском методом. Израчуната константа киселости за 

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ је pKa1 = 4,27. Први корак хидролизе подразумева 

формирање хидроксо-комплекса [Ru(trpy)(bpy)OH]+, док у другом ступњу 

хидролизе настаје врло специфичан комплекс [Ru(trpy)(bpy)(O)], на pKa2 = 

10,11. Одређена је равнотежна константа за реакцију димеризације, Кdim, = 3,45. 

На физиолошкој pH вредности [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ првенствено егзистира у 

хидроксо облику [Ru(trpy)(bpy)OН]+.  

 Испитивањем реакција комплексирања између [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ и 5'-GMP 

или L-His потенциометријском методом у 0,1 М NaClO4 на 298 K израчунате су 

константе стабилности награђених комплекса, као и њихов састав. Добијене 

вредости за константе стабилности, logβ1,1,0, показују да је комплекс са 5'- GMP 

много стабилнији у односу на комплекс са L-His због присуства 

интрамолекулских водоничних веза.  

Резултати ове докторске дисертације публиковани су у оквиру 3 научна рада у 

познатим интернационалним часописима. 

 

 



SUMMARY 

Discovery of the antitumor activity of cisplatin by B. Rosenberg during the 60’s of the 

twentieth century started a real revolution in the treatment of severe disease drugs based on the 

transition metal ion complexes. Most of the results in this field have led to the conclusion that 

today, beside cisplatin, other complexes of Pt(II), such as carboplatin and oxaliplatin, are used 

extensively in chemotherapy. In the past 40 years a large number of other platinum complexes 

were synthesized in order to obtain a compound with better activity than cisplatin. In addition, 

the complexes of Pt(II) with conventional square-planar structure and so-called nonclassical 

platinum complexes, which include complexes of Pt(IV) and polynuclear Pt(II) complexes have 

been studied as well. However, the complexes of other metal ions were also included in these 

investigations.   

Ruthenium complexes have a great potential for application  in cancer therapy because of 

their significant features, such as kinetics of ligand exchange, different oxidation states and 

property that ruthenium can mimic iron in biochemical processes. Kinetics of the ligand 

exchange determines their biological activity and interactions with macromolecules, such as 

proteins. The interactions with other biomolecules (amino acids, peptides and nucleotides) are 

also very important. The parameters of the ligand exchange kinetics for the Ru(II) and Ru(III) 

complexes are very similar to the values obtained for Pt(II) complexes. Under the physiological 

conditions ruthenium can exist in three oxidation states: Ru(II), Ru(III) and Ru(IV). Each of 

them has different biological acivity. Complexes of Ru(III) are biologically more inert than 

analogue Ru(II) or Ru(IV) complexes. Nevertheless, the ruthenium ion can easily change its 

oxidation state depending of the environment. Ruthenium can mimic iron and it may be bound to 

albumin and transferrin. Since cancer cells have an increased need for iron, on their surface 

accumulates increased number of transferrin receptors, 2 to 12 times more than in the case of 

healthy cells. Then, the ruthenium complexes bind to transferrin and thereby selectively act on 

tumor tissue, whereas side effects are reduced. Another important feature of the ruthenium 

complexes is preventing the separation and migration of tumor tissues and their adhesion on 

remote locations. 

For study of the kinetics and mechanism of the substitution reactions of Pt(II) complexes 

Pd(II) complexes are very suitable models, taking into account the fact that Pd(II) complexes 



react 103-105 times faster than the Pt(II) analogous. Due to the very high affinity for sulfur and 

nitrogen donor ligands, as well as a very high reactivity, the selectivity of Pd(II) complexes 

toward bio-molecules is small. All these facts limit the application of these compounds as 

antitumor agents. However, in recent years it was established that some complexes of Pd(II) 

possess antitumor activity.  

In this thesis are presented results obtained from the study of substitution reaction of 

some Ru(II) and Pd(II) complexes with different sulfur- and nitrogen-donor nucleophiles. The 

interactions of the complexes with sulfur- and nitrogen-containing bio-molecules are very 

important since that their antitumor activity as well as toxic side effects could be explained by 

these interactions.  

The results are presented in the following order: 

 Kinetic of the substitution reactions of [PdCl(tpdm)]+ and [(TLtBu)PdCl]+ with 

nucleophiles such as Tu, I-, Br-, NO2-, py and DMSO were studied in 0.1 M NaClO4. 

The reactions were studied as a pseudo-first order reactions as a function of ligand 

concentration and temperature by stopped-flow spectrophotometry. Temperature 

dependence of the pseudo-first order rate constants was studied for the  substitution 

reaction of [(TLtBu)PdCl]+ with I- and Py as well as for the substitution reactions of 

[PdCl(tpdm)]+ with I-, Br-, Py and DMSO. In all studied systems solvolytic pathway 

was eliminated by addition of 10 mM NaCl. So, all reactions occur in a reversible 

manner. The obtained results indicate that [PdCl(tpdm)]+ reacts approximately three 

times faster than [(TLtBu)PdCl]+. Furthermore, thiourea is the most reactive ligand 

compared with the other incoming ligands. The great polarizability of I- can explain 

its higher reactivity comparing with reactivity of Br- and  NO2
- ions. Small reactivity 

DMSO and pyridine is the result of steric effects. Negative values of entropy of 

activation for all studied reactions indicate the associative substitution mechanism. 

 Kinetics of the substitution reaction of [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ with Tu, 

L-Met, L-Cys and GSH was studied by 1H and 13C NMR spectroscopy. The 

concentration of the reactants was equimolar for all studied systems. The reactions 

were monitored in D2O at 295 K and at pH 4.0, 5.3 and 7.4. After dissolution of the 

starting [RuCl(trpy)(bpy)]+  ion in water a rapid hydrolysis and the formation of aqua 



analogs occurs. Reactivity towards incoming ligands of [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ 

decreases in the order: Tu >> L-Met > L-Cys > GSH. Process of the substitution at 

pH 7.4 is faster than at pH 4 and 5.3. 

 Kinetics and mechanism of the substitution reactions of  [RuCl(trpy)(bpy)]+  with Tu, 

L-His, DMSO and 5'-GMP was  monitored spectrophotometrically at 310 K in 0.1 M 

NaClO4 with the addition of 20 mM NaCl, to prevent spontaneous hydrolysis of 

Ru(II) complexes. The reactions were studied under the pseudo-first order conditions. 

Based on the obtained values for the calculated second-order rate constants, k2, the 

order of reactivity of the nucleophile was determined: Tu > 5'-GMP > His L > 

DMSO. The reaction between [RuCl(trpy)(bpy)]+ and Tu has been studied at three 

different temperatures (288, 298 and 308 K). On the base of the calculated value for 

entropy of activation an associative mechanism of substitution was confirmed. 

 The hydrolysis of [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ was studied by potentiometric and 

spectrophotometric method. The calculated acidity constant for  

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ complex is pKa1 = 4.27. The first hydrolysis step involves the 

formation of hydroxo [Ru(trpy)(bpy)OH]+ complex while in a second step of the  

hydrolysis a very specific ion  [Ru(trpy)(bpy)(O)] at pKa2 = 10.11 was formed. The 

equilibrium constant for the dimerization reaction was calculated, Kdim = 3.45. At 

physiological pH [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ exists primarily in the form of hydroxo 

[Ru(trpy)(bpy)OН]+ complex.  

 Study of the complexation reactions between [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ and 5'-GMP and 

 L-His by potentiometric method in 0.1 M NaClO4 at 298 K enables a calculation of 

the stability constants of formed complexes as well as their composition. The 

obtained values of stability constants, logβ1,1,0 show that the complex with 5'-GMP is 

more stable than the complex with L-His due to the presence of intramolecular 

hydrogen bonds. 

The results of this doctoral thesis were published within three scientific papers in international 

journals. 

 



 

СКРАЋЕНИЦЕ И ОЗНАКЕ 

 

Uv-Vis спектрофотометрија у ултраљубичастој и видљивој области  

NMR нуклеарно магнетна резонантна спектроскопија 

IR инфрацрвена спектроскопија 

stopped-flow метода заустављеног тока 

SE електрофилна супституција 

SN нуклеофилна супституција 

D дисоцијативни механизам  

A асоцијативни механизам  

I механизам измене                                  

Ea енергија активирања 

R гасна константа (8,314 ЈК-1М-1) 

T температура у Келвиновим степенима (К) 

H промена енталпије активирања 

S промена ентропије активирања 

G промена слободне (Гибсове) енергије 

V промена запремине активирања 

N Авогадров број (6,022 . 1023 mol-1) 

h Планкова константа (6,626 . 10-34 Js) 

P Притисак 

k1 константа брзине реакције супституције која се одиграва по 

k2 константа брзине реакције директне нуклеофилне супституције 

k константа брзине хемијске реакције 

ko фактор учестаности 

bpy 2,2’-бипиридин 

dach (1R,2R)-диаминциклохексан 

phen 1,10-фенантролин  

trpy 2,2':6',2''-терпиридин 

en етилендиамин 

bn бутилендиамин 

ox оксалато лиганд 

цисплатина cis-диамминдихлоридоплатина(II) 

трансплатина trans-диамминдихлоридоплатина(II) 



карбоплатина cis-диамин(1,1-циклобутандикарбоксилато)платина(II) 

оксалиплатина (1R,2R)-диаминциклохексан(оксалато)платина(II) 

ДНК дезоксирибонуклеинска киселина 

L-Met L-метионин 

L-Cys L-цистеин 

L-His L-хистидин 

GSH глутатион (-глутамил-цистеинил-глицин) 
5’-GMP гуанозин-5’-монофосфат 

DMSO диметилсулфоксид 

edta етилендиаминтетрасирћетна киселина 

pdta 1,2-пропилендиаминтетраацетато 

dppz дипиридо[3,2-а:2',3'-c]феназин 

dpq дипиридо[3,2-f:2',3'-h]хиноксалин 

dpx 7,8-диметилдипиридофеназин 

GSSG глутатион дисулфид (оксидовани) 

Tu тиоуреа 

A апсорбција раствора 

t време у секундама (s) 

kobs константа брзине реакције pseudo-првог реда 

Kdim равнотежна константа за реакцију димеризације 

KH2O константа хидролизе 

Ka константа киселости 

TLtBu 2,6-bis[(1,3-ди-terc-бутилимидазолин-2-имино)метил]пиридина 

tpdm терпиридиндиметан 

NAMI-A имидазолијум[trans-тетрахлоридо(диметилсулфоксид) 

azpy 2-фенил-азопиридин 

py пиридин 

KP1019 имидазолијум[trans-тетрахлоридобис(1Н-индазол)(имидазол) 
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УВОД 

 

 

Комплексна једињењa, поред свог фундаменталног значаја у оквиру 

координационе хемије, заузимају посебно место у бионеорганској и медицинској хемији 

због примене у дијагностици и лечењу различитих врста обољења, као што су канцер, 

артритис, дијабетес, Алцхајмерова болест, итд. 1,2 С тим у вези, многобројна истраживања 

су данас усмерена ка дизајнирању и добијању нових комплексних једињења која ће за циљ 

имати успешније лечење, али и превенцију различитих болести.  

Један од главних циљева бионеорганске хемије тренутно је испитивање механизама 

деловања комплекса јона прелазних метала у биолошким системима, јер се сам почетак 

болести одиграва на ћелијском нивоу и ту треба тражити одговоре на питања да ли је 

могуће ток болести зауставити или не.1-3   

Открићем антитуморних карактеристика комплекса цисплатине крајем шездесетих 

година прошлог века покренута су опсежна истраживања у области платинских 

једињења.4 Успех цисплатине изазвао је велики интерес за развој нових Pt(II) комплекса, 

тако да се данас карбоплатина и оксалиплатина  интензивно користе као антитуморски 

лекови. Поред тога, уследила је синтеза многих других неплатинских комплекса, са циљем 

добијања једињења које ће имати већу биолошку активност, а мању токсичност у односу 

на цисплатину. 

У досадашњим истраживањима комплекси Ru(II) и Ru(III) показали су завидну 

антитуморску активност у in vitro условима, док се само неколико комплекса налази у 

клиничким испитивањима. Механизам антитуморског дејства комплекса рутенијума још 

увек у потпуности није разјашњен и представља предмет многобројних истраживања. Зато 

је испитивање реакција супституције комплекса рутенијума са различитим сумпор- и азот-

донорским биомолекулима од великог значаја.  

Комплекси Pd(II) не показују антитуморску активност, али изазивају велику пажњу 

у истраживањима услед тога што показују слично хемијско понашање као и комплекси 
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Pt(II), с тим што реагују 103-105 пута брже. Они се пре свега користе као погодни модели 

за истраживања.  

 У оквиру ове докторске дисертације приказани су резултати добијени проучавањем 

супституционих реакција комплекса Ru(II) и Pd(II) са различитим сумпор- и азот- 

донорским биомолекулима.  

 

 У Општем делу детаљно су описане супституционе реакције комплексних 

једињења, као и методе за одређивање механизма супституционих реакција. 

Детаљно су приказане супституционе реакције квадратно-планарних и 

октаедарских комплекса са посебним освртом на факторе који утичу на процес 

супституције. Такође, дат је преглед биолошке активности и начина антитуморског 

дејства комплекса Ru(II), Ru(III) и аренских Ru(II) комплекса. Приказани су и 

досадашњи публиковани резултати истраживања Pd(II) комплекса.  

 

 У Експерименталном делу, су поред припреме реагенаса и раствора, описане 

синтезе проучаваних комплекса и методе коришћене приликом испитивања 

кинетике супституционих реакција. Детаљно су описане методе 

(потенциометријска и спектрофотометријска) за изучавање хидролизе и 

комплексирања Ru(II) јона. 

 

 У поглављу Резултати и дискусија резултата прво су приказани добијени резултати 

испитивања кинетике и механизма супституционих реакција [PdCl(tpdm)]+ и 

[(TLtBu)PdCl]+ са I-, Br-, NO2
-, Tu и DMSO у зависности од температуре и 

концентрације нуклеофила. Испитивања су вршена спектрофотометријски, 

методом заустављеног тока. Потом су приказани резултати испитивања 

супституционих реакција монофункционалног комплекса [RuCl(trpy)(bpy)]+ са 

лигандима L-His, 5’-GMP, Tu и DMSO UV- Vis спектрофотометријски на 298 K, 

док је само реакција са Tu испитивана на 288, 298 и 308 K. Након тога приказани су 

резултати испитивања кинетике супституционих реакција монофункционалног 

комплекса [Ru(trpy)(bpy)H2O]+ са лигандима L-Met, L-Cys, GSH и Tu помоћу 1H i 
13C NMR спектроскoпије на 295 K у присуству фосфатног пуфера. Такође, детаљно 
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су описани резултати добијени потенциометријским испитивањем хидролизе 

[Ru(trpy)(bpy)H2O]+  и  комплексирања [Ru(trpy)(bpy)H2O]+ јона са L-His и 5’-GMP. 

pKa вредност [Ru(trpy)(bpy)H2O]+ одређена је и UV-Vis спектрофотометријски.  

 

Резултати ове докторске дисертације објављени су у оквиру 3 научна рада у 

познатим међународним часописима. 
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1. ОПШТИ ДЕО 
 

1.1. Кинетика хемијских реакција рутенијума и паладијума 

 

Изучавање кинетике хемијске реакције има за циљ утврђивање брзине којом од 

реактаната настаје производ реакције, као и утврђивање утицаја различитих параметара 

(промена концентрације реактаната, pH, промена температуре и притиска, увођење 

катализатора, итд.) на брзину реакције. Утврђивање елементарних реакционих корака који 

воде ка настанку производа реакције, тј. одређивање механизма реакције је, такође, један 

од циљева изучавања хемијске кинетике реакцијa. Одређивање механизма реакције 

подразумева анализу начина на који се нека хемијска веза раскида, а затим и начина на 

који се нова хемијска веза формира. Пошто се у том случају мора узети у обзир да сваки 

елементарни корак реакције има свој механизам, комплетно објашњење реакционог 

механизма је тешко достижан циљ.  

Са Шеме 1.1. могу се видети одређене фазе које се морају узети у обзир приликом 

одређивања механизма хемијске реакције.5 

 

             

 

Шема 1.1. Кораци у одређивању механизма хемијске реакције.5 
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Проучавање механизма неорганских реакција доживљава експанзију развојем 

органометалне и бионеорганске хемије, односно са развојем нових експерименталних 

техника (Uv-Vis спектрофотометрија, NMR спектроскопија, ,,stopped-flow” 

спектрофотометрија, HPLC, итд.). 

  

1.2. Супституционе реакције комплексних једињења 

 

Супституционе реакције комплексних једињења могу бити електрофилне (SE) и 

нуклеофилне (SN) у зависности од тога да ли у процесу супституције долази до замене 

централног јона металa или лиганада. Уколико се у току реакције супституише јон метала,  

тј. eлектрофил, у питању је реакција електрофилне супституције, једначина (1.2.1), а 

уколико се врши замена лиганада, комплекс подлеже реакцији нуклеофилне супституције, 

једначина (1.2.2). 

 
                     SE                                                        1.2.1             
  
                                                                                        SN                              1.2.2 
  

 

Нуклеофилне супституционе реакције, према Лангфорду и Греју (Langford, Gray),6 

одвијају се по три различита механизма: 

 Дисоцијативном механизму (D) 

 Асоцијативном механизму (A) 

 Механизму измене (I) 

 

Код дисоцијативног механизма (D) у првом ступњу реакције долази до 

дисоцијације једног лиганда L из координационе сфере комплекса, при чему настаје 

интермедијер са смањеним координационим бројем. У следећем ступњу улазни лиганд X 

се везује за централни јон метала. С обзиром да је први ступањ реакције спорији, он 

одређује укупну брзину реакције супституције. 

Код асоцијативног механизма (A) у првој фази улазни лиганд X се везује за 

централни јон метала, градећи интермедијер са повећаним координационим бројем, а 

затим, у другој фази одлазећи лиганд L напушта координациону сферу комплекса. 

[MLn]  +  M'             [M'Ln]  + M

[MLn]  +  X              [MLn-1X] + L
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Реакција грађења интермедијера са повећаним координационим бројем је спорија и она 

одређује брзину овог процеса супституције. 

 

X+

+
X

+ L

I Механизам

+ L

+ L

+X

[MLnX]

 

 

Шема 1.2. Механизми нуклеофилне супституције комплексних једињења. 

 

Механизам измене (I) је процес код кога се, у првој фази, улазни лиганд X везује 

електростатичким силама за спољашњу координациону сферу комплекса. Потом долази до 

миграције улазног лиганда из спољашње у унутрашњу координациону сферу уз 

истовремену миграцију одлазећег лиганда L из унутрашње у спољашњу координациону 

сферу. Крајни процес је раскидање везе између комплекса и одлазећег лиганда. Овај 

механизам, за разлику од претходна два нема интермедијера али постоји прелазно стање, 

тј. процес поседује своју енергију активирања. Механизам измене се може поделити на Ia и 

Id механизме. Уколико процес раскидања везе имеђу централног јона метала и одлазећег 

лиганда L има већи утицај на брзину реакције, механизам се обележава са Id, а уколико 

процес формирања нове везе између централног јона метала и улазног лиганда X има већи 

утицај на брзину хемијске реакције, механизам се обележава са Ia.6,7  
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1.3. Активациони параметри 
 

 
Одређивање механизма хемијске реакције заснива се на анализи добијених 

вредности термодинамичких параметара (H, S, V), који карактеришу одређени 

процес. Неопходно је прво дефинисати вредност константе брзине хемијске реакције k, за 

чије одређивање постоји велики број експерименталних метода. Избор одговарајуће 

методе зависи како од брзине процеса који се проучава, тако и од особина учесника 

хемијске реакције.8 

Познавање вредности константе брзине хемијске реакције на различитим 

температурама омогућава одређивање осталих термодинамичких параметара. Вредност 

енергије активирања Ea одређује се помоћу Аренијусове (Arrhenius) једначине (1.3.1).8-10 

 
/RT)Eexp(kk a0                                                                                                      (1.3.1) 

 
у којој је k константа брзине хемијске реакције, k0 фактор учестаности, R гасна константа и 

Т температура на којој је одређена вредност константе брзине. Логаритмовањем једначине 

(1.3.1) добија се израз: 

 

             /RTElnklnk a0                                                                                                     (1.3.2) 

 

у коме постоји линеарна зависност lnk од 1/T. Ова зависност је линеарна у ужем 

температурном интервалу од 30 - 40ºC. То значи да познавањем вредности константе 

брзине хемијске реакције за најмање три температуре, графичким путем може се одредити 

вредност члана –Ea/R, односно, вредност енергије активирања за изучавану реакцију.8,9 

Промена енталпије активирања H  одређује се из једначине (1.3.3). 

 

           RTEΔH a                                                                                                             (1.3.3) 

 

Промена ентропије активирања S је величина која представља мерило 

неуређености система, односно, промену слободне (Gibbs-oве) енергије G са променом 

температуре Т и може се изразити помоћу једначине (1.3.4) 
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  











ΔS

dT

ΔGd
                                                                                                          (1.3.4)       

                  

Вредност S одређије се на основу Ајрингове (Eyring) једначине (1.3.5): 

 

        











RT

ΔG
exp

Nh

RT
k                                                                                                       (1.3.5) 

 

С обзиром да се промена слободне енергије G може изразити преко промене енталпије 

активирања и промене ентропије активирања, једначина (1.3.6): 

 

        G = H + TS                                                                                                  (1.3.6) 

 

заменом у изразу (1.3.5) дaјe  једначину  (1.3.7): 

 

      




















RT

ΔH
exp

R

ΔS
exp

Nh

RT
k                                                                                       (1.3.7)  

             

Логаритмовањем једначине (1.3.7) добија се израз: 

 

      
RT

ΔH

R

ΔS

Nh

R
lnln


















T

k
                                                      (1.3.8) 

 

На основу израза (1.3.8) видимо да постоји линеарна зависност ln(k/T) oд 1/Т, тј. графички 

на основу ове једначине из нагиба добијене праве одређује се вредност промене енталпије 

активирања, а из одсечка праве израчунава се вредност промене ентропије активирања. 

Први члан, ln(R/Nh), је константа и на 25ºC износи 23,8.10,11 

           Повезаност константе брзине хемијске реакције и промене запремине активирања 

V дата је Вант-Хофовом (Van,t Hoff) једначином (1.3.9): 
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 

RT

ΔV

dP

lnkd

T











                                                                                                (1.3.9)  

             

Вредност за V добија се праћењем промене константе брзине хемијске реакције у 

зависности од притиска, а на основу једначине (1.3.10): 

 

                bRTΔV                                                                                                          (1.3.10)    

           

у којој b представља нагиб праве lnk = f(P). Запремина активирања V састоји се из два 

члана, једначина (1.3.11). 

 

               V = V
int + V

sol                                                                                    (1.3.11) 

 

Први члан V
int односи се на промене у интернуклеарним растојањима и угловима 

веза приликом настајања активираног комплекса, док други члан V
sol описује промене у 

наелектрисању, као и диполне интеракције у активираном комплексу. Зато, уколико 

реагују наелектрисани јони у процесу супституције допринос другог члана може бити већи 

од првог, па вредност запремине активирања није поуздан критеријум за одређивање 

механизма. Међутим, када у току процеса супституције нема промена у наелектрисању, 

други члан у изразу (1.3.11) може се занемарити, тј. тада запремина активирања зависи 

само од V
int. У том случају је вредност V најпоузданији критеријум за одређивање 

механизма супституције.12,13  

 
1.4. Одређивање механизма нуклеофилних супституционих реакција 

 
 

Одређивање механизма нуклеофилне супституционе реакције врши се на основу 

вредности термодинамичких параметара,9-13 који карактеришу проучавани процес. Један 

од параметара помоћу кога се на врло једноставан начин може прелиминарно одредити 

механизам супституције је константа брзине хемијске реакције. На основу једначина које 

карактеришу процесе дисоцијативног, асоцијативног и механизма измене (Шема 1.2) може 
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се видети да је процес супституције по дисоцијативном механизму реакција првог реда, а 

по асоцијативном механизму реакција другог реда. С тим у вези, уколико се приликом 

изучавања неке реакције установи да природа улазног лиганда не утиче на брзину 

реакције, тада се ради о дисоцијативном или Id механизму супституције. И обрнуто, 

уколико брзина хемијске реакције зависи од природе улазног лиганда, реакција се дешава 

по асоцијативном или Iа механизму супституције.6,7 

Поузданији критеријум за одређивање механизма је познавање вредности промене 

ентропије активирања S. Пошто је ентропија активирања мерило неуређености система, 

а на основу сазнања да се код различитих механизама формира интермедијер са већом или 

мањом неуређеношћу, овај параметар омогућава одређивање механизма супституције. У 

случају D механизма настаје интермедијер са смањеним координационим бројем, односно, 

повећава се неуређеност система и S има позитивну вредност. Код асоцијативног 

механизма настаје интермедијер са повећаним координационим бројем и смањује се 

неуређеност система, односно, S има негативну вредност. У случају I механизма S је 

приближно једнако нули. 

Најпоузданији критеријум за одређивање механизма је вредност промене запремине 

активирања.12,13 Узимајући у обзир врсту интермедијера код различитих механизама, 

повећање притиска ће убрзавати реакције које се дешавају по А механизму, а успоравати 

реакције по D механизму. Зато, негативна вредност за V указује на А или Iа механизам, а 

позитивна вредност за V указује на D или Id механизам супституције. У случају 

механизма измене, притисак не утиче значајније на брзину супституције.  

 

1.5. Супституционе реакције квадратно-планарних комплекса 
 

Квадратно-планарне комплексе граде јони метала са d8 електронском 

конфигурацијом. У ову групу спадају Pt(II), Pd(II), Au(III), Ir(I), Rh(I) и Ni(II). Општа 

формула ових комплексних једињења је [ML1L2TX], односно, они се састоје од централног 

јона метала и четири лиганда. Ова група комплексних једињења поседује D4h групу 

симетрије, тако да су везе метал-лиганд усмерене дуж x- и y-осе.14  
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[ML1L2TX]  +  Y             [ML1L2TY]  +   X
k2

k1
[ML1L2TX]  +  S              [ML1L2TS]  +  X

[ML1L2TS]  + Y              [ML1L2TY] + S

Супституционе реакције комплекса Ir(I) и Rh(I), као и  Pd(II) и Au(III), одигравају се 

веома брзо. Међутим, супституционе реакције комплекса Pt(II) одигравају се знатно 

спорије.15 

Реакција супституције лиганда код квадратно-планарних комплекса6,7 приказана је 

на Шеми 1.3.  

 

Шема 1.3. Реакција супституције лиганда код  квадратно-планарних комплекса.  

 

На основу Шеме 1.3 може се видети да у координационој сфери полазног комплекса 

долази до супституције лиганда X улазним лигандом Y. Лиганд Т се налази у trans-

положају у односу на одлазећи лиганд X .  

Супституционе реакције квадратно-планарних комплекса одвијају се по два 

кинетичка пута. Један је тзв. директна нуклеофилна супституција окарактерисана 

константом k2, једначина (1.4.1). 

                                                             

                                                                                                                                                  (1.4.1) 

 

Други је солволитички пут, окарактерисан константом брзине k1, по коме се у првој 

фази врши супституција лиганда X растварачем S, а потом, у другој фази лиганд Y улази у 

координациону сферу комплекса, замењујући молекул растварача. 

 
 
                                                                                                                                                 (1.4.2) 

                                                                                                                                                 (1.4.3) 

 

MT

L1

X

L2

+   Y MT

L1

Y   +   X

L2
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Израз за  брзину супституционе реакције обухвата оба кинетичка пута и приказан је 

једначином (1.4.4). 

 

     TX][Y]L[MLkTX]L[MLkBRZINA 212211                                                                 (1.4.4) 

 

Односно 

 

      TX]L[Y])[MLk(kBRZINA 2121                                                                                  (1.4.5) 

 

На Шеми 1.4. приказан је механизам супституције лиганда код квадратно-планарних 

комплекса. Из Шеме 1.4. се може видети да улазни лиганд Y прилази квадратно-

планарном комплексу под нормалним углом, формирајући квадратну пирамиду (3). 

Настала квадратна пирамида се трансформише у тригоналну бипирамиду (5), а потом 

поново у квадратну пирамиду (7), али са одлазећим лигандом X на врху пирамиде. На 

крају процеса супституције раскидањем везе између метала и одлазећег лиганда X поново 

се формира квадратно-планарни комплекс (9). Прелазна стања су окаратерисана 

положајима 2, 4, 6 и 8. 
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Шема 1.4. Механизам супституције лиганда  и  енергетски профил реакције  

                  супституције код квадратно-планарних комплекса. 

 

1.6. Утицај различитих фактора на реактивност квадратно-планарних 
комплекса 

 
На брзину супституционих реакција квадратно-планарних комплекса утиче већи 

број фактора, у које спадају: утицај централног јона метала, ефекат одлазећег лиганда, 

ефекат улазног лиганда, утицај лиганда који се налази у trans-положају у односу на 

одлазећи лиганд (trans-ефекат), као и утицај лиганда у cis-положају (cis-ефекат). 

Експериментални услови под којима се супституциона реакција одвија (концентрација 

реактаната, растварач, јонска сила раствора, pH, присуство катализатора или инхибитора), 

такође, утичу на брзину реакције. 

 
1.6.1. Утицај централног јона метала  

 
Ефекат централног јона метала на брзину супституције квадратно-планарних 

комплекса је веома велики. Уочено је да реактивност  комплекса у зависности од врсте 

јона метала опада у низу Ni(II) > Pd(II) > Pt(II).9 Велика разлика у реактивности ових 
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trans-[PtCl2(py)2] + Y trans-[PtCl(py)2Y]+ + Cl-

комплекса може се приписати порасту величине јона метала од Ni(II) (83 pm) до Pt(II)  

(94 pm), што доприноси да Ni(II) јон може много лакше да повећа координациони број, тј. 

да награди интермедијер тригонално-бипирамидалне структуре, преко кога се одигравају 

супституционе реакције квадратно-планарних комплекса (Шема 1.4.).9,14 

 

 

 

Слика 1.1. Константа брзине за реакције супституције комплекса јона метала  

d8 електронске конфигурације.11 

 

1.6.2. Ефекат улазног и одлазећег лиганда  

 

Брзина супституционе реакције квадратно-планарног комплекса зависи од врсте, 

односно, нуклеофилности улазног лиганда. Код великог броја супституционих реакција 

Pt(II) комплекса константа брзине реакције директне супституције, k2, расте у следећем 

низу улазних лиганада: 

 

                            H2O < NH3 < Cl- ≈ py < Br- < I- < CN- < PR3 

 

Овај редослед лиганада је дат на основу вредности за нуклеофилну реактивности nPt,9 тј. 

која се дефинише на основу реакције (1.6.2.1). 

 

                                            (1.6.2.1)    

 

при чему се константа брзине ове реакције обележава са k2
’ када је Y = MeOH, и тада је  

nPt = 0. Вредност за nPt у случају других лиганада добија се на основу једначине 1.6.2.2. 
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          nPt = log k2/k2
’                                                                                                             (1.6.2.2) 

 

Вредности за нуклеофилну реактивност, nPt, неких лиганада дате су у Табели 1.1. 

 

Табела 1.1. Вредности нуклеофилне реактивности, nPt, за улазне лиганде Y у реакцији 

(1.6.2.1).  

 
Лиганд 

 
Cl- 

 
NH3 

 
py 

 
Br- 

 
I- 

 
CN- 

 
PR3 

nPt
а 3,04 3,07 3,19 4,18 5,46 7,14 8,93 

                                         аРеф: 9,14 
 

На основу вредности из Табеле 1.1. може се видети да уколико је улазни лиганд 

,,мекша’’ база то је његова нуклеофилна реактивност већа. На пример, нуклеофилна 

реактивност расте у низу Cl- < Br- < I-, а то је уједно и смер пораста  ,,мекоће’’ ових 

лиганада. Јасно је да ће већу реактивност према Pt(II), као ,,мекој’’ киселини, имати 

,,мекша’’ база.9 

Код супституционих реакција Pt(II) комплекса уочена је линеарна зависност између 

пораста логаритма константе брзине, log k2, и nPt вредности, што је приказано на Слици 1.2.  
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Слика 1.2. Зависност logk2 од nPt за реакцију trans-[PtCl2(py)2] са различитим 

нуклеофилима у метанолу на 298K (за PPh3, CN-, Me2S) или 303 K (за SCN-, I-, Br-, N3
-, NH3, 

MeOH).16 

 
На основу једначине (1.6.2.3), одређује се вредност за фактор нуклеофилне 

дискриминације, s, који има карактеристичну вредност за одређени Pt(II) комплекс. Његова 

вредност се одређује из нагиба праве зависности logk2 од nPt. Вредности фактора s за 

неколико Pt(II) комплекса дате су у Табели 1.2. 

 

                       logk2 = s(nPt) + logk2’                                                                                   (1.6.2.3) 

         
     

Табела 1.2. Вредности фактора нуклеофилне дискриминације, s, за неколико изабраних 

комплекса Pt(II). 

 
Комплекс 

 
sа 

 

trans-[PtCl2(PEt3)2] 1,43 
trans-[PtCl2(AsEt3)2] 1,25 
trans-[PtCl2(py)2] 1,00 
[PtCl2(en)] 0,64 
[PtBr(dien)]+ 0,75 
[PtCl(dien)]+ 0,65 
[Pt(dien)(H2O)]2+ 0,44 

                                    аРеф: 14 
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Релативно мала вредност фактора s за [Pt(dien)(H2O)]2+ у односу на друге комплексе 

Pt(II) указује на то да је утицај улазног лиганда мали, односно, да је поменути комплекс 

доста реактиван када су у питању супституционе реакције. То је свакако повезано са 

чињеницом да је H2O лако одлазећи лиганд. На Слици 1.3. приказана је зависност logk2 од 

nPt за три различита комплекса Pt(II).  

 

 

Слика 1.3. Зависност logk2 од nPt за три комплекса Pt(II).17 

 

Реакције супституције квадратно-планарних комплекса зависе и од природе 

одлазећег лиганда.9,14 У случају комплекса Pt(II) показало се да брзина супституције опада 

у следећем низу одлазећих лиганада:  

 

H2O > Cl > Br > I > N3 > SCN > NO2 > CN  

 

Овај ефекат представља мерило лабилности везе метал-одлазећи лиганд, а самим 

тим указује на брзину којом одлазећи лиганд може да се супституише. Као што се може 

видети молекул воде, као и халогени, се лако супституишу, а сумпор-донорски лиганди 

као и CN- jон теже, што је повезано са тврдо-меким карактеристикама градитеља везе 

метал-лиганд. 
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1.6.3. Trans-ефекат 
 

            Код квадратно-планарних комплекса на брзину супституционе реакције велики 

утицај има врста инертног лиганда који се налази у trans-положају у односу на одлазећи 

лиганд. Тај ефекат је познат као кинетички trans-ефекат.6-9,11  

Лиганди се могу поделити на следећи начин: 

          σ-донори:            OH- 
< NH

3 
< Cl- < Br-

 
< CN-, CO, CH

3
-, < I-

 
< SCN- 

< PR
3 

< H- 

          π-акцептори:      Br- < I-
 
< NCS- 

< NO
2
- 

< CN- 
< CO, C

2
H

4 

Поларизабилност лиганда у trans-положају доводи до појаве trans-ефеката.9 Што је 

поларизабилност тог лиганда већа, trans-ефекат је јачи. Ефекат је индуктиван и преноси се 

са инертног лиганда (I) на јон метала (М), а са јона метала на лабилни лиганд (L). На овај 

начин trans-ефекат испољавају лиганди σ-донори.      

 

 

                           

            

 

 

+        -
+ -

+        -

I 
M 

L 

 

 

У случају лиганада π-донора долази до грађења додатне π-везе између лиганда у 

trans-положају и јона метала, при чему се стабилизује прелазно стање, тј. активирани 

комплекс структуре тригоналне бипирамиде. У активираном комплексу се лиганд у trans-

положају, одлазећи и улазни лиганд налазе у равни, што им омогућава  

π-комуникацију.9,14,18 Грађење додатне π-везе привремено учвршћује везу јона метала са 

лигандом,  услед чега се осиромашује електронска густина око јона метала, тако да се 

улазни лиганд лакше координује формирајући тригоналну бипирамидеу. 
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1.7. Хидролиза и хидратација јона метала 
 

Сви јони, без обзира на то да ли су позитивно или негативно наелектрисани, 

растварањем у води се хидратишу. Енергија хидратације, у случају јона метала, може да се 

дефинише као количина енергије која се ослободи када слободан јон метала прелази из 

гасне фазе у водени раствор и при томе се хидратише,14 једначина (1.7.1). 

                                                                                                                                                                         

                                                                                                                                                (1.7.1)  

 

Енергија хидратације је последица интеракције између јона метала и молекула воде. Када 

се јон метала нађе у воденом раствору, он се окружује молекулима воде, при чему се 

формирају три хидратационе сфере. 

Јони метала великог радијуса, а малог наелектрисања, подлежу хидратацији. У 

групу метала који хидратишу спадају јони алкалних и земноалкалних метала (изузев 

берилијума). Међутим, јони метала малог радијуса, а великог наелектрисања, подлежу 

хидролизи (Al3+, Fe3+,...). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Слика 1.4. Приказ електростатичких интеракција између молекула воде и јона метала. 
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Електростатичке интеракције између јона метала великог наелектисања и воде 

довољно су јаке да доведу до ослобађања H+ јона из молекула воде (Слика 1.4.), што се 

може приказати једначином11 (1.7.2). 

 

                                       (1.7.2) 

 

На основу једначине (1.7.2) може се видети да се ови јони метала понашају као 

киселине.14,19 Новија истраживања су показала да уколико је угао између осе која пролази 

кроз везу метал-кисеоник и везе кисеоник-водоник већи од 500, тај јон метала хидролизује, 

а уколико је угао мањи од 500, јон метала хидратише.20  

 

 

 

У процесу хидролизе јона метала, у почетку прво настају мононуклеарни 

хидролитички комплекси типа [M(H2O)(n-1)(OH)]z-1, који се затим у даљем току реакције 

полимеризују дајући полинуклеарне комплексе типа [Mp(OH)q](zp-q)+. Хидроксидни јони су 

најчешће мостни лиганди, јер имају велику способност да везују више од једног јона 

метала, па су самим тим одговорни за формирање полинуклеарних хидролитичких 

комплекса.   

Хидролиза јона метала зависи од природе и концентрације јона метала. Поред тога, 

она зависи од температуре, јонске силе раствора, природе растварача, као и присуства 

одређених супстанци које могу са јоном метала да граде комплексна једињења. 

 

1.8. Реакције супституције октаедарских комплекса 

 

Комплексна једињења са координационим бројем 6 најчешће поседују октаедарску 

геометрију. Ова група комплексних једињења има Oh групу симетрије. Велики број 
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елемената различитих електронских конфигурација има могућност да гради октаедарске 

комплексе.  

Јони Na+ и Mg2+, који спадају у групу s-елемената, могу да граде октаедарске 

комплексе, као и неки p-елементи попут сумпора и силицијума (SF6 и [SiF6]2-).6,7,9 

Међутим, најбројнији су октаедарски комплекси јона метала прелазних d-елемената.  

Процес супституције лиганада код октаедарских комплекса разликује се од процеса 

супституције лиганда код квадратно-планарних комплекса. Са једне стране, pz орбитала 

јона метала, која је код квадратно-планарних комплекса доступна да прими електронски 

пар улазног лиганда у процесу супституције по A механизму, код октаедарских комплекса 

је попуњена. Са друге стране, волуминозност октаедарских комплекса је већа у односу на 

квадратно-планарне, па је и прилаз улазног лиганда отежан.7 

Реакције супституције октаедарских комплекса могу се, такође, одвијати по D, A 

или I механизму, као што је описано у делу 1.1. Унутрашње-орбитални октаедарски 

комплекси  (d2sp3 хибридизација),  чији јон метала има електронску конфигурацију d0, d1, 

d2 као и d4 електронску конфигурацију високог спина, су координационо незасићени, тј. 

имају празне унутрашње d-орбитале. Дакле, ови јони метала поседују могућност да приме 

електронски пар улазног лиганда, који би, по A механизму, наградио интермедијер са 

координационим бројем 7. Извесна могућност за А механизам супституције постоји и код 

конфигурација ниског спина d3 и d4, уколико се накнадним спрезањем може испразнити 

једна d-орбитала. Међутим, за спољашње-орбиталне октаедарске комплексе (sp3d2 

хибридизација) очекује се D механизам супституције. У том случају уколико је веће 

позитивно наелектрисање централног акцептора електрона, комплекси су инертнији. Ова 

чињеница је потврђена порастом инертности према супституцији код хексафлуоро-

комплекса: AlF6
3- < SiF6

2- < PF6
- < SF6. Најстабилнији сумпор-хексафлуорид је добро 

познати инертни гас са јаким ковалентним S-F везама.8,9 

Највећи број супституционих реакција октаедарских комплекса дешава се по D или 

Id механизму, док на брзину супституције велики утицај имају природа одлазећег лиганда 

и природа инертног лиганда. У случају ових комплекса, стерне сметње су мање значајне. 
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1.8.1. Утицај одлазећег лиганда 

 

Утицај одлазећег лиганда на брзину супституције октаедарских комплекса може се  

објаснити на примеру киселе хидролизе комплекса типа [Co(NH3)5X]2+, једначина (1.8.1.1): 

 

[Co(NH3)5X]2+ + H2O [Co(NH3)5(H2O)]3+ + X-              (1.8.1.1.) 
 

Брзина којом одлазећи лиганд X напушта координациону сферу полазног комплекса 

зависи од јачине хемијске везе између јона метала и посматраног лиганда. Уколико су у 

питању лиганди истог наелектрисања, брзина реакције супституције расте са порастом 

величине лиганда. Међутим, ако посматрамо лиганде различитог наелектрисања, брзина 

реакције супституције опада са порастом наелектрисања одлазећег лиганда.9  

 

         Табела 1.3. Константе брзине за реакције киселе хидролизе  

                      [Co(NH3)5X]n+ + H2O [Co(NH3)5 H2O]3+ + X(n-3). 

 

X k/s-1 X 
 
k/s-1 
 

HCO3
- 1,6·10-3 SO4

2- 1,2·10-6 

NO3
- 2,6·10-5 F- 8,6·10-8 

I- 8,3·10-6 NO2
- веома мале 

Br- 6,3·10-6 NH3 веома мале 

Cl- 1,6·10-6 OH- и CN- веома мале 

 

 

1.8.2. Утицај природе инертног лиганда 

 

 Ако упоредимо вредности константи брзина у Табели 1.4 за комплексе Co(III) са en 

и trien хелатним лигандима, код којих не постоји разлика у разгранатости, а ни у величини 

самих лиганада, брзине се знатно разликују.  
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Табела 1.4. Константе брзине за киселу хидролизу неких тетраамминдихлоро- и 

пентаамминхлорокобалт(III) комплекса (само један Cl- лиганд се супституише са H2O) 

 

Комплекс 
 
107 k/s-1 
 

cis-[Co(NH3)4Cl2]+ Врло висока 

cis-[Co(en)2Cl2]+ 2400 

cis-[Co(trien) Cl2]+ 1500 

[Co(NH3)5Cl]2+ 67 

cis-[Co(en)2NH3Cl]2+ 14 

cis-[Co(trien)NH3Cl]2+ 6,7 

  

Тrien као тетраедарски лиганд гради три хелатна прстена, док два en лиганда граде четири 

(сваки лиганд по два) хелатна прстена. Басоло и Пирсон овај ефекат објашњавају 

смањењем хидратације јона. Наиме, раздвајање јонског пара је лакше ако је хидратација 

једног и другог јона већа, односно, ако је „локална“ диелектрична константа средине 

између јона већа. На основу тога може се закључити да ако комплекс има више хелатних 

прстенова, локална диелектрична константа је мала, хидратација јона је смањена, а тиме и 

дисоцијација јонског пара.9 

С друге стране инертни лиганди се могу посматрати према њиховим   

π-донорским или π-акцепторским особинама. Они могу да испољавају утицај на одлазећи 

лиганд X тако што утичу на лабилност везе метал-одлазећи лиганд, и то на следеће начине: 

 Лиганди π-донори, делокализацијом свог слободног електронског пара могу   

успостављати у извесној мери додатну π-везу са јоном метала, чиме слабе везу између јона 

метала и лиганда који се супституише. 

 

 

                

             Лиганди π-акцептори, делокализују у извесној мери електронски пар са јона метала 

формирајући додатну π-везу чиме је знатно појачана веза јона метала и лиганда који се 
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супституише. На основу тога треба очекивати, ако је инертни лиганд π-акцептор, да ће 

супституциони процес бити знатно спорији.  

 

  

 

1.8.2.1. Утицај положаја инертног лиганда 

 

На брзину реакције супституције октаедарских комплекса значајно утиче природа 

лиганада који се налазе у cis- или trans-положају у односу на одлазећи лиганд. На примеру 

комплекса [Co(en)2XCl]+, где је са X означен инертан анјонски лиганд, ефекат се може 

објаснити на следећи начин:   

Уколико се X налази у trans-положају у односу на Cl-, лабилност опада у низу:   

 

OH- > NO2
- > N3

- > CN- > Br- > Cl- > SO4
2- > NCS- 

 

Уколико се X налази у cis-положају у односу на Cl-,  лабилност опада у низу:   

 

    OH- > Cl- > Br- > NO2
- > SO4

2- > NCS-                        

 

Комплекси са cis геометријском структуром већином реагују брже него одговарајући trans 

комплекси, осим у случају када је X = NO2
- или N3

-.11,21 

                 Као што се види из Табеле 1.5, већа лабилизација у cis него у trans положају 

базира се на стерним ефектима π-донора. Дисоцијативни процес биће утолико енергетски 

повољнији уколико је лиганд π-донор спремнији да својом попуњеном p-орбиталом 

прекрива празну d2sp3 хибридну орбиталу Cо(III). На oснову тога може се рећи да је 

прекривање лакше у cis него у trans-положају, који захтева премештање лиганда и прелаз 

из геометрије квадратно-планарне пирамиде у тригоналну бипирамиду. Зато је хидролиза 



  oпшти део 
 

 
 25

утолико бржа уколико је лиганд X јачи π-донор и ако је у cis положају у односу на лиганд 

супституент. 7,9                  

 

Табела 1.5.  Константе брзине за реакцију супституције (25°C):  

[Co(en)2XCl]+ + H2O [Co(en)2X (H2O)](n+1)+ + Cl-. 

 

 Изомер Лиганд X 105 k/s-1 
 
% cis продукта 
 

Cis OH- 1200 100 

Cis Cl- 24 100 

Cis Br- 14 100 

Cis N3
- 24 100 

Cis NO2
- 11 100 

Cis SCN- 1,1 100 

Cis NH3 0,05 100 

Trans OH- 160 75 

Trans Cl- 3,5 35 

Trans Br- 4,5 - 

Trans N3
- 25 20 

Trans NO2
- 98 0 

Trans SCN- 0,005 60 

Trans NH3 0,03 - 

 

 

1.8.2.2. Утицај наелектрисања инертног лиганда 

 

 Утицај наелектрисања стално везаних инертних лиганада на брзину супституције 

може се видети на основу вредности датих у Табели 1.5. У складу са D механизмом, 

комплекси са два Cl- лиганда имају већу константу брзине од сличних комплекса са само 

једним Cl- лигандом. Примећује се да ће дисоцијација једног Cl- лиганда бити олакшана 

уколико је укупно позитивно наелектрисање комплекса мање.  
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 1.8.3. Стерне сметње 

 

Уколико постоје стерне сметње око јона метала реакције супституције код 

октаедарских комплекса се одвијају по D механизму, док се A механизам подразумева за 

стерно незаштићене комплексе. На пример, реакција хидролизе за mezo облик комплекса 

[Co(bn)2Cl2]+ , је око 3 пута бржа у односу на смешу d и l облика, зато што је меzо облик 

више стерно заштићен.21 У Табели 1.6 је приказан утицај стерних сметњи различитих 

лиганада на константу киселе хидролизе комплекса trans-[Co(L)2Cl2]+. 

 

Табела 1.6.  Константе брзине киселе хидролизе комплекса trans-[Co(L)2Cl2]+ при  pH=1 

(25°C) према реакцији: trans-[Co(L)2Cl2]+ + H2O [Co(L)2Cl(H2O)]2+ + Cl-. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.8.4. Редокс-реакције октаедарских комплекса 

 

Октаедарски комплекси подлежу и редокс реакцијама. Постоје два начина по 

којима се дешавају редокс реакције. Реакције спољне сфере су реакције првог реда у 

односу на оксидант и редуктант. У прелазном стању оксидант и редуктант задржавају 

своје координационе сфере нетакнуте, а пренос електрона је знатно бржи од процеса 

супституције лиганада, који може, али и не мора, да прати редокс процес. Код реакција 

унутрашње сфере долази до формирања моста између оксиданта и редуктанта преко кога 

L ознака 105 k/s-1 

NH2-(CH2)2-NH2 (en) 3,2 

NH2-CH2-CH(CH3)-NH2 (pn) 6,2 

dl-NH2-CH(CH3)-CH(CH3)-NH2 (dl-bn) 15 

mezo-NH2-CH(CH3)-CH(CH3)-NH2 (m-bn) 45 

NH2-C(CH3)2-C(CH3)2-NH2 (me4en) врло висока 

NH2-(CH2)3-NH2 (tn) 1000 
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се врши пренос електрона. За механизам унутрашње сфере неопходно је да бар један од 

реактаната буде супституционо лабилан и да оксидант поседује лиганд погодан за улогу 

мостног лиганда. Константа брзине ове реакције зависи од природе мостног лиганда.14 

Постоје многе редокс реакције у којима су реактанти и продукти у погледу 

супституције лабилни, а промене у координационој сфери могу да се догоде пре или после 

процеса преноса електрона. У том случају није могуће јасно разликовати реакције 

спољашње сфере од реакција унутрашње сфере.   

 

1.9. Антитуморска активност комплекса Ru и Pd 

 
Прелазни метали имају важну улогу у техничким процесима (катализа, екстракција 

и пречишћавање металних комплекса) у биологији и медицини (биолошки трансфер 

електрона, токсикологија и коришћење комплекса јона метала као лекова). Последњих 

година јони метала налазе све већу примену у медицини за терапеутску примену или као 

дијагностичка средства. Тако се данас неки комплекси јона метала користе за лечење 

различитих болести (канцер, артритис, дијабетес, Алцхајмерова болест, итд). Механизам 

деловања неких комплексних једињења у биолошким системима још увек није добро 

познат, тако да се данас велики број истраживача бави истраживањима управо у тој 

области. Пошто се почетак болести одиграва на ћелијском нивоу, најпре ту треба тражити 

одговоре на питања да ли је могуће ток болести зауставити или не.22-24   

По статистикама светске здравствене организације за 2012. годину,23 малигна 

обољења су значајан узрок морталитета како у светској популацији, тако и код нас. Код 

мушкараца су најдоминантнији карциноми простате и плућа, као и колоректални карцином, 

док су код жена најзаступљенији карциноми дојки и плућа.24 

 Тумори су обољења које карактерише неконтролисана деоба малигних ћелија и 

продирање у околна здрава ткива (метастаза).22 Терапијски приступ лечењу малигних 

болести подразумева више фаза: хирушка, радиотерапијска и хемотерапијска фаза. 

Хемотерапије се заснива на примени одговарајућих цитостатика, једињења која испољавају 

антитуморску активност, а њихова главна мета је најчешће ДНК или неки други биомолекул 

који учествује у ћелијској деоби. 

На Слици 1.4. означени су јони метала чија једињења имају значајну примену у 

медицинске сврхе, пре свега у лечењу канцера.  
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Слика 1.4. Периодни систем елемената на коме су бојом означени елементи чија 

једињења показују антитуморску активност. 

 

Од открића антитуморских карактеристика цисплатине до данас синтетисан је 

велики број комплексних једињења у циљу проналаска потенцијалних хемотерапеутика са 

већом активношћу, већом селективношћу према туморским ћелијама и мањим нежељеним 

дејствима.4,25,26 Пажња је нарочито усмерена на синтезу платинских комплекса. Иако је 

синтетисано неколико хиљада једињења једино су цисплатина, карбоплатина и 

оксалиплатина ушли у клиничку употребу.27,28 Цисплатина се користи за лечење 

карцинома плућа, тестиса, мокраћне бешике и грлића материце. Карбоплатина се 

употребљава за лечење истих малигнитета, али због мање цитотоксичности у односу на 

цисплатину користе се веће дозе овог лека. Оксалиплатин се користи у комбинацији са  

5-флуороурацилом у лечењу колоректалног карцинома. Главни недостаци ових једињења 

су развијање туморске резистенције на хемотерапеутик и велика токсичност према 

здравим ћелијама (неуротоксичност, мијелосупресија, ототоксичност, нефротоксичност 

итд.). Управо из тих разлога постоји стална потреба за синтезом бољег, према туморским 

ћелијама ефикаснијег, а мање токсичног хемотерапеутика29-33. 

Последњих година комплексна једињења других јона метала, нарочито галијума, 

злата, титана и рутенијума, проучавана су у погледу могућности примене у терапији 

тумора.34,35 Главни циљ при синтетисању активних једињења је постизање контроле 
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токсичних (споредних) ефеката и усмеравање дејства на одређено ткиво, орган или ћелију 

где јон метала треба да испољи своје дејство. Биомедицинска неорганска хемија управо 

има за циљ синтетисање нових терапеутских и дијагностичких агенаса који ће омогућити 

лечење и превенцију или дијагностику болести које су данас неизлечиве.33 Поред тога, 

неопходно је познавање начина за одстрањивање вишка јона метала из биолошких 

система. То се најчешће изводи увођењем молекула (лиганда) који имају велики афинитет 

према јонима метала.32 

Цитотоксични потенцијал комплекса рутенијума установљен је скоро пре четири 

деценије.36 Резултати истраживања су показали да су ова једињења најперспективнија 

група антитуморских агенаса, са првенствено антиметастатичким потенцијалом. Примена 

ових једињења у терапији различитих врста тумора заснива се на значајним  

карактеристикама комплекса рутенијума, као што су: кинетика лигандне измене, широк 

опсег оксидационих стања и особине да рутенијум имитира гвожђе у биохемијским 

процесима.  

Кинетика лигандне измене одређује биолошку активност комплекса кроз његове 

интеракције са макромолекулима, као што су протеини. Такође су подједнако важне и 

интеракције са амино-киселинама, пептидима и нуклеотидима.  

Параметри кинетике лигандне измене за комплексе Ru(II) и Ru(III) јона су слични 

параметрима за комплексе Pt(II) јона. То подразумева да иако су комплекси рутенијума 

првенствено  октаедарске геометрије, насупрот квадратно-планарним комплексима Pt(II), 

брзина супституције лиганда комплекса рутенијума слична је брзини супституције 

лиганада комплекса Pt(II).36   

Рутенијум у физиолошким условима може постојати у три оксидациона стања: 

Ru(II),  Ru(III)  и  Ru(IV), која карактеришу различите биолошке активности. Комплекси 

Ru(III) су биолошки инертнији од аналогних Ru(II) и Ru(IV) комплекса. Такође, постоје 

једињења рутенијума са мешовитим оксидационим стањима јона метала који се 

употребљавају као ћелијске боје,37 а могу деловати као митохондријални инхибитори.38 У 

ту групу спадају [(NH3)5RuIIIORuIV(NH3)4ORuIII(NH3)5]6+ (рутенијум-црвено) и 

[Cl(NH3)4RuIIIO RuIV(NH3)4OH]3+ (Ru360).  

 Рутенијум се на молекуларном нивоу понаша као гвожђе и може се везати за 

албумин и трансферин. Ћелије канцера имају повећану потребу за гвожђем, па је на 
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њиховој површини повећан број трансферинских рецептора од 2 до 12 пута у односу на 

здраве ћелије. Тада постоји могућност да се комплекси рутенијума везују за трансферин и 

тиме селективније делују на туморска ткива.   

Још једна важна карактеристика комплекса рутенијума је спречавање одвајања и 

миграције туморних ткива и њихове адхезије на удаљеним местима. Зато неки комплекси 

рутенијума показују већу селективност према канцерогеним ћелијама,39,40 а у неким 

случајевима чак и бољу активност од цисплатине.41-45 

 

1.10. Комплекси рутенијума(III)  

 

Пошто цисплатина садржи два хлоридо и два аминска лиганда, Кларк (Clarke) и 

сарадници су синтетисали комплексе Ru(III) који, такође, садрже поменуте лиганде,  

fac-[RuIIICl3(NH3)3]46 и cis-[RuIIICl2(NH3)4]+.47,48 Насупрот цисплатини, која се доминантно 

везује за остатке гуанина унутар једног ланца ДНК, поменути комплекси Ru(III) ступају у 

интеракцију са ДНК везивањем између два ланца,49 што је највероватније последица 

октаедарске геометрије комплекса. Иако су ови комплекси Ru(III) показали веома добру 

антитуморску активност, ниска растворљивост ограничила је њихова даља испитивања.50-52 

Последњих година детаљно су испитивана цитотоксична својства великог броја 

Ru(II) и Ru(III) једињења, као што су полипиридински комплекси cis-[RuCl2(N,N-bpy)2] и  

mer-[RuCl3(N,N,N-trpy)],53,54 аминокарбоксилатни комплекси [RuCl2(N,N,O,O-pdta)]  

и [RuCl(N,N,O,O,O-edta)],55,56 диметилсулфоксидни комплекси cis и trans-[RuCl(S-

DMSO)4]57-59 и арилазопиридински комплекси [RuCl2(N,N,N,N-azpy)2].42,43  

У скорије време, синтетисане су и испитане на антитуморску активност две групе 

структурно сличних комплекса Ru(III),60,61 а клиничка испитивања на канцерогеним 

ћелијама задовољила су само два комплекса: имидазолијум[trans-тетрахлоридо 

(диметилсулфоксид)(имидазол)рутенат(III)] (NAMI-A) и имидазолијум[trans-

тетрахлоридо-bis(1Н-индазол)(имидазол)рутенат(III)] (KP1019)62-64 (Слика 1.5). Оба 

комплекса су тренутно у другој фази клиничког испитивања. Kомплекс NAMI-A је 

испољио значајну ефикасност према метастазама на претклиничким и клиничким 

моделима, док је KP1019 испољио одлично цитотоксично дејство на ћелије примарних 

тумора.49,60-68. 
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Слика 1.5. Комплекси Ru(III): а) (NAMI-A) и б) (KP1019). 

 

Када говоримо о начину координовања комплекса Ru(III), претпоставља се да након 

интравенозне апликације комплекс KP1019 брзо интерагује са серумским протеинима, што 

може бити разлог његове ниске токсичности.69 Брзо везивање за ове протеине спречава 

хидролизу комплекса.69,70 Поред тога, резултати су показали да се комплекс KP1019 

координује за трансферин, протеин који преноси гвожђе. Малигне ћелије поседују велики 

број рецептора за трансферин. Рутенијум и гвожђе могу лако да се измењују у 

трансферину. Тако се преноси рутенијумски комплекс у хемијски непромењеном облику.71 

Након уласка у ћелију,  Ru(III) комплекс се у присуству глутатиона72 и других редукујућих 

биомолекула редукује до Ru(II), који је знатно реактивнији облик. Међутим, и у свом +3 

оксидационом стању у KP1019, рутенуијум је генерално јако реактиван, посебно у 

физиолошким условима.  

Добро је познато да се антитуморска активност платинских комплекса објашњава 

интеракцијом комплекса и ДНК молекула.36,73-76 Међутим, механизам интеракције 

комплекса рутенијума још увек није разјашњен у потпуности. Предпоставља се да се ова 

једињења активирају процесом хидролизе. У принципу, активирање хидролизом је 

доминантно за механизам деловања ове класе једињења, док даље хемијско понашање у 

великој мери зависи од киселости средине и концентрације хлорида. Након хидролизе 
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долази до редукције Ru(III) у Ru(II) комплекс, јер ћелија садржи различите редукционе 

агенсе.49,65,68 Настали Ru(II) комплекс реагује са ДНК молекулом, при чему је 

фаворизована координација за N7 атом гуанина.77 Управо овај активациони механизам, 

предложен од стране Кларка (Clarke), постао је познат као хипотеза „активација 

редукцијом“.49 У сагласности са поменутом хипотезом, праћена је редукција NAMI-A до 

NAMI-AR аскорбинском киселином и тако је утврђено да је NAMI-A много ефикаснији у 

спречавању раста метастаза.78  

У случају комплекса KP1019, молекул ДНК није главна мета. Утврђено је, да се под 

утицајем овог комплекса, апоптоза ћелије одвија унутрашњим, тј. митохондријалним 

путем, али је за разјашњење потпуног механизма деловања KP1019 неопходно сагледати и 

истражити све потенцијалне мете овог комплекса.79  

 

1.11. Комплекси рутенијума(II) 

 

Комплекси Ru(II) лако подлежу оксидацији. Важну улогу у стабилизацији 

рутенијумовог оксидационог стања +2 имају лиганди који се координују за јон метала. 

Лиганди који садрже атоме сумпора, фосфора и азота се врло лако координују за Ru(II) 

јон, при чему настају стабилни комплекси.39,80-84 Октаедарски комплекси типа cis- и trans-

[Ru(DMSO)4X2] (X = Cl, Br) испољили су добру антитуморску активност према 

метастазама карцинома плућа: C75B1 и BD2F1, при чему је trans  изомер показао 20 пута 

већу активност од cis изомера. Резултати су, такође, показали да се ови комплекси 

координују ковалентно за N7 атом гуанина.57 

 Разноврсност у структури активних једињења заправо наводи да различити 

механизми активације могу бити укључени код различитих типова једињења рутенијума.85 

Комплекси са хелатним лигандима су активнији у односу на комплексе са  монодентатним 

лигандима.86 Последњих година посебна пажња је посвећена комплексима рутенијума са 

полипиридинским лигандима.44,53,87 Анализом интеракција ових комплекса, који садрже 

поред полипиридинских лиганада и аква или хлоридо лиганде, нађено је да се они  

ковалентно везују за ДНК у ћелији. Аква или хлоридо лиганди у овим комплексима 

представљају лако одлазеће групе, насупрот веома стабилним полипиридинским групама, 

што у многим ситуацијама олакшава везивање биомолекула за јон метала. Хидролиза  
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Ru-Cl везе је веома важна у активацији, дајући аква производ који се лакше везује за  ДНК 

ланац.  

Комплекси Ru(II) са бипиридинским и полипиридинским јединицама су инертни 

према супституцији, координативно засићени и испољавају јединствена редокс својства. 

Почетком педесетих година прошлог века публиковани су први резултати везани за 

биолошку  активност Ru(II) комплекса са бипиридил и полипиридил лигандима, као што 

су bpy, phen и trpy.81,88-105 Доказано је да се полипиридил Ru(II) комплекси везују за 

молекул ДНК нековалентним интеракцијама.106 Такође, резулати су показали да поменуте 

интеракције зависе од типа хелатног лиганда. Наиме, комплекс [Ru(bpy)3]2+ показује веома 

слабу склоност ка везивању за ДНК, док је везивање [Ru(phen)3]2+ комплекса за ДНК много 

израженије. Способност ових комплекса да интерагују са молекулом ДНК зависи од 

величине и броја прстена полипиридилног лиганда. Тако, на пример, комплекси 

[Ru(phen)2(dppz)]2+ и [Ru(bpy)2(dppz)]2+ веома добро интерагују са ДНК, док комплекси 

[Ru(bpy)2(dpq)]2+ и [Ru(bpy)2(dpx)]2+ испољавају изразито мању способност за 

интеракцију.107 

 

1.12. Рутенијум(II) аренски комплекси 

 

Ru(II) јон може се лако стабилизовати координацојом са η6 ароматичним системина 

формирајући тзв. „half sandwich“ комплексе.89-94,108 Тако, Ru(II) јон гради комплекс 

pseudo-октаедарске тј. „piano-stool“ геометрије, где ароматични прстен формира „sedlo“, а 

преостала три лиганда „nogare“ клавирске столице (Слика 1.6). 

 

Ru

X Z
Y

R

 

Слика 1.6. Општа структура Ru(II) комплекса са „piano-stool“ геометријом. 
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Органорутенијум(II) комплекси могу да садрже различите аренске моно- и 

бидентатне лиганде.81,109-111 Досадашња истраживања су показала да најмање један 

халогенидни лиганд мора бити координован за Ru(II) јон, јер је хидролиза врло битан 

корак у механизму њиховог антитуморског деловања.112 Добра способност ка хидролизи 

праћена је у великом броју случајева добром растворљивошћу комплекса, што олакшава 

даља биолошка истраживања, као и клиничку примену. Активност ових комплекса зависи 

и од типа координованог аренског лиганда.113-115 Наиме, ароматични лиганд стабилизује 

јон метала у нижем оксидационом стању и тиме спречава могућност потенцијалне 

оксидације, а уједно представља и хидрофобни део молекула који олакшава пасивни 

транспорт кроз ћелијску мембрану. Такође, ови лиганди су инертни према супституцији 

помоћу других аренских лиганада, а повећање ароматичности лиганада повезано је са 

могућношћу интеракције комплекса и ДНК. Преостала три места могу заузети различити 

монодентатни или бидентатни лиганди са азор-, кисеоник-, сумпор- и фосфор-донорским 

групама. 116 

 Један од првих комплекса овог типа који је испитиван био је [RuCl2(C6H6)(DMSO)] 

комплекс (Слика 1.7. a). Oвај комплекс је показао значајну инхибицију топоизомеразе II, 

који је један од ензима одговорних за спречавање губитка генетске информације на 

теломерама у току митозе.117 Заменом DMSO лиганда са 1,3,5-триаза-7-

фосфатрицикло[3,3,1,1]декан (PTA) лигандом у Ru(II) аренским комплексима добијени су 

комплекси познатији под именом RAPTA91 комплекси (Слика 1.7. б). Присуство 

хидрофилног PTA лиганда обезбеђује бољу растворљивост ових једињења у води, што 

знатно олакшава биолошка испитивања. Такође, доказано је да ова једињења испољавају 

већу селективност, као и нижу токсичност. Заменом ароматичног прстена у RAPTA 

комплексима макроциклом са сумпором 1,4,7-тритиациклононаном,  добијени су 

комплекси који су испољили сличну in vitro активност.72,118 
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Слика 1.7. а) [RuCl2(C6H6)(DMSO)] и б) RAPTA- C. 

 

 Увођењем оксалатног или циклобутан-1,1-дикарбоксилног лиганда уместо хлоридо 

лиганда у структуру комплекса, као што је био случај код оксалиплатине и карбоплатине, 

добијена су једињења која нису имала значајну биолошку активност.119,120 Комплекси 

опште формуле, [Ru(η6-p-cimen)(X)(Y)(Z)] (X,Y или Z представљају халогениде, 

ацетонитрил или изоникотинамид) са три монодентатна лиганда, такође, нису показали 

значајну антитуморску активност према А2780 ћелијској линији хуманог карцинома 

јајника. Изостанак цитотоксичности може се објаснити њиховом великом и брзом 

реактивношћу са малим биомолекулима, чиме се спречава да поменута једињења реагују 

са главним унутарћелијским метама.79,90  

Комплекси са N,N-хелатним лигандима на бројним ћелијским линијама су 

испољили цитотоксичну активност упоредиву са цисплатином.77,121 Због тога су 

органометална једињења опште формуле [Ru(aren)(en)(X)]+ (aren =  бензен или његови 

деривати)113,114,122 интензивно проучавана, а резултати су показали да је координација 

хелатног етилендиамина утицала на смањење реактивности комплекса, у поређењу са 

комплексима који садрже монодентатне лиганде, што за последицу има интересантну 

биолошку активност.79 Цитотоксична активност ових комплекса према А2780 хуманој 

ћелијској линији зависи од величине координованог аренског дела90,117 (Табела 1.7). Јасно 

се уочава да комплекс са најхидрофобнијим аренским лигандом испољава највећу 

антитуморску активност. 
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Табела 1.7.  IC50 вредности90 добијене ММТ тестом на А2780 ћелијској линијикоја 

је третмана одговарајућим Ru(II) аренским комплексима, цисплатином и карбоплатином 

24 сата.  

 
Ru-aren/Pt kompleks 

 
IC50/μM 

 
[(η6-p-cimen)RuCl(CH3CN)2]PF6 > 150 

[(η6-p-cimen)RuCl2(izonikotinamid)] > 150 

[(η6-C6H6)RuCl(en)] PF6 17 

[(η6-p-cimen)RuCl(en)]PF6 9 

[(η6-C6H5CO2CH3)RuCl(en)] PF6 55 

[(η6-C6H5C6H5)RuCl(en)] PF6 6 

Karboplatinа 6 

Cisplatinа  0,5 

 

Као што је већ напоменуто хидролиза халогенида код органорутенијум(II) 

комплекса има значајну улогу у механизму испољавања цитотоксичне активности.81,123,124 

Одласком халогенида дисоцијативним путем и даљом реакцијом са молекулом  растварача 

настају комплекси који под физиолошким условима реагују изузетно брзо са 

биомолекулима, што значајно утиче на фармакокинетичке и фармакодинамичке 

параметре.71,79 Неки комплекси аренског типа испољавају високу селективност за везивање 

преко N7 атома гуанина.77,90 

Замена етилендиамина анјонским О,О-хелатним лигандима има за последицу 

настајање неутралних комплекса, који имају повећану електронску густину око Ru(II) јона. 

Тада је олакшана измена лиганада и процес хидролизе, што у многим случајевима води ка 

бољој растворљивости.79 Испитивањем биолошке активности појединих Ru(II) аренских 

комплекса са О,О- и S,О- хелатима показало је да ова једињења делују као инхибитори 

протеин-киназа.116 Такође је доказано да је селективност неких органорутенијум(II) 

комплекса са О,О-бидентатним лигандима према нуклеинским базама другачија  у односу 

на селективност Ru(II)-етилендиаминских комплекса.125-127 Наиме, комплекс [RuCl(η6-p-

cimen)(acac)] показује много већи степен везивања за аденин него за гуанин.128 
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1.13. Комплекси рутенијума са лигандима еddа типа 

 

 Комплексна једињења рутенијума са полиаминополикарбоксилатним хелатним 

лигандима спадају у посебну групу потенцијалних антитуморских агенаса.50,129,130 

Најрепрезентативнији пример представља комплекс H[Ru(H3pdta)Cl2]·4H2O, за који су 

резултати показали да испољава нарочиту антитуморску активност према ћелијској линији 

мишје леукемије  L1210. Проучавана је интеракција овог комплекса са протеинима плазме 

(албумин и трансферин) помоћу електронске апсорпције, CD и NMR спектроскопије.55 На 

основу ових анализа добијени резултати су указали да се комплекс највероватније везује за 

поменуте протеине преко имидазоловог прстена хистидина након одласка хлоридо лиганда 

из комплекса, док полидентатни лиганд остаје координован за јон метала.131,132  

Први комплекси рутенијума са еddа лигандима синтетисани су још седамдесетих 

година прошлог века. Најзначајни из ове групе су K[RuCl2(edda)]·2H2O и [RuCl(edda) H2O] 

комплекси.133 Такође су синтетисани комплекси Ru(III) са eddp лигандом и монодентатним 

лигандима, најчешће хлоридо лигандом.134 На основу резултата добијених испитивањем 

антипролиферативне активности и цитотоксичности комплекса K[RuCl2(eddp)]·3H2O може 

се видети да он испољава значајну селективну антипролиферативну активност према НеLa 

и HT-29 ћелијским линијама.135 Такође, методом CD спектроскопије и електрофорезом 

праћена је интеракција овог комплекса са pBR322 плазмидом ДНК. Резултати ових 

испитивања указали су на ковалентну интеракцију између комплекса и молекула ДНК. Ова 

интеракција се најпре одвија формирањем једне хемијске везе, а након развијања ДНК 

хеликса координација се одвија преко две везе, највероватније са истог ланца ДНК. 

Добијени резултати су потврдили претпоставку да комплекси Ru(III) у in vivo системима 

могу да се трансформишу у веома реактивне Ru(II) врсте.135 

Генерално, врста хелатног лиганда има значајни утицај на хемијска, физичка и 

биолошка својства комплекса рутенијума. Такође, нековалентне интеракције, присуство 

водоничних веза, различита хидрофобност лиганада и електростатичке интеракције имају 

одлучујућу улогу при везивању комплекса за биолошке мете, нарочито за нуклеинске 

киселине.136 
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1.14. Комплекси Pd(II)  
 

 
 Метали Ni, Pd и Pt налазе се у истој групи перидоног система, међутим, само 

комплексна једињења Pt показује антитуморску активност.137 Хемијско понашање у 

растворима структурно сличних комплексних једињења Pt(II) и Pd(II) је идентично.138 Из 

тог разлога се комплексна једињења Pd(II) често користе као модел молекули за 

испитивање кинетике и механизма супституционих реакција комплекса Pt(II), мада  

реагују 103-105 пута брже од аналогних комплекса Pt(II). Због јако великог афинитета 

према сумпор- и азот-донорским лигандима, као и јако велике реактивности, селективност 

комплекса Pd(II) према биомолекулима је мала, што ограничава њихову употребу као 

антитуморских реагенаса.  

Велики број структурно аналогних комплекса Pd(II) са комплексима Pt(II) 

синтетисано је и испитивана је кинетика и механизам њихових суспституционих реакција 

са различитим биомолекулима. Испитиване су супституционе реакције комплекса 

[PdCl2(en)] са различитим сумпор- и азот-донорским биомолекулима, при различитим 

експерименталним условима. Тако, у реакцијама са L-Мet настаје S,N-хелат. Међутим, у 

реакцији са S-Met-L-Cys не долази до формирања S,N-хелата, већ се два молекула тиоетра 

координују за Pd(II). Такође је испитивана реактивност етилендиаминских комплекса 

Pd(II) код којих су у структури етилендиамина неки од аминских водоникових атома 

замењени метил- или етил-групама. Због присутних стерних сметњи реактивност ових 

једињења је умањена.139 У реакцијама са азот-донорским нуклеозидима и нуклеотидима, 

[PdCl2(en)] комплекс реагује идентично одговарајућем комплексу Pt(II), везујући се 

првенствено преко N7 атома азота, док је веза преко N1 заступљена у мањој мери. 

Реактивност нуклеотида израженија је у односу на реактивност нуклеозида, због настајања 

производа који су додатно стабилизовани интрамолекулским водоничним везама.140-143 

Неки од производа ових хемијских реакција су изоловани и окарактерисани, као што је 

случај са [Pd(en)(N7-IMP)2] комплексом.144 

Такође су испитиване интеракције и других бифункционалних комплекса Pd(II) 

аналогних комплексима платине. Један од таквих комплекса је [PdCl2(SMC)]. У реакцијама 

[PdCl2(SMC)] комплекса са фрагментима ДНК (INO, 5’-IMP и 5’-GMP) утврђено је да је 

молекул 5’-GMP најбољи нуклеофил.145 Присуство пиридинског прстена у комплексу 
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Pd(II) повећава електрофилност јона метала на исти начин као и код комплекса Pt(II). 

Такође су испитивања показала да је комплекс [PdCl2(bpy)] знатно реактивнији у односу на 

[PdCl2(en)] и то у реакцији са тиоуреом, тетраметилтиоуреом и 5’-IMP, што је свакако 

последица присутних пиридинских јединица.146 Међутим, комплекс Pd(II) са пиперизином, 

[Pd(Pip)(H2O)2]2+,  који такође има способност електронске комуникације са јоном метала, 

у реакцији са 5’-GMP показује мању реактивност него комплекс са етиледиамином, што је 

последица стерних сметњи.147  

Комплекс [PdCl2(dach)], који садржи 1,2-диаминциклохексан, испитиван је у 

реакцијама са GSH и оксидованим GSSG. Резултати су показали да долази до формирања 

S,N-хелата,148 док се у реакцијама са нуклеотидима и фрагментима ДНК комплекс понаша 

на уобичајен начин. Испитиване су и реакције аналогних комплекса у којима су хлоридо 

лиганди супституисани различитим бидентатним лигандима, тј. комплекси типа: 

[Pd(dach)(CBDCA)], [Pd(dach)(Gly)], [Pd(dach)(L-Met)] и [Pd(dach)(ox)] у реакцијама са 

INO, 5’-IMP и 5’-GMP.149  Карактеристично је да природа одлазећег лиганда тј. CBDCA, 

Gly, L-Met или оx у великој мери утиче на брзину којом ће се одвијати процес 

супституције, при чему је редослед реактивности комплекса следећи:149 

 
 [Pd(dach)(gly)] > [Pd(dach)(ox)] > [Pd(dach)(CBDCA)] » [Pd(dach)(L-мet)] 

 
Од изабраних нуклеофила 5’-GMP је реаговао најбрже.  

Такође су синтетисани и испитивани различити монофункционални комплекси 

Pd(II). Један од изучаваних комплекса је [PdCl(N,N,S-Gly-Met)] у коме улогу тридентатно-

координованог лиганда има дипептид Gly-Met координован за Pd(II) преко атома сумпора 

из молекула L-Met, азота из пептидне везе и азота из терминалне амино-групе. Понашање 

овог комплекса  у реакцијама са тиолима (L-Cys, GSH, DL-пенициламином) је идентично 

понашању осталих монофункционалних комплекса Pd(II) и Pt(II).150 Тако је [PdCl(dien)]+ 

комплекс испитиван у реакцијама са различитим сумпор- и азот-донорским 

биомолекулима. У реакцијама са тиолима (L-Cys, GSH, DL-пенициламином) долази до 

супституције хлоридо лиганда молекулом тиола. Молекул GSH је најреактивнији, док је 

реакција са DL-пенициламином најспорија. Са порастом pH вредности, поред настајања 

комплекса типа 1:1, примећено је присуство динуклеарних комплекса са сумпором као 

мостним лигандом.151 Пошто експериментални услови јако утичу на одређене процесе 
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супституције, управо је у случају реакције супституције [PdCl(dien)]+ комплекса са  

L-Cys и GSH испитиван утицај промене растварача, јонске силе раствора, pH вредности и 

присуства анјонских тензида.152 У реакцијама са фрагментима ДНК молекула, [PdCl(dien)]+ 

јон реагује формирајући производе преко N7 атома азота.153 

Присуство пиридинског прстена у комплексу Pd(II) повећава електрофилност јона 

метала на исти начин као и код комплекса Pt(II). Тако су испитивања показала да је 

комплекс [PdCl2(bipy)] знатно реактивнији у односу на [PdCl2(en)] и то у реакцији са 

тиоуреом, тетраметилтиоуреом и 5’-IMP, што је свакако последица присутних 

пиридинских молекула.154, 155 

Код монофункционалних комплекса Pd(II) уочено је да број и распоред 

пиридинских јединица у тридентатно координованом NNN-донорском лиганду у великој 

мери утичу на реактивност комплекса. Упоређивањем реактивности поменутих комплекса 

добијено је да реактивност комплекса опада у низу: 

 
 [PdCl(trpy)]+ > [PdCl(bpma)]+ > [PdCl(dien)]+ 
 
 

што је свакако у сагласности са резултатима добијеним за одговарајуће Pt(II) 

комплексе.156,157 Комплексни јон [Pd(trpy)Cl]+ не реагује са тиоетрима,158 а у  реакцијама са 

тиолима (GSH, L-Cys, DL-пенициламин)159 он се понаша идентично trpy комплексу Pt(II). 

Упоређивањем односа константи брзина реакција супституције одговарајућих 

монофункционалних комплекса Pd(II) i Pt(II) са тиолма, најмања разлика у реактивности је 

у случају trpy комплекса.160 У реакцијама са фрагментима ДНК молекула [PdCl(trpy)]+ 

реагује знатно брже.161 Такође, већа реактивност овог комплексног јона у односу на остале 

монофункционалне комплексе Pd(II) примећена је и у реакцијама супституције са 

пиридином и para-дериватима пиридина.162 

Комплексни јон [Pd(bpma)(H2O)]2+ испитиван је у реакцијама са серијом лиганада: 

Cl-, I-, Br-, SCN-, Tu, DMTU и TMTU.163 Добијени редослед реактивности посматраних 

лиганада је: I- > DMTU > Tu > SCN- > TMTU > Br- > Cl- , што је у сагласности са 

електронским и стерним ефектима. Наведени комплекс реагује око 103 пута брже од 

одговарајућег Pt(II) аналога.163 Ови резлутати још једном показују колико присуство 

пиридинских јединица увећава брзину супституционих реакција. Такође, испитивана је и 

реактивност пиридина и деривата пиридина према [PdCl(bpma)]+ комплексном јону,163 а 
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утврђено је да реактивност деривата пиридина зависи од карактеристика присутних 

супституената.163 [PdCl(bpma)]+ комплексни јон испитиван је у реакцијама са азолима и 

диазинима, специфичном групом шесточланих и петочланих азот-донорских 

хетероцикла.164 Азоли су јако значајни са бионеорганског становишта, с обзиром да 

имидазол улази у састав хемопротеина.165 Такође, азоли могу да инхибирају везивање CO 

за неке цитохроме, док неки деривати триазола показују антибактеријско дејство на 

патогене бактерије биљака.166 Једињења која у свом саставу садрже пиридазин, пиридин, 

као и друга хетероциклична једињења, користе се у терапијске сврхе за лечење реуматског 

артритиса, остеоартритиса, остеопорозе, псоријазе и др.167 Поред триазола, деривати на 

бази пиридазина и пиразола такође показују антибактеријско и антигљивично дејство.168 

Азоли, као и диазини, често се користе као мостни лиганди при грађењу динуклеарних 

комплекса Pt(II).169,170 Од испитиваних азола и диазина највећу реактивност према 

[PdCl(bpma)]+ комплексном јону има триазол.165  

Комплекс [PdCl(tpdm)]+, код кога су за разлику од [PdCl(trpy)]+ комплекса 

пиридински прстени раздвојени метиленским групама, реагује са сумпор- и азот-

донорским молекулима знатно спорије. Реактивност комплексног јона [PdCl(tpdm)]+ је 

готово истог реда величине као [PdCl(dien)]+ комплекса. Карактеристично за [PdCl(tpdm)]+  

комплекс је да реагује са L-Mеt, за разлику од [PdCl(trpy)]+.171  

Последњих година чине се напори да се увођењем различитих лиганада у 

координациону сферу комплекса Pd(II) добије комплекс који ће испољавати цитотоксичну 

активност. Синтетисано је неколико комплекса Pd(II) који садрже 4-толуенсулфонил-L-

амино киселиноу и диимин (bpy или phen). Сви комплекси су показали активност на 

ћелијама карцинома. Највећу активност показао је [Pd(phen)(TsleuNO)] H2O.172 Синтетисан 

је и комплекс Pd(II) са лигандом који у својој структури садржи пиридин и амид,  

N-(4-хлорофенил)-3-пиридинкарбоксиамид. Добијени комплекс има trans геометрију. 

Утврђено је да се он координује за молекул ДНК и да испољава цитотоксичност на неке 

ћелије канцера. Међутим, активност наведеног комплекса мања је у односу на комплекс 

Pt(II) са истоименим лигандом.173  

Поред антитуморске активности, неки комплекси Pd(II) показују активност против 

туберкулозе, као што је комплекс trans-[PdX2(isn)2] (X= Cl, N3, SCN, или NCO;  

isn = изоникотинамид), при чему је најактивнији комплекс са азидом. Ови комплекси су 
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показали и антитуморску активност, али знатно мању у односу на цисплатину.174 

Аминоалкохоли, као што су (-)-ефедрин, (-)-норефедрин, L-пролинол, L-валинол и  

L-изолеуцинол, коришћени су у синтези комплекса Pd(II), при чему су добијени комплекси 

показали извесну антитуморску активност.175  

Хелатни лиганди заузимају важно место у модерној органометалној хемији, 

хомогеној катализи,176 као у бионеорганској хемији.177 Велики број различитих Schiff-база 

користи се као помоћни лиганди у реакцијама катализованим прелазним металима.178,179 

Захваљујући великом успеху дииминских лиганада, аналогни лиганди са етиленом или 

пиридином као мостним лигандом који повезује bis(имидазолин-2-имино) лиганде су 

синтетисани. Наведени лиганди са bis(имидазолин-2-имином) садрже имин као донор, који 

је јако базан и самим тим изузетно јак нуклеофил, што је последица способности 

имидазоловог прстена да стабилизује позитивно наелектрисање.180 Велика електрон-

донорска способност ових лиганада, као и велика реактивност према прелазним металима, 

потвђена је синтезом веома реактивног Cu(I) комплекса и синтезом молибденских и 

рутенијумских сендвич комплекса, који садрже још и циклохептатриенил, 

циклопентадиенил и арена лиганде.181,182 Такође, ови лиганди имају способност да граде 

комплексе са металима из прве групе прелазних метала, тј.  од мангана до цинка.183 У 

оквиру овог рада синтетисана су два комплекса Pd(II) са лигандима овог типа. 

 

1.15. Класични и некласични хeмотерапеутици 
 
 

 И након 30 година активног коришћења цисплатине у лечењу канцера она остаје 

најпримењенији антитуморски лек, упркос великим недостацима као што су ограничен 

број канцера на који делује, резистентност и токсичност. Поред цисплатине, око десетак 

других платинских једињења одобрено је за медицинску употребу, али још увек нису 

решени проблеми са којима се суочавало током употребе цисплатине.75  

 Данас се антитуморска једињења могу поделити у две групе: класични и 

некласични хемотерапеутици.2,184,185 Цисплатина делује на тај начин што доводи до 

дисторзије ДНК, па се термин ,,класични хемотерапеутици’’ користи за она једињења која 

имају за мету ДНК. Уводеђењем других јона метала у синтезу класичних антитуморских 

агенаса тежи се повећању антитуморске активности, ширем спектру деловања, али и 
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превазилажењу поменутих негативних ефектата.  На Слици 1.8 приказана су једињења 

различитих јона метала која спадају у групу класичних хемотерапеутика тренутно 

заступљена у различитим фазама медицинских испитивања.    

 

 

 
Слика 1.8. Класични хемотерапеутици: (а) кристална структура, на којој се види веза 

цисплатине и ДНК; (b) NAMI-A; (c) KP1019; (d) општа формула рутенијум(II)  и 

осмијум(II) арена комплекса; (e,f) примери цитотоксичних рутенијум(II) арена комплекса; 

(g) модел који показује интеракцију рутенијум(II) арена комплекса и ДНК;  

(h)[g-Ru(azpy)2Cl2] (i,j) примери цитотоксичних осмијум(II) арена комплекса;2 

 
 Дизајнирање ,,некласичних хемотерапеутика’’ уследило је након открића рецептора 

и фактора раста у ћелијама канцера. Ово откриће омогућило је развој нове стратегије у 

дизајнирању антитуморских једињења, тј. указало на то да управо рецептори и фактори 

раста у канцерогеним ћелијама могу бити нова места за координовање. Сходно томе, 

уследила је синтеза једињења ,,некласичних хемотерапеутика’’, која би била погодна за 
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координовање са протеинима и ензимима, као циљним групама. На Слици 1.9 приказане су 

структурне формуле неких од њих.2  

 
Слика 1.9. Примери антиканцерогених једињења са протеинима и ензимима као циљним 

групама: (a) злато(I) комплекс; (b) злато(III) меzo-тетраарилпорфирински комплекс; (c) 

KP46; (d) галијум tris-малтолат; (e) DW1; (f) Ru(II) арене комплекси са pta лигандом; (g) 

комплекс кобалта аналог аспирину; (h) хексакарбонил дикобалт комплекс са нуклеозидом 

као лигандом.2 

 

У циљу проналаска једињења са што бољим антитуморским карактеристикама, али 

и са што мањим споредним ефектима, велика пажња поклања се развоју једињења који ће 

у организму имати улогу прекурсора, тзв. про-лека. У току метаболизма ових једињења 

ослобађају се активна једињења која показују антитуморску активност. Ова једињења се 

могу активирати фотохемијским процесима,186 оксидацијом или редукцијом, као и 

супституционим реакцијама. Дизајнирање ових комплекса захтева познавање константи 

брзина супституционих реакција, редокс потенцијала, фотохемије, особина јона метала, 



  oпшти део 
 

 
 45

као и познавање ефекта координованих лиганада у комплексу.1-3 У ову групу једињења 

спадају фотоактивна једињења Pt(IV),169,187-189 као и комплекси Pt(IV) који редукцијом 

прелазе у одговарајуће комплексе Pt(II).190-192 Такође, у ову групу једињења спадају и 

једињења гвожђа, кобалта, родијума и рутенијума.2,193 

Фарел (Farell) са сарадницима је први пут дошао на идеју да синтетише комплексно  

једињење које садржи два јона платине повезана флексибилним мостним лигандом, а која 

имају антитуморску активност.194 Након синтезе испитивањима је установљено да се ова 

једињења координују за ДНК.195,196 Затим је уследила синтеза и испитивање антитуморске 

активности већег броја динуклеарних комплекса Pt(II), при чему су се као мостни лиганди 

користили хетероциклнична или алифатична једињења азота.3,197 

Поред динуклеарних, синтетисани су и тринуклеарни комплекси Pt(II), који се могу   

бифункционално координовати за ДНК.198,199 Такође, синтетисани су и динуклеарни 

комплекси са различитим јонима метала. Најчешће су то комплекси који садржње платину, 

бакар или рутенијум.200-202 Синтеза овог типа молекула има за циљ, као и у свим 

претходним случајевима, добијање комплекса са бољим антитуморским карактеристикама 

у односу на цисплатину.  
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ЗАДАТАК РАДА 
 
 
 

            Предмет ове докторске дисетрације био је испитивање супституционих реакција 

комплекса Ru(II) и Pd(II) са биолошки значајним лигандима. Наведена испитивања могу се 

поделити на следећи начин: 

 

 Испитивање кинетике и механизма супституционих реакција [(TLtBu)PdCl]+
  и 

[PdCl(tpdm)]+ комплексa са нуклеофилима: Tu, I-, Br-, NO2
-, py и DMSO у  

0,1 М NaClO4 у присуству 10 mM NaCl на три температуре (288, 298 и 308 К) 

,,stopped-flow“ спектрофотометријски. 

 

 Испитивање кинетике реакцијa супституције [RuCl(trpy)(bpy)]+ са  

5’-GMP, L-His, DMSO и Tu на 298 K у 0.1 M NaClO4 у присуству 20 mM NaCl   

Uv-Vis спектрофотометријски. Реакција са Тu је изучавана на 288 K, 298 K и 308 K. 

 

 Испитивање реакција супституције [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ са сумпор-везивним 

нуклеофилима као што су: L-Met, L-Cys, GSH i Tu на pH = 5,3 и 7,4 у D2O на 295 K, 
1H и 13C NMR спектроскопијом. 

 

 Спектрофотометријскo одређивање pKa вредности [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ јона.  

 

 Изучавање процеса хидролизе и комплексирања [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ јона са  

азот-везивним нуклеофилима 5’-GMP и L-His потенциометријском методом на 

константној температури од 298 K, у 0,1 M NaClO4.  

 



eкспериментални део 

 

 
47

 

2.  ЕКСПЕРИМЕНТАЛНИ ДЕО 

 

2.1. Реагенси и раствори 

 

Комплекси [RuCl(trpy)(bpy)]ClО4, [(TLtBu)PdCl]ClО4 и [PdCl(tpdm)]ClО4 су 

синтетисани по раније публикованим поступцима.171,203-206 Чистоћа добијених једињења 

потврђена је елементалном анализом, Uv-Vis спектрофотометријом, IR и 1H NMR 

спектроскопијом.  

RuCl3·3H2O (Acros Organics), PdCl2 (Strem Chemicals), D2O (Deutero GmbH 99 %), 

NaОH (Merck), NaCl (Zorka Šabac), NaClO4 (Merck p.a.), HClO4 (Merck p.a.), AgClO4 

(Merck), HCl (Merck), етанол (Merck), H2SO4 (Merck) су коришћени без предходног 

пречишћавања. 

L-хистидин, L-His, (Merck), гуанозин-5'-монофосфат, 5'-GMP, (Acros Organics), 

глутатион, GSH, (Acros Organics), тиоуреа, Tu, (Acros Organics), 2,2'-бипиридин, bpy, 

(Aldrich), 2,2':6',2''-терпиридин, trpy (Sigma Aldrich), L-цистеин, L-Cys, (Aldrich),  

L-метионин, L-Met, (Aldrich), диметилсулфоксид, DMSО, (Acros Organics) коришћени су, 

такође, без предходног пречишћавања. 

 

2.2. Синтеза комплекса 

 

2.2.1.Синтеза хлоридо-2,2'-бипиридин-2,2':6',2''-терпиридинрутенијум(II)-перхлората,       

         [RuCl(trpy)(bpy)]ClO4: 

 

Комплекс [RuCl(trpy)(bpy)]+ је припремљен по већ публикованој методи.203-205 Со 

рутенијума RuCl3·3H2O је раствoрeна мешањем и загревањем у 30 cm3 апсолутног етанола. 

Након растварања, 0.21g (0.89 mmol) лиганда trpy је додато и мешано уз рефлуктовање око 

3 сата.204 Затим је у раствор додата еквимоларна количина bpy (0.14g, 0.89 mmol) и 

целокупна смеша рефлуктована још 4 сата са LiCl у вишку (1.5 mmol) и триетиламином 

(0.4 mmol) као редукционим средством.205 Овим процесом долази до редукције Ru(III) и 
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као крајњи производ настаје Ru(II) комплекс. Након хлађења, настали црвено-наранџаст 

талог се процеди, испере етанолом и етром и суши на ваздуху. Резултати анализе 

добијеног комплекса помоћу елементалне анализе, Uv-Vis спектрофотометрије и 1H NMR 

спектроскопије се добро слажу са претходно публикованим резултатима.203-205 Принос: 350 

mg (89,31%). Нађено: C, 53.74%; H, 4.44%; N, 12.56. Израчунато за RuCl2N5C25H19: C, 

53.48%; H, 3.41%; N, 12.56%. λmax = 239 nm, 281 nm, 290 nm, 313 nm, 488 nm.  IR (νmax , 

KBr): 3043 cm-1 C-H, 1600 cm-1 C-N, 1463 cm-1 C=N, 568 cm-1 Ru-Cl. 1H NMR (, D2O): 9.95 

ppm (d, H6-bpy)  7.79 ppm (d, Hd- trpy).  

 

2.2.2. Синтеза  хлоридо-2,6-bis[(1,3-ди-terc -бутилимидазолин-2-имино)метил] 

пиридинпаладијум(II)-перхлората, [(TLtBu)PdCl]ClO4: 

 

Комплекс [(TLtBu)PdCl]ClO4 је припремљен по већ публикованој методи206. Раствор 

лиганда 2,6-bis[(1,3-ди-terc-бутилимидазолин-2-имино)метил]пиридина (TLtBu),207 200 mg, 

(0,405 mmol) у води (10 cm3) додат је у капима у еквимоларну суспензију PdCl2 у води (10 

cm3) на собној температури. pH вредност је подешена на 5 додатком 0,1 M HClO4. 

Добијени раствор је рефлуктован 24 h на 50 oC. Након тога, запремина раствора је смањена 

на 5 cm3 упаравањем, а производ је таложен додатком засићеног раствора NaClO4 (20 cm3). 

Након филтрирања производ је испран алкохолом и ацетоном (20 cm3), а тамно-црвени 

прах је сушен под вакумом. Кристализација комплекса урађена је у смеши ацетон/етанол, 

процеђен је и сушен под вакумом.  Комплекс је окарактерисан елементалном анализом и 
1H NMR спектроскопијом. Принос: 250 mg (94%). Нађено: C, 47,8%; H, 6,2 %; Н, 13,5 %. 

Израчунато за C30H52Cl2Н7O4Pd: C, 47,9 %; H, 6,97 %; Н, 13,0 %; 1H NMR (, D2O): 7,56 

ppm (d, m-Py), 7,45 ppm (t, p-Py), 4,57 ppm ( s, Py-CH2) и 1,68 ppm (s, CCH3). 

 

2.2.3. Синтеза комплекса хлоридо(терпиридиндиметан)паладијум(II)-перхлората, 

[PdCl(tpdm)]ClО4: 

 

Комплекс [PdCl(tpdm)]ClO4 је синтетисан по већ публикованој методи.171 У водени 

раствор који садржи 1mmol (0,326g) K2PdCl4 додата је еквимоларна количина  
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циклооктадиена (COD) (1mmol, 0,108g) и раствор је мешан 1h. Настали слабо растворан 

комплекс [PdCl2(COD)] се профилтрира и остави да се осуши. Након сушења, комплекс се 

раствори у смеши метанол/вода (50/50, v/v) и у добијени раствор дода еквимоларна 

количина терпиридиндиметан лиганда (tpdm), који је синтетисан по раније публикованој 

методи.208 Суспензија је мешана неколико сати, а температура одржавана константном на 

50 °C. Након хлађења, раствор је остављен у леду преко ноћи. Жути талог је одвојен од 

раствора, прекристалисан из воде и окарактерисан елементалном анализом, Uv-Vis и IR 

спектроскопијом. Принос: 380 mg (94,32%). Израчунато за C17H15Cl2N3Pd:  

C, 46,53 %; H, 3,42 %; N, 9,58 %. Нађено: C, 44,07 %; H, 3,92 %; N, 8,37 %. λmax = 265,1 nm, 

IR (νmax , KBr): 786 cm-1 Pd-N, 1454 cm-1 C-N, 1591 cm-1 C=N, 3400 cm-1 O-H.    

 

2.3. Инструменти 

 

За мерење pH раствора коришћен је Jenway 4330 pH-метар са комбинованом Jenway 

стакленом електродом стандардизованом помоћу Fischer стандардних пуфера чији је  

pH = 4.00; 7.00; 10.00. 

Елементалне анализе (C, H, N) рађене су помоћу Carlo Erba Elemental Analyser 1106. 

Uv-Vis спектри снимани су помоћу Perkin Elmer Lambda 35 Uv-Vis 

спектофотометра са термостатираном 1,00 cm кварцном Suprasil киветом.  

,,Stopped-flow“ мерења вршена су помоћу Applied Photophysics SX.18MV stopped-

flow инструмента. 
1H NMR спектри снимани су на Varian Gemini-200, Bruker Аvance DPX 200 и 400 

WB спектрометру, док су pD мерења вршена помоћу inoLab Sen Tix® Mic pH 

микроелектроде. 
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2.4. Кинетичка мерења 

 

2.4.1. Супституционе реакције комплекса рутенијума(II) 

 

 Кинетика реакцијa супституције [RuCl(trpy)(bpy)]Cl комплекса са 5’-GMP, L-His, 

DMSO и Tu изучавана је Uv-Vis спектрофотометријски. Све реакције су проучаване као 

реакције pseudo-првог реда на температури  од 25 ºC у 0.1 M NaClO4 уз додатак 20 mM 

NaCl, а са Тu је реакција изучавана на 15 ºC, 25 ºC и 37 ºC. 

Радна таласна дужина одређена је снимањем спектара реакционе смеше у 

одређеним временским интервалима у опсегу таласних дужина између 220 и 450 nm. Као 

радна таласна дужина узима се она таласна дужина на којој је највећа промена у 

апсорбцији раствора са временом. Супституционе реакције су започете мешањем истих 

запремина раствора комплекса и раствора лиганда (по 1,5 cm3). Концентрација лиганда 

била је у великом вишку (најмање 10 пута) у односу на концентрацију комплекса, како би 

се обезбедили услови реакције pseudo-првог реда. Спектрофотометријско одређивање 

константе брзине реакције pseudo-првог реда, kobs, врши се праћењем промене апсорбције 

раствора Аt са временом t на одређеној таласној дужини,  на основу једначине 2.4.1.1. 

 

     tkAAlnAAln obs0t                               (2.4.1.1) 

 

Зависност ln(At – A) од времена t је линеарна, тако да се из нагиба праве добија 

вредност за kobs. Величина А представља апсорбцију раствора након ,,бесконачно” дугог 

времена (обично после 8-10 полувремена реакције). Добијена вредност за константу 

брзине реакције pseudo-првог реда, kobs, представља средњу вредност 4 до 5 независних 

кинетичких мерења. 

 

2.4.2. Супституционе реакције комплекса паладијума(II) 

 

Кинетика реакцијa супституције [(TLtBu)PdCl]+ и [PdCl(tpdm)]+ помоћу лиганада Tu, 

I-, Br-, NO2
-, py и DMSO праћена је помоћу Uv-Vis ,,stopped-flow“ спектрофотометрије. Сва 
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кинетичка мерења су вршена праћењем промене апсорбције раствора на одговарајућој 

таласној дужини у функцији времена. Радна таласна дужина за сваки проучавани систем је 

одређена на начин као што је описано у делу 2.4.1. Реакције су започете мешањем истих 

запремина раствора комплекса и лиганада директно у апарату. Кинетика испитиваних 

реакција је праћена под условима реакција pseudo-првог реда (концентрација лиганада је 

била 10-30 пута већа у односу на концентрацију комплекса). Све супституционе реакције 

су проучаване у 0,1 М NaClO4, зато што се перхлоратни јон не координује за Pd(II) и Pt(II) 

јоне у воденој средини.209 У циљу сузбијања хидролизе комплекса реакције су извођене уз 

додатак 10 mM NaCl. Температурска зависност константе брзине реакције другог реда 

проучавана је за реакције [(TLtBu)PdCl]+ са I- и py, а за [PdCl(tpdm)]+ са  I-, Br-, py и DMSO. 

Вредности за константе брзине реакције pseudo-првог реда, kobs, добијене су анализом 

спектралних података уз помоћ компјутерског програма ORIGINPRO 8. 

 

2.5. 1H NMR мерења 

 

Реакције супституције [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ са L-Met, L-Cys, GSH i Tu изучаване су 
1H NMR спектроскопијом у моларном односу 1 : 1. Почетне концентрације реактаната 

биле су 8 mM, сем у случају GSH, чија је почетна концентрација била 20mM. 

Раствор комплекса припреман је растварањем одмерене количине у 300 μL D2O око  

8 сати пре почетка извођења експеримента. Да би се постигла боља растворљивост 

комплекса коришћена је ултразвучна када. 1H NMR спектри су снимани на 295 К у 

периоду од неколико дана до три недеље. Супституционе реакције праћене су на pH = 5,3 

и на pH = 7,4, у присуству фосфатног пуфера, да би се окарактерисали процеси у 

физиолошким условима.210 Киселост раствора, pD (pD = pH + 0,4),210 подешавана је 

додатком 0,01-0,05 М раствора NaOD или DCl. Сва хемијска померања дата су у односу на 

TSP (натријум-триметилсилилпропан-3-сулфат). Добијени резултати су анализирани 

помоћу компјутерских програма Origin 6.1 и Microsoft Excel 2003. 
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2.6. Спектрофотометријска титрација јона [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ 

  

У циљу одређивања pKa вредности, раствор аква комплекса [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+,  

чија је концентрација 0,02 mМ, титрован је помоћу стандардног раствора NaOH на  25 ºC у 

опсегу pH од 1,15 до 11,53. Састав система у зависности од промене киселости праћен је 

Uv-Vis спектрофотометријски. Јонска средина раствора подешена је помоћу  

0,01 М NaClO4. 

Да би се избегла корекција услед разблаживања, за титрацију је коришћена велика 

почетна запремина раствора комплекса (100 cm3). Промена pH из 2 у 3 постигнута је 

додатком тачно одмерене количине чврстог NaOH, a затим је раствор титрован 

стандардним раствором NaOH концентрације 0,1000 М помоћу микропипете. Ради 

спречавања контаминације раствора комплекса услед урањања електроде, за свако мерење 

узимане су запремине од по 2 cm3 раствора. Комбинована електрода калибрисана је 

пуферима стандардних pH вредности 4,00 и 7,00. Оперативни параметри били су следећи: 

брзина скенирања 2nm/s, ширина прореза 0,3 nm, фото осетљивост 0,2 abs јединица. 

Снимани су спектри у интервалу таласних дужина од 220-1020 nm. Коришћене су кварцне 

кивете дебљине 1cm. 

Спектрофотометријски подаци су обрађивани помоћу компјутерског програма  

pHAb2006,211 а расподела хидролитичких врста у раствору израчуната је помоћу програма 

Hyss 2006.212  

 

2.7. Потенциометријска мерења 

 

 Све потенциометријске титрације извођене су у балону са двоструким зидом. Током 

свих титрација одржавана је константна температура (298,0 ± 0,1 K), кружењем 

термостатиране воде кроз зидове балона. Кроз раствор током титрације је увођен азот како 

би се обезбедила инертна атмосфера и мешање расвора. Раствор је додатно мешан уз 

помоћ магнетне мешалице. Стандардни раствор базе је постепено додаван у малим 

аликвотима (0,005-0,01 cm3) помоћу аутоматске бирете. Промена потенцијала бележена је 

после сваког додатка титранта. Протокол титрације изабран је на такав начин да реакције 
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хидролизе и комплексирања протичу у условима готово идентичним са стварном 

равнотежом. Просечно време успостављања константног потенцијала за сваку тачку на 

почетку титрације било је 5 min, а касније знатно више. Очитаване вредности потенцијала 

устаљивале су се на ± 0,1 mV/min. 

Константе стабилности комплекса одређeне су титрацијом 1,0 и 2,0 mM раствора 

комплекса стандардним раствором NaOH. Константе формирања комплекса одређeне су 

титрацијом раствора у коме је однос концентрација комплекса и лиганда био 1:1 и 1:2 

(комплекс : лиганд). Раствор који се титрује имао је запремину од 20,0 cm3. Као јонска 

средина коришћен је 0,1 M NaClO4. Све титрације су извођене два пута и слагања између 

титрација су била веома добра, са одступањима мањим од 1%.  

Опште константе протоновања 5'-GMP и  L-His узете су из литературе.213  

Потенциометријски подаци су обрађивани помоћу компјутерског програма 

Hyperquad 2006,214 а расподела хидролитичких врста у раствору израчуната је помоћу 

програма Hyss 2006.212  
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 3.  РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЈА РЕЗУЛТАТА 

 

3.1. Испитивање  кинетике  супституционих  реакција  [(TLtBu)PdCl]+  и 

[PdCl(tpdm)]+  комплекса 

 

Реакције супституције монофункционалних Pd(II) комплекса са нуклеофилима 

Tu, I-, Br-, NO2
-, py и DMSO су изучаване ,,stopped-flow” спектрофотометријском 

методом. На Слици 3.1 приказане су структурне формуле испитиваних комплекса и 

нуклеофила. Реакције су изучаване тако што је праћена промена у апсорбанци система 

на погодним радним таласним дужинама у функцији времена. У експерименталном 

делу је детаљно описан начин за одређивање радне таласне дужине.  

 

 

 

 
             Нитритни јон          Бромидни јон     Јодидни јон 

 
 

 
 

Пиридин         Диметилсулфоксид           Тиоуреа 
  

 
 

Слика 3.1. Структурне формуле проучаваних комплекса и нуклеофила 
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Испитивање супституционе реакције [(TLtBu)PdCl]+ и [PdCl(tpdm)]+ су започета 

мешањем једнаких запремина раствора комплекса и нуклеофила директно у ,,stopped-

flow“ инструменту. Концентрације реактаната изабране су тако да обезбеђују услове 

реакцијe pseudo-првог реда. Најчешће је концентрација лиганда била у великом вишку, 

најмање 10 пута у односу на концентрацију комплекса. Свака реакција је праћена до 

завршетка, односно у трајању од 8-10 полувремена реакције.  

Све супституционе реакције су изучаване у 0,1 M NaClO4, јер познато је да се 

перхлоратни јон не координује за Pt(II) и Pd(II) јоне у воденим растворима.209 У раствор 

хлоридо комплекса додат је 10 mM NaCl, како би се спречила спонтана хидролиза 

комплекса и грађење аква честице.  

Супституционе реакције квадратно-планарних комплекса се одигравају по два 

паралелна пута.7 Први пут укључује директан нуклеофилни напад од стране улазног 

лиганда, док други, солволитички пут, започиње прво координацијом растварача за 

централни јон метала, а потом долази до супституције молекула ратварача улазним 

лигандом. У нашем случају, код изучаваних [(TLtBu)PdCl]+ и [PdCl(tpdm)]+ комплекса, 

солволитички пут је елиминисан додатком 10 mM NaCl, тако да се реакција директне 

супституције одиграва као реверзибилан процес, што је приказано на Шеми 3.1. 

 

                  

Шема 3.1. 

  

Константа k2 представља константу брзине реакције директне нуклеофилне 

супституције, док константа k1 представља констату брзине повратне реакције. 

Константа брзине другог реда, k2, се израчунава из нагиба праве добијене 

функционалном зависношћу између константе брзине реакције pseudo-првог реда, kobs, 

у функцији концентрације нуклеофила, на основу једначине 3.1.1: 

 

kobs = k2[L] + k1[Cl-]                                                                                          (3.1.1) 

 

k2

k1

L = T u , I-, B r-, DMSO, py, NO2
-

X = T L t Bu , tp dm

[(X )Pd C l]+ + L [(X)PdL]z+ + Cl-
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Посматрана константа брзине реакције pseudo-првог реда, kobs, је израчуната као 

средња вредност неколико (најчешће 4 до 8) независних кинетичких мерења, користећи 

програм OriginPro8. Температурска зависност константе брзине реакције pseudo-првог 

реда, kobs, је проучавана за реакције супституције [(TLtBu)PdCl]+ са I- и  Py, као и за 

реакције супституције [PdCl(tpdm)]+ са I-, Br-, Py и DMSO. Експериментални резултати 

мерења приказани су на Сликама 3.2; 3.3; 3.4 и 3.5, а израчунате вредности су сумиране 

у Табели 3.1.  

 

 

 

Слика 3.2. Зависност константе брзине реакције pseudo-првог реда, kobs, од 

концентрације нуклеофила и температуре за реакције супституције [(TLtBu)PdCl]+ са  

I- и  Py  у 0,1 М NaClO4, [Cl-] = 10 mM. 
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Слика 3.3. Зависност константе брзине реакције pseudo-првог реда, kobs, од 

концентрације нуклеофила и температуре за реакције супституције [PdCl(tpdm)]+ са  

I-,  Py, DMSO и Br- у 0,1 М NaClO4, [Cl-] = 10 mM. 

 

 

 

Слика 3.4. Зависност константе брзине реакције pseudo-првог реда, kobs, од 

концентрације нуклеофила за реакцију супституције [PdCl(tpdm)]+ са NO2
- у 0,1 М 

NaClO4, [Cl-] = 10 mM. 
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Слика 3.5. Зависност константе брзине реакције pseudo-првог реда, kobs, од 

концентрације нуклеофила за реакцију супституције [(TLtBu)PdCl]+ са Tu, Br-, NO2
- и 

DMSO  у 0,1 М NaClO4, [Cl-] = 10 mM. 
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Табела 3.1. Константе брзине и активациони параметри за супституционe реакцијe 

[(TLtBu)PdCl]+ и [PdCl(tpdm)]+ са различитим нуклеофилима у 0.1 M NaClO4 и 10 mM 

NaCl. 

 
[PdCl(tpdm)]+ 

 
k2/M-1s-1 k1[Cl-]/M-1s-1

 H2
≠/kJmol-1 S2

≠/J K-1mol-1 

Tua 298 (5,8 ± 0,2)·103 0,37 ± 0,08 29 ± 3 -75 ± 8 
I- 288 

298 
308 

526 ± 3 
646 ± 5 
693 ± 6 

12 ± 1 
47 ± 2 
230 ± 5 

 
8 ± 3 

 
-180 ± 9 

Br- 288 
298 

43 ± 1 
90 ± 2 

3,2 ± 0,1
26 ± 1 

/ / 

NO2
- 298 63,5 ± 0,5 30 ± 1 / / 

py 288 
298 
308 

25,1 ± 0,1 
47,5 ± 0,2 
61,9 ± 0,2 

0,36 ± 0,01
5,0 ± 0,1 

39 ± 2 

 
31 ± 7 

 
-120 ± 20 

DMSO 288 
298 
308 

40,4 ± 0,5 
47 ± 1 
56 ± 2 

7,0 ± 0,1
16 ± 1 
30 ± 2 

 
10 ± 1 

 
-195 ± 3 

 
[Pd(TLtBu)Cl]+ 

 
k2/M-1s-1 k1[Cl-]/M-1s-1

 H2
≠/kJmol-1 S2

≠/J K-1mol-1 

Tu 298 (1,3 ± 0,3)·103 39 ± 2 / / 
I- 288 

298 
308 

49 ± 1 
79 ± 1 
95 ± 2 

1,3 ± 0,1
13,.8 ± 0,1 

20,2 ± 0,2 

 
22 ± 6 

 
-150 ± 20 

Br- 298 22,1 ± 0,4 21 ± 1 / / 
NO2

- 298 14 ± 2 23 ± 1 / / 
py 288 

298 
308 

12,8 ± 0,5 
13,6 ± 0,5 
17,8 ± 0,8 

1,4 ± 0,1 
2,8 ± 0,1 
4,0 ± 0,2 

 
10 ± 5 

 
-205 ± 15 

DMSO 298 10,9 ± 0,5 24 ± 2 / / 
          а Реф. 171 

 

Генерално, познато је да комплекси Pd(II) и Pt(II) имају велики афинитет према 

нуклеофилима који садрже сумпор-донорске атоме.147,214 На основу резултата 

испитивања приказаних у овом делу највећу реактивност од свих изучаваних 

нуклеофила показује тиоуреа. Најјача нуклеофилност тиоурее произилази из њених 

двојних особина, а то су особине тиолне групе као σ-донора и тиоетарске групе као 

σ-донора и π-акцептора.171,215  

Боља реактивност I- јона у поређењу са Br- и NO2
- јонима може се објаснити 

различитом поларизабилношћу ових нуклеофила (Слика 3.3). Наиме, I- јон је 

најполаризабилнији халогенидни јон (4,7·10-24cm3)216 и може се класификовати као 
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„мека“ база. Пошто је Pd(II) „мека“ киселина, велика реактивност са I- јоном је 

очекивана. 217  

Поларизабилност Br- јона је 3,05·10-24cm3. Овај јон је нешто мање „мека“ база у 

односу на I- јон,216 па је то главни разлог за мању реактивност Br- јона. Како је NO2
- јон 

прелазна „тврдо-мека“ база, очекивана је и добијена његова мања реактивност у 

поређењу са халогенидним јонима (Слика 3.4 и Слика 3.5). 

Мала реактивност DMSO нуклеофила је такође очекивана, управо зато што 

DMSO има специфичне карактеристике (Слика 3.3 и Слика 3.5). Наиме, DMSO  има два 

донорска атома, атом О и атом S. Пошто спада у групу амбидентатних лиганда, увек се 

координује монодентатно. На основу раније публикованих резултата добро је познато 

да се DMSO у реакцијама са Pd(II) јоном прво координује преко атома О, где је 

локализована негативна парцијална шаржа, а након тога долази до интрамолекулске 

изомеризације, када настаје термодинамички стабилан производ код кога је јон метала 

координован преко атома S.162 На другој страни, волуминозност две метил групе  у 

молекулу DMSO, као и волуминозност тридентатног инертног лиганда у 

координационој сфери полазних комплекса, могу додатно ометати формирање везе 

метал-лиганд и тиме успорити процес супституције.  

Мала реалтивност пиридина се може објаснити на два начина. Наиме, због 

присисува волуминозних инертних лиганада у структури полазних комплекса отежан је 

прилаз шесточланог цикличног прстена и формирање нове везе. Са друге стране, 

пиридин је знатно слабији нуклеофил у односу на остале, јер спада у групу „тврдо-

меких“ база.  

Реактивност изучаваних комплекса према одабраним нуклеофилима је 

дефинисана на основу података о константи брзине (Табела 3.1). [PdCl(tpdm)]+ 

комплекс реагује приближно три пута брже него [(TLtBu)PdCl]+ комплекс. Оба 

комплекса су стерно веома заштићена инертним тридентатним лигандима, али 

присуство волуминозних terc-бутил групе у структури [(TLtBu)PdCl]+ комплекса 

значајно утиче на опадање брзине супституционог процеса овог комплекса.  

Имајући у виду да су одабрани комплекси новосинтетисани, за боље разумевање 

њихових карактеристика упоређене су израчунате вредности за константе брзина 

реакција супституције са I- јоном са вредностима добијеним за друге стерно 

заштићених Pd(II) комплексе, Табела 3.2. 
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Табела 3.2. Константе брзина супституционих реакција за серију [Pd(L)Cl]+ 

комплекса  са I-  јоном као нуклеофилом на 298 К. 

   

 
Лиганд 

 

 
k2 /M-1s-1 

[PdCl(tpdm)]+  646 ± 5 
[(TLtBu)PdCl]+  79 ± 1 
[PdCl(dien)]+  4446 ± 40а

[PdCl(1,4,7-Me3dien)]+  3542 ± 300 а 
[PdCl(1,4,7-Et3dien)]+  932 ± 4 а 
[PdCl(1,1,4-Et3dien)]+  21,2 ± 0,3 а 
[PdCl(1,1,7,7-Me4dien)]+  0,28 ± 0,50 а 
[PdCl(1,1,7,7-Et4dien)]+  8,0 ± 1·10-4 а 

  а Реф. 215 

 

На основу података из Табеле 3.2 може се закључити да испитивани комплекси 

[(TLtBu)PdCl]+ и [PdCl(tpdm)]+ имају сличну реактивност као јако стерно заштићени 

[PdCl(1,4,7-Et3dien)]+ и [PdCl(1,1,4-Et3dien)]+ комплекси.215 

Реактивност комплекса који садрже инертне тридентатне азот-донорске лиганде 

са пиридинским прстеновима јако зависи од броја и распореда пиридинских 

јединица.218 На пример, у случају trpy лиганда интеракција између јона метала и 

пиридинских прстенова је јака, посебно са централним пиридинским прстеном. Настале 

интеракције доводе до појаве снажног кинетичког trans-ефекта, који, са друге стране,  

проузокује веома брзе процесе супстутуције. Проучавани [PdCl(tpdm)]+ комплекс, 

такође, садржи пиридинске прстенове, али су у тридентатном лиганду они раздвојени 

метиленским групама, па је самим тим систем много флексибилнији. У овом сличају 

интеракције инертног лиганда са јоном метала са знатно мање изражене, па је и 

реактивност [PdCl(tpdm)]+ комплекса у рангу [PdCl(dien)]+ комплекса, који не садржи 

пиридинске прстенове.171  

Из свега наведеног јасно се може закључити да и релативно мале структурне 

модификације тридентатног лиганда могу имати јак утицај на реактивност комплекса. 

Устаљени ред афинитета [(TLtBu)PdCl]+ и [PdCl(tpdm)]+ према испитиваним 

нуклеофилима добијен је коришћењем и LFER (Linear Free Energy Relationship) методе. 

Веза између логаритма константе брзине реакције другог реда (logk2) и константе 

нуклеофилности (nPt°) приказана је једначином (3.1.2): 
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logk2 = s· n0
pt + logks                     (3.1.2.) 

 

Добијени подаци приказани су у Табели 3.3.  

 

Табела 3.3. Константа нуклеофилности (nPt°) и log k2 за реакције супституције 

[(TLtBu)PdCl]+ и [PdCl(tpdm)]+ комплекса са различитим нуклеофилима.  

 

L nPt° 

 
logk2 

[(TLtBu)PdCl]+ 

 

 
logk2 

[PdCl(tpdm)]+ 

 
Tu 
I- 

Br- 
NO2

- 
Py 

5,78 
4,03 
2,79 
1,83 
1,74 

3,11 
1,90 
1,34 
1,14 
1,13 

3,76 
2,81 
1,95 
1,80 
1,68 

 

 

На основу података из Табеле 3.3. графички је приказана линеарна зависност за 

оба комплекса, Слика 3.6. 

 

 

 

 

Слика 3.6. Логаритам константе брзине реакције другог реда у функцији од 

нуклеофилности лиганада за процес супституције [(TLtBu)PdCl]+ и [PdCl(tpdm)]+ на  

298 K у 0.1M NaClO4 и 10 mM NaCl. 
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Као што се са приложене слике може видети добијена је линеарна зависност што 

је јасан доказ да се супституција хлоридног јона из испитиваних комплекса одвија по 

истом механизму. Нагиб праве се означава са s и представља степен афинитета 

комплекса према нуклеофилима.219 Добијена вредност фактора s за [(TLtBu)PdCl]+ 

комплекс износи 0,47, а за [PdCl(tpdm)]+ комплекс је 0,51. Наиме, s вредност дефинише 

реактивност комплекса, односно што је она већа комплекс је реактивнији према 

изучаваним лигандима.  

Осетљивост константе брзине реакције на природу улазног лиганда, као и 

израчунате негативне вредности за ентропију активирања, дате у Табели 3.1,  потврђују 

чињеницу да се ове супституционе реакције одвијају по асоцијативном (А) механизму. 
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3.2. Испитивање  кинетике  супституционих  реакција  [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+  

комплекса 

 

 Комплески рутенијума се последњих година интензивно изучавају, јер су 

показали јако добре особине као потенцијални антитуморски лекови. Заједничка 

особина свих комплекса је хидролиза у воденим растворима. Комплекс 

[RuCl(trpy)(bpy)]+, који је испитиван у овом раду, такође подлеже хидролизи, што је 

потврђено 1H NMR методом. На Слици 3.7 приказан је 1H NMR спектар 

[RuCl(trpy)(bpy)]+ комплекса у D2O, у тачно дефинисаним временским интервалима.  

 

 

 

Слика 3.7. Хидролиза [RuCl(trpy)(bpy)]+ комплекса праћена 1H NMR спектроскопијом 

(* - H6-bipy у [RuCl(trpy)(bpy)]+; x –  H6-bpy у [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+   

 

Наиме, интензитет сигнала на 9,95 ppm, који одговара H6 протону bpy лиганда у 

хлоридо комплеку, опада, док истовремено интензитет сигнала на 9,56 ppm, кoји 

одговара H6 протону bpy лиганда у аква комплеку, расте са временом. Процес 

хидролизе је завршен за око 8 сати, а израчуната константа хидролизе на 295 К износи 
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kH2O = (1,07 ±0,4) 10-4 s-1 (t1/2 = 1,8 h). На основу ових података може се закључити да 

растварањем полазног комплекса у води долази до брзе хидролизе и формирања аква 

аналога.  

Координовани молекул воде у [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ може да подлегне 

депротонацији, формирајули хидроксо комплекс, што је приказано једначином (3.2.1).  

 

        [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ + H2O  [Ru(trpy)(bpy)OH]+ + H3O+                        (3.2.1)      

      

Способност да отпусти протон, тј. киселост аква комплекса, окарактерисана  

pKa вредношћу, зависи од структуре комплекса и електронских ефеката у комплексу. 

Уколико у комплексу постоји више π-акцептора, комплекс ће имати нижу pKa 

вредност, и обрнуто. На Слици 3.8 приказани су резултати одређивања pKa вредности 

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ комплекса 1H NMR спектроскопијом, праћењем промене 

интензитета погодног сигнала у функцији од pD вредности. У овом случају одабран је 

Hd протон trpy лиганда. Анализом добијене NMR титрационе криве израчуната је 

вредност за pKa = 5,19 ± 0,06.   

     

 

 

Слика 3.8. Промене положаја Hd протона trpy лиганда са променом pD вредности 

раствора током тирације [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ комплекса на 295 К,  C[Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ = 

2 ∙ 10-5 M   

 

              Већа киселост [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ се може приписати  π-акцепторсим дејству 

инертних хелатних лиганада (trpy и bpy), који додатним интеракцијама са јоном метала 
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повећавају његову елекрофилност, што за последицу има смањење pKa вредности аква 

комплекса.  

Кинетика супституционих реакција [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ са Tu, L-Met, L-Cys и L-

GSH лигандима испитивана је 1H NMR и 13C NMR спектроскопијом. Ове реакције су 

изучаване у еквимоларном односу реактаната у D2O на 295 К и pH = 4 – 5,3 у периоду 

од три недеље. Исте супституционе реакције проучаване су и у присуству фосфатног 

пуфера на pH = 7,4. Ови услови су коришћени да би се обезбедили услови блиски 

физиолошким. Структурне формуле изучаваног комплекса и лиганада приказане су на 

Слици 3.9. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

L – Глутатион 

 
               L - Цистеин                                    L – Метионин                                            Тиоуреа  

Слика 3.9. Структура комплекса и одабраних сумпор-донорских лиганада. 

 

Ru
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H6

H6

Hd

X = Cl, H2O
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Реакцијa супституције [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ са Tu, L-Met, L-Cys и GSH је 

реверзибилан процес, као што је приказано на Шеми 3.2. 

 

 

L = Tиоуреа, L-Met, L-Cys или GSH 

 

Шема 3.2. 

 

   Константа брзине реакције другог реда, k2, одређује се на основу једначине 

(3.2.2):  

 

       
x)(aa

x
tk

00
2 
                                                                                                     (3.2.2)     

 

у којој аo представља почетну концентрацију реактаната, а x представља концентрацију 

производа реакције у одређеним временским интервалима. . 

Гугенхајмова (Guggenheim) зависност члана x/ao(ao-x) у функцији од времена за 

супституционе реакције [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ са Tu, L-Met, L-Cys и GSH су линеарне, 

што се може видети на Сликама 3.10, 3.11 и 3.12. Вредности за константу брзине 

реакције другог реда, k2, израчунате су из нагиба добијених линеарних зависности и 

приказане су у Табели 3.4.   
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Слика 3.10. Гугенхајмова зависност члана x/a0(a0-x) у функцији од времена, за 

супституциону реакцију [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ (4 mM) са L-Met (4 mM) у D2O на 295 K, 

pD = 5,3. 

 

 

 

Слика 3.11. Гугенхајмова зависност члана x/a0(a0-x) у функцији од времена, за 

супституциону реакцију [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ (4 mM) са L-Cys (4 mM) у D2O на 295 K, 

pD = 5,0. 
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Слика 3.12. Гугенхајмова зависност члана x/a0(a0-x) у функцији од времена, за 

супституциону реакцију [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ (10 mM) са GSH (4 mM) у D2O на 295 K, 

pD=4,0. 

 

Табела 3.4. Константе брзине другог реда, k2, за супституционе реакције 

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ са сумпор-донорским лигандима у D2O на 295K. 

 

 
Лиганд 

 

 
pH 

 

 
104 k2/ M-1s-1 

 

Tu 
 
 
 

L-Met 

5,3 
 

7,4 

Веома брза 
реакција 

Веома брза 
реакција 

5,3 4,6 ± 0,2 

7,4 5,8 ± 0,8 

L-Cys 
5,0 2,49 ± 0,06 

7,4 3,26 ± 0,05 

GSH 
4,0 0,050 ± 0,001 

7,4 0,99 ± 0,02 

 

На основу података датих у Табели 3.4 може се закључити да су реакције 

супституције веома споре, са изузетком реакције са Тu. Велика реактивност Тu је 
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објашњена у делу 3.1. Такође, на основу вредности датих у Табели 3.4 се види да 

брзина супституције незнатно зависи од pH вредности. Реакције на pH = 7,4 су нешто 

брже него на нижим pH вредностима (4 – 5,3) за све изучаване системе. Иако је  

очекивана знатно бржа супституциона реакција на физиолошкој pH, протолиза аква 

комплекса и формирање мање реактивног хидроксо комплекса има доминантан утицај 

на брзину супституције.  

Анализом 1H NMR спектара добијених за  реакцији супституције између 

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ и L-Met на pD = 5,3 (Слика 3.13) могу се уочити два сигнала, један 

на 2,14 ppm, који потиче од CH3-групе слободног L-Met, а други на  

2,76 ppm, сигнал од CH3-групе координованог L-Met. Сигнал CH3-групе координованог 

L-Met појављује се тек након 12 h од почетка реакције и његов интензитет расте са 

временом, док сигнал  CH3-групе некоординованог L-Met опада са временом. На pD = 

7,4 ова два сигнала су померена за 0,02 ppm ка слабијем пољу. Сигнали који потичу од 

полазног Ru(II) комплекса такође се мењају у току супституционог процеса. Тако, 

сигнал у 1Н NMR спектру који потиче од H6 протона bpy лиганда несупституисаног 

комплекса се појављује на 9,56 ppm, а супституисаног на 9,86 ppm. У Табели 3.5 су дата 

хемијска померања погодних сигнала лиганада на основу којих су праћени процеси 

супституције, а у Табели 3.6 су дата хемијска померања H6 протона bpy лиганда код 

несупституисаног и супституисаног комплекса.  
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Слика 3.13. 1H NMR спектар реакције између [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ (4 mМ) и L-Met (4 

mM) u D2O na 295K,  pH=5,3, (■ – координовани L-Met,  (CH3(s) = 2,76 ppm; ● – 

слободни L-Met,  (CH3(s) = 2,14 ppm) 

 

Табела 3.5. Хемијска померања погодних сигнала лиганада праћених током  

супституционе реакције [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ комплекса 1H NMR методом на  

295 К, pD=7,4. 

 

Лиганд 
Група 

 
δ (ppm) 

слободан 
 

координован 

L-Met 
CH3 (s) 2,16 2,78 

CH (dd) 3,89 4,42 

L-Cys 
CH (dd) 4,00 4,14 

CH2 (m) 3,08 3,31 

GSH 
Cys-Hβ (m) 2,98 - 

Cys-Hα (dd) 4,59 - 

GSSG Cys-Hα (dd) 4,77 4,45 

Tuа C=S 183,6 177,9 
                     а хемијска померања тио групе у 13C NMR спектру. 
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Табела 3.6. Промена хемијских померања H6-bpy протона код [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ 

током супституционе реакције са одабраним сумпор-донорским лигандима 1H NMR 

методом на 295 К, pD = 7,4. 

 

Лиганд 

 
δ (ppm) 

H6-bpy 
аквa 

 

H6-bpy 
супституисан 

L-Met 9,56 9,86 
L-Cys  9,56 9,86 
GSH 9,56 10,13 
Tu 9,56 10,13 

 

У реакцији између [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ и L-Cys на pD = 5 сигнал протона CH-

групе слободног L-Cys се налази на 4,00 ppm, док се сигнал координованог L-Cys, који 

се појављује у спектру тек тек након 48 h, налази на 4,15 ppm (Табела 3.5). На pD = 7,4  

посматрани сигнали су на готово истим хемијским померањима. Положај сигнала који 

одговарају H6 протонима bpy лиганда су дати у Табели 3.6. и на Слици 3.14. На основу 

вредности за константу брзине реакције, Табела 3.4, може се видети да је реакција са L-

Cys спорија од реакције са L-Met, чиме је поново потврђена чињеница да су тиоетри 

бољи нуклеофили од тиола.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 3.14. 1H NMR спектар реакције између [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ (4 mM) и L-Cys (4 

mM) u D2O na 295K,  pH = 7,4.(■ – супституисани комплекс,  (H6-bpy) = 9,86 ppm;  

● – несупституисани комплекс,  (H6-bpy) = 9,56 ppm) 
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За реакције између [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ и GSH на pD = 4 и  

pD =7,4 хемијска померања слободног и координованог лиганда дата су у Табели 3.5. У 

Табели 3.6 дата су хемијска померања полазног и супституисаног комплекса. Анализом 

поменутих сигнала израчуната је вредност за константу брзине (Табела 3.4). На основу 

ове вредности може се закључити да је процес супституције са GSH јако спор. Наиме, 

на почетку ове реакције примећено је да сигнал (мултиплет), који потиче од Cys-Hβ 

протона на 2,98 ppm, и сигнал (дублет дублета), који потиче од од Cys-Hα протона, на 

4,59 ppm GSH опадају са временом, док се сигнали који одговарају полазном комплексу 

са временом не мењају. Поред тога, у спектру је примећен сигнал од Cys-Hα протона на 

3,35 ppm, који одговара оксидованој форми глутатиона, GSSG. Након 5 дана, када је 

процес оксидације GSH завршен, започиње процес супституције што потврђује 

појављивање сигнала на 4,45 ppm. У исто време долази до појаве сигнала H6-bpy 

лиганда супституисаног комплекса на 10,13 ppm (Слика 3.15). Добро је познато да се 

GSH у неутралним воденим растворима може оксидовати кисеоником из ваздуха.220 

Тек након оксидације настали GSSG молекул започиње процес супституције што 

објашњава малу реактивност GSH на pH вредностима испод 7. У киселој средини 

отежано је депротоновање GSH лиганда, а самим тим и процес оксидације је спорији. 

Из тог разлога је овај процес супституције најспорији.  
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Слика 3.15. 1H NMR спектар реакције између [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ (4 mM) и   GSH (4 

mM) u D2O na 295K,  pH=7,4, (■ – супституисани комплекс,  (H6-bpy) = 10,13 ppm;  

● – несупституисани комплекс,  (H6-bpy) = 9,56 ppm; + - оксидациони продукт GSSG , 

 (CH2) = 2,9 – 3,4   ppm; x – координовани GSSG  (Cys-H = 4,45 ppm). 

 

Као што је већ напоменуто, реакција са Тu је јако брза да би се могла пратити  

1H NMR спектроскопијом, али је координација Тu за јон метала потврђена на основу 

сигнала у 1H NMR и 13C NMR спектрима. У 1H NMR спектру сигнал за H6-bpy протоне 

несупституисаног комплекса се налази на 9,56 ppm, а након координовања Тu он се 

помера на 10,13 ppm. У 13C NMR спектру хемијско померање атома угљеника из C=S 

групе у молекулу некоординоване Тu налази се на 183,6 ppm, а у молекулу 

координоване Тu на 177,9 ppm (Табела 3.5).  

На основу добијених резултата може се закључити да је у свим изучаваним 

системима хидролиза Ru(II) комплекса примаран процес, а након хидролизе започиње 

процес супституције. Редослед реактивности улазних лиганада зависи од типа, 

структуре и хемијских карактеристика. Такође, све реакције су незнатно брже на 

физиолошкој pH вредности.   
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3.3. Испитивање  кинетике  супституционих  реакција  [RuCl(trpy)(bpy)]+ 

комплекса 

 

 Кинетика супституционих реакција [RuCl(trpy)(bpy)]+ и нуклеофила Tu, L-His, 

DMSO и 5'-GMP је испитивана спектрофотометријски праћењем промене апсорбанце 

на радној таласној дужини у функцији од времена на 310 К. Раствори комплекса и 

лиганада су припремани у 0,1 М NaClO4 уз додатак 20 mМ NaCl, да би се спречила 

спонтана хидролиза Ru(II) комплекса. Концентрација од 20 mМ NaCl је изабрана након 

праћења промене апсорбанце раствора комплекса при различитим концентрацијама 

NaCl. Целокупна кинетичка испитивања изучавана су под условима реакције pseudo-

првог реда, где је концентрација нуклеофила увек била најмање  

10 пута већа од концентрација комплекса. На Слици 3.9 су приказане структурне 

формуле комплакса и Тu, а на Слици 3.16 су приказyане структурне формуле L-His, 

DMSO и  5’-GMP.  

            

                    
 

Диметилсулфоксид                      L-Хистидин 
 

NH

N

N

O

NH2
N

O

OHOH

OP-O

O

O-

 
 

                                       Гуанозин-5'-монофосфат  

Слика 3.16. Структурне формуле испитиваних лиганада. 
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Процес супституције октаедарског Ru(II) комплекса приказан је на Шеми 3.3: 

 

Шема 3.3. 

 

Зависност константе брзине реакције pseudo-првог реда од концентрације 

нуклеофила [L] представљена је помоћу једначине (3.3.1): 

 

kobs = k2[L] + k1                                     (3.3.1) 

 

Константа брзине реакције другог реда, k2, која карактерише формирање 

реакционих продуката, израчуната је из нагиба праве kobs = f[L]. Добијени резултати 

приказани су у Tабели 3.7 и представљени су на Слици 3.17. 

 

 

Слика 3.17. Зависност константе брзине реакције pseudo-првог реда, kobs, од 

концентрације лиганда и температуре за реакције супституције [RuCl(trpy)(bpy)]+ 

комплекса и нуклеофила Tu, 5'- GMP, L-His и DMSO у 0,1 М NaClO4, [Cl-] = 20 mM,    

298 K. 
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Табела 3.7. Константе брзине реакције другог реда, k2, за супституциону реакцију 

[RuCl(trpy)(bpy)]+ са одабраним лигандима у 0,1 М NaClO4 и 20 mМ NaCl на 310 К.   

        

 
Лиганд 
 

 
 k2/ M-1s-1 

 
104 k1/s-1 

Тu 1,35 ± 0,03 1,4 ± 0,3 

5'- GMP 1,33 ± 0,03 0,16 ± 0,2 
L- His 0,41 ± 0,02 11 ± 1 
DMSO 0,020 ± 0,002 1,2 ± 0,6 

 

Сагласно резултатима приказаним у Табели 3.7 и на Слици 3.17 добијен је 

следћи ред реактивности лиганада: Tu > 5'-GMP > L-His > DMSO. Као што је у 

предходним поглављима напоменуто било је очекивано да Tu има највећу реактивност 

према Ru(II) комплексу.102,103 Међутим, 5'- GMP показује незнатно мању реактвност од 

тиоурее. Узимајући у обзир величину молекула, 5'- GMP би требао да реагује знатно 

спорије. Одабрани нуклеотид, поред координације преко атома азота може се, такође, 

координовати и преко атома кисеоника из фосфатног остатка. Овај вид координације за 

неке Ru(II) комплексе је раније уочен и публикован.1,77 Након формирања производа 

код кога је застипљена Ru(II)–О хемијска веза, долази до споре интрамолекулске 

изомеризације формирајући Ru(II)-N7 хемијску везу. Реакција са амино киселином  

L- His одиграва се, примарно, координацијом преко атома кисеоника из карбоксилне 

групе, а потом долази до изомеризације формирајући хемијску везу између јона метала 

и N3 атома имидазоловог прстена. Реакција са DMSO је најспорија. С обзиром да се 

DMSO може координовати преко атома S или преко атома О, веома крута геометрија 

нуклеофила чини приступ и формирање везе отежаним.  

Вредности за константу брзине повратне реакције, k1, одређене су из одсечка 

посматране линеарне зависности (Слика 3.17). Оне су неколико реда величине мање у 

односу на вредности за k2 и незнатно доприносе укупној брзине реакције.  

 Да би се одредиле вредности термодинамичких параметара и дефинисао 

механизам супституције, реакција између [RuCl(trpy)(bpy)]+ и Tu проучавана је на три 

различите температуре. Израчунате вредности за константе на одговарајућим 

темературама су k2
288 = (0,31 ± 0,02) M-1s-1 и k2

298 = (0,92 ± 0,04) M-1s-1, а добијена 

негативна вредност ентропије активирања, ΔS = - (105 ± 5) K-1M-1, потврђује чињеницу 
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да се супституциона реакција између [RuCl(trpy)(bpy)]+ и Tu одиграва по асоцијативном 

механизму.  

 

3.4.  Испитивање хидролизе и реакција комплекисирања 

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ комплекса  

 

3.4.1. Испитивање хидролизе [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ комплекса  

потенциометријском методом 

 

Као што је напоменуто у предходним поглављима комплекс [RuCl(trpy)(bpy)]+ 

подлеже брзој хидролизи, било је неопходно детаљније изучавање процеса хидролизе 

одговарајућим експерименталним методама. Одређивање константе хидролизе 

комплекса потенциометријском методом заснива се на титрацији 1,0, 1,5 и 2,0 mM 

раствора [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ стандардним раствором NaOH. Резултати су добијени 

обрадом експерименталних података коришћењем компјутерског програма Hyperquad 

2006, а најбољи кисело-базни модели су дефинисани помоћу програма Hyss 2006.212 

Процес хидролизе се може окарактерисати следећим једначинама: 

 

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2+   [Ru(trpy)(bpy)(OH)]+   +  H+                                 (3.4.1.1) 

       (1, 0, 0)                                      (1, -1, 0)           

 

[Ru(trpy)(bpy)(OH)]+    [Ru(trpy)(bpy)(O)]   +  H+           (3.4.1.2) 

        (1, -1, 0)                      (1, -2, 0)           

 

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ + [Ru(trpy)(bpy)(OH)]+ [Ru2(trpy)2(bpy)2(OH)]3+ + H2O    (3.4.1.3) 

       (1, 0, 0)                                 (1, -1, 0)                             (2, -1, 0)   

                                          

logKdimer = logβ20–1 – log β10–1 = -1,34 – (-7,12) = 5,78                                                  (3.4.1.4) 

 

 

Израчунате вредности за константе дате су у Табели 3.8. 
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Табела 3.8. Константе стабилности [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ – HL комплекса (HL =  

5’-GMP или L-His) формираних у 0,1 M NaClO4  на 298 K. 

 

 
log βp,q,r ± σ 

 

 
Комплекси 

Потенциометријски Спектрофотометријски Потенциометријски 

        OH- OH- 5’-GMP L-His 

[Ru(trpy)(bpy)(OH)]+    - 4,27(2) - 4,19(6)   

[Ru(trpy)(bpy)(O)]    - 14,38(4) - 14,29(6)   

[Ru2(trpy)2(bpy)2(OH)]3+ - 0,82(6) -   

[Ru(trpy)(bpy)(L)]+ - - 8,69(9) 7,53(7) 

[Ru(trpy)(bpy)(HL)]2+ - - 15,62(6) 14,20(6) 

{[Ru(trpy)(bpy)]2(HL)}4+ - - - 18,69(13) 

Статистика 2 = 13,32 
s = 1,96 

2 = 10,32 
s = 1,73 

2 = 
13,06 

s = 1,51 

2 = 12,79 
s = 2,73 

 

 
На основу добијених резултата израчунате су константе киселости добијених 

хидролитичких комплекса. Први корак хидролизе подразумева формирање хидроксо-

комплекса, где је pKa1 = 4,27, а у другом ступњу настаје врло специфичан комплекс 

[Ru(trpy)(bpy)(O)], где је pKa2 = 10,11. Формирање комплекса са окси-радикалом (О2-) је 

раније публиковано.105,221 Равнотежна константа за реакцију димеризације Кdim, je 

одређена и износи 3,45 ( logKdim = log-β20-1 – logβ10-1, једначина 3.4.1.4). 

На Слици 3.18. је приказана расподела хидролитичких комплекса.  
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Слика 3.18. Дистрибуциони дијаграм хидролитичких врста код [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+  

комплекса у 0,1 M NaClO4 на 298 K, C[Ru(trpy)(bpy)H2O]
2+ = 2.00 mM. 

 

У најкиселијој области до pH око 4 у систему доминира полазни аква комплекс. 

У pH опсегу између 3 и 6 у систему доминира [Ru2(trpy)2(bpy)2OН]3+ комплекс, са 

максималном концентрацијом на pH око 4. Овај јон представља димеризациони облик 

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ и [Ru(trpy)(bpy)OН]+ комплекса, као што је приказано на Шеми 

3.4.1.3. [Ru(trpy)(bpy)OН]+ комплексни јон настаје на pH око 2 и достиже свој 

максимум у концентрације на pH око 8. Комплексни јон [Ru(trpy)(bpy)(O)] се формира  

на pH = 8 и његова концентрација расте са даљим порастом pH вредности. Веома је 

битна чињеница да на физиолошкој pH вредности овај комплекс првенствено егзистира 

у хидроксо облику.  

 

3.4.2. Испитивање хидролизе [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ комплекса  

спектрофотометријском методом 

 

Процес хидролизе [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ изучаван је и спектрофотометријски. 

Испитивање је засновано на снимању UV-VIS спектара раствора код когa је 

концентрација комплекса била константна, док се киселост раствора мењала додатком 

стандардних раствора HCl или NaOH. Сви UV-Vis спектри су показивали интензивне 

траке у области од 280 и 300 nm, као и сигнале слабијег интензитета у области од 450 и 

470 nm (Слика 3.19). 

 

 



резултати и дискусија резултата 

 
 81

 

 

 

Слика 3.19. UV-Vis спектар [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ комплекса на различитим pH 

вредностима. Уметнути график: Зависност апсорбанце од pH на λ = 380, 420 и  

460 nm. 

 

Сви спектрални подаци су обрађени помоћу комјутерског програма  

pHAb 2006.211 Прихватљиви резултати ових израчунавања дати су у Табели 3.8. Поред 

константе стабилности, у спектралним израчунавањима добијена је и моларна 

апсорптивност комплекса, као и теориски добијени спектри различитих хидролитичких 

врста приказани на Слици 3.20. Добијени резултати потврђују врло добро слагање 

између потенциометријских и спектрофотометријских мерења. 
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Слика 3.20. Спектри различитих хидролитичких врста [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ комплекса 

добијени помоћу компјутерског програма pHAb 2006 

 

 

3.4.3. Испитивања реакција комплексирања [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+  комплекса и 

лиганада HL (где је HL = 5'- GMP или L- His) 

 

Реакције комплексирања између [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ и лиганада 5'-GMP или  

L-His, означених као HL, проучаване су потенциометријским титрацијама у  

0,1 М NaClO4 на 298 K. Титрације су извођене у системима код којих је однос 

концентрације комплекса према концентрацији лиганда HL био 1:1, 1:2  и 2:1. Добијени 

производи реакције комплексирања означавани су општом формулом МpНqLr  

(где је М = [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+, HL = 5'- GMP или L- His). Израчунавања су вршена 

помоћу компјутерског програма Hyperquad 2006.214 Константе стабилности насталих 

производа дате су у Табели 3.8, а дистрибуциони дијаграми насталих комплекса 

приказани су на Слици 3.21 и Слици 3.22.  
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Слика 3.21. Дистрибуциони дијаграм формираних комплекса у систему 

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2+  - 5’-GMP, ([комплекс] : [5’-GMP]  = 1 : 2) 

 

На самом почетку титрације долази до формирања комплекса 

[Ru(trpy)(bpy)HL]2+ (HL = 5'- GMP) који максимум у концентрацији достиже на pH око 

5. Комплекс са депротонованим нуклеотидом [Ru(trpy)(bpy)(L)]+ почиње да се формира  

на pH = 5 и свој максимум у концентрацији достиже на pH око 8,5. Чисти хидролитички 

комплекси су такође присутни у раствору у знатним количинама.  
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Слика 3.22. Дистрибуциони дијаграм формираних комплекса у систему 

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2+  - L- His, ([комплекс] : [L- His]  = 1 : 2)  

 

Дистрибуциони дијаграм за систем који садржи полазни комплекс 

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ и L- His,  приказан на Слици 3.22, указује да je у области најнижих 
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pH вредности доминантан комплекс [[Ru(trpy)(bpy)]2(HL)]4+ (HL = L- His).  Формирање 

комплекса [Ru(trpy)(bpy)(HL)]2+  започиње на  pH око 2 и максимум у концентрацији 

достиже на pH око 6. Комплекс [Ru(trpy)(bpy)(L)]+ почиње да се формира на pH око 5 и 

достиже свој максимум на pH = 8. Чисти хидролитички комплекси [Ru(trpy)(bpy)OH]+ и 

[Ru(trpy)(bpy)(OН)2] су, такође, присутни у знатним количинама на pH изнад  9.  

Израчунате вредности за константе стабилности, које су приказане у Табели 3.8, 

показује да је комплекс са 5'- GMP много стабилнији у односу на комплекс са L- His.  

С обзиром на величину молекула нуклеотида и амино-киселине, као и на 

волуминозност инертних лиганада у структури [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+, може се 

закључити да интрамолекулске водоничне везе играју значајну улогу у повећавању 

стабилности добијених производа. У оба изучавана система, смеша 

[Ru(trpy)(bpy)(HL)]2+  и [Ru(trpy)(bpy)(L)]+ комплекса заступљена је на физиолошкој pH 

вредности, што значајно може помоћи даљем разумевању интеракција у биолошким 

системима.   
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 ЗАКЉУЧАК 

 

На основу добијених резултата у оквиру ове докторске дисертације могу се извести 

следећи закључци: 

Резултати испитивања кинетике и механизма супституционих реакција 

[PdCl(tpdm)]+ и [(TLtBu)PdCl] +  са Tu, I-, Br-, NO2
-, py и DMSO:  

 Тиоуреа је најрективнија у односу на остале улазне лиганде у процесима 

супституције [PdCl(tpdm)]+ и [(TLtBu)PdCl]+.  

 Због веће поларизабилносту I- јон је реактивнији од Br- и NO2
- јона.   

 Мала реактивност DMSO и пиридина је последица стерних ефеката.  

 [PdCl(tpdm)]+ реагује приближно три пута брже него [(TLtBu)PdCl]+.  

 Из свега наведеног јасно се може закључити да релативно мале структурне 

модификације тридентатног инертног лиганда могу имати јак утицај на 

реактивност комплекса. 

 Негативне вредности ентропије активирања за све изучаване реакције указују на 

асоциjативни механизам супституције. 

 

Резултати добијени испитивањем кинетике  супституционих  реакција  

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ сa Tu, L-Met, L-Cys i GSH: 

 Након растварања полазног [RuCl(trpy)(bpy)]+ комплекса у води долази до брзе 

хидролизе и формирања аква комплекса, [Ru(trpy)(bpy)(H2O)]2+. 

 Ниска вредност за pKa [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ је последица π-акцепторског дејства 

инертних хелатних лиганада (trpy и bpy), који додатним интеракцијама 

повећавају елекрофилност јона метала. 

 Испитивани сумпор-донорски лиганди су добри нуклеофили, а њихов ред 

реактивности опада у низу: Tu >> L-Met > L-Cys > GSH.  

 На основу добијених вредности за константе брзине реакције супституције може 

се закључити да је процес супституције на pH = 7,4 нешто бржи него на 

pH = 4 – 5,3.  
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Резултати добијени испитивањем кинетике и механизма супституционих 

реакција  [RuCl(trpy)(bpy)]+ са Tu, L-His, DMSO и 5'-GMP: 

 Реактивност изучаваних лиганада опада у низу: Tu > 5'- GMP > L- His > DMSO.  

 5'- GMP показује незнатно мању реактвност од тиоурее, што је последица 

примарног формирања хемијске везе јона метала и атома кисеоника из 

фосфатног остатка. Након тога долази до споре интрамолекулске изомеризације 

када настаје Ru(II)-N7 производ.  

 Реакција са L-His одиграва се, такође, примарном координацијом јона метала 

преко атома кисеоника из карбоксилне групе, а потом долази до споре 

изомеризације и грађења термодинамички стабилније Ru(II)-N3 везе.   

 Реакција са DMSO је најспорија услед присутног стерног ефекта волуминозних 

метил група.  

 Супституциона реакција између [RuCl(trpy)(bpy)]+ и Tu одиграва се по 

асоцијативном механизму супституције.  

 

Резултати испитивања хидролизе [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ комплекса и реакција 

комплекисирања  са 5'- GMP и L- His 

 Израчуната константа киселости за [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ је pKa1 = 4,27.  

 Хидролизом комплекса долази до формирања врло специфичног комплекса 

[Ru(trpy)(bpy)(O)], на  pKa2 = 10,11.  

 На физиолошкој pH вредности [Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ комплекс првенствено 

егзистира у хидроксо облику [Ru(trpy)(bpy)OН]+.  

 Комплекс са 5'-GMP је много стабилнији у односу на комплекс са L-His, јер је 

додатно стабилизован интрамолекулским водоничним везама.  
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University of Kragujevac, Faculty of Science, R. Domanovića 12, 34000 Kragujevac, Serbia
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a b s t r a c t

Substitution reactions of the monofunctional complexes [(TLtBu)PdCl]+ and [Pd(tpdm)Cl]+, where TLtBu = 2,
6-bis[(1,3-di-tert-butylimidazolin-2-imino)methyl]pyridine and tpdm = terpyridinedimethane, with nucle-
ophiles such as: thiourea, I�, Br�, NO2

�, pyridine and dimethyl-sulfoxide (DMSO) were studied in 0.1 M
NaClO4 aqueous solution in the presence of 10 mM NaCl. The reactions were carried out at three different
temperatures (288, 298 and 308 K) using a variable-temperature stopped-flow technique. The substitutions
were followed under the pseudo-first-order conditions with a large excess of nucleophiles. Obtained results
show that the complex with tpdm ligand reacts faster than the complexes with TLtBu ligand due to the bulk-
iness of the inert tridentate ligands. Also, the presence of t-Bu groups on the terminal imadazole rings of TLtBu

ligand significantly slow down the rate of the substitution. The order of reactivity of used ligands is:
thiourea > I� > Br� > NO2

� > pyridine > DMSO. This order is in agreement with their electronic and structural
characteristics. The negative values reported for the entropy of activation confirmed the associative substitu-
tion mode. These results are discussed in order to find the connection between the structure and reactivity of
the complexes with tridentate sterically hindered ligands.

� 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction

Coordination compounds of palladium(II) with tridentate li-
gands such as diethylentriamine (dien), bis(2-pyridylmethyl)amine
(bpma) or 2,20:60,2-terpyridine (terpy) provide very useful sub-
strates for studies on ligand substitution reactions of square-planar
complexes [1–6,21,22]. It is well known that relatively small struc-
tural modifications in a multidentate ligand can produce significant
changes in the reactivity of the complexes [7–9].

There is a high interest among scientists nowadays in the field
of the steric and electronic tuning of the lability of square-planar
Pd(II) complexes as well as their influence on the interaction be-
tween such complexes and bio-relevant nucleophiles and DNA
fragments [10]. Furthermore, some mixed ligand palladium(II)
complexes have shown to act as potential anticancer agents
[11–16].

Recently Zhang et al. synthesized a number of Pd(II) complexes
with unusual ligand 4-toluenesulphonyl L-amino acid and bipy or
phen which show antitumor activity in cancer cell lines [17]. In
addition Pd(II) complex with N-(chlorophenyl)-3-pyridinecarboxa-
mide ligand has a trans geometry and could be coordinated to DNA
ll rights reserved.

azolin-2-imino)methyl]pyri-

ax: +381 (0) 34335040.
[18]. Furthermore, Pd(II) complexes generally formulated as trans-
[PdX2(isn)2], where X = Cl�, N3

�, SCN� or NCO� and isn = isonicoti-
namide have very small anticancer but significant antituberculous
activity [19] while complexes with amino alcohols, such as L-pro-
linol, L-valinol, L-isoleucinol show certain antitumor activity [20].

As a part of our interest in the synthesis, structure and reactivity
of coordination complexes of Pd(II) with chelating ligands
[1–6,21,22] and with the aim to contribute towards our previously
published work, we synthesized novel tridentate nitrogen-donor li-
gands TLtBu = 2,6-bis[(1,3-di-tert-butylimidazolin-2-imino)methyl]
pyridine and tpdm = terpyridinedimethane and the corresponding
Pd(II) complexes, [(TLtBu)PdCl]+ and [Pd(tpdm)Cl]+ [23,24]. We
studied and report here complex formation of [(TLtBu)PdCl]+ and
[Pd(tpdm)Cl]+ with different nucleophiles (Fig. 1) in 0.1 M NaClO4

aqueous solution and in the presence of 10 mM NaCl to prevent
spontaneously hydrolysis.
2. Experimental

2.1. Materials and methods

The ligands thiourea (Kemika, Zagreb), NaI, KBr, NaNO2, pyridine
(Zorka, Šabac) dimethylsulfoxide (DMSO) (Fluka) were used without
further purification. The complexes [(TLtBu)PdCl]+ and [Pd(tpdm)Cl]+

were prepared according to published procedures [23,24]. Prepara-

http://dx.doi.org/10.1016/j.ica.2011.11.031
mailto:bugarcic@kg.ac.rs
http://dx.doi.org/10.1016/j.ica.2011.11.031
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00201693
http://www.elsevier.com/locate/ica
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Fig. 1. The structures of investigated complexes.

Scheme 1. Schematic presentation of the substitution reactions of the
[(TLtBu)PdCl]+ and [Pd(tpdm)Cl]+ complexes with nucleophiles: thiourea, I�, Br�,
NO2

�, pyridine and DMSO.
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tion of the ligands TLtBu and tpdm has been also previously published
[25,26]. All the other chemicals were of the highest purity commer-
cially available.

2.2. Instrumentation

UV–Vis spectra were recorded on Perkin Elmer Lambda 25 spec-
trophotometers with thermostated 1.00 cm quartz Suprasil cells.
Kinetic measurements were performed on an Applied Photophys-
ics SX.18 stopped-flow instrument coupled to an online data acqui-
sition system. The temperature was controlled throughout all
kinetic experiments to ±0.1 K.

2.3. Kinetic measurements

The substitution reactions of the [(TLtBu)PdCl]+ and [Pd(tpdm)Cl]+

complexes with the nucleophiles: thiourea, I�, Br�, NO2
�, pyridine

and DMSO were studied spectrophotometrically by following the
change in absorbance at suitable wavelengths as a function of time.
Spectral changes were recorded over the range from 200 to 400 nm
to establish a suitable wavelength at which kinetic measurements
could be performed. Substitution reactions of [(TLtBu)PdCl]+ and
[Pd(tpdm)Cl]+ complexes were initiated by mixing equal volumes
of complex and ligand solutions directly in the stopped-flow instru-
ment and the reaction was followed for at least eight half-lives. The
substitution process was monitored as change in absorbance with
time under pseudo-first-order conditions.

All substitution reactions were studied in 0.1 M NaClO4 aqueous
solution. The NaClO4 was taken because it is well known that
perchlorate ions do not coordinate to Pt(II) or Pd(II) in aqueous
solution [27]. To the solution was added 10 mM NaCl to prevent
the spontaneous hydrolysis of the complexes.

The temperature dependence of the second-order rate con-
stants was studied for the reactions of [(TLtBu)PdCl]+ complex with
I� and pyridine and for the [Pd(tpdm)Cl]+ complex with I�, Br�,
pyridine and DMSO.

The observed pseudo-first-order rate constants, kobs, were
calculated as the average value from four to eight independent
kinetic runs using the program ORIGINPRO 8. Experimental data are
reported in Tables S1–S11 (Supplementary material).
3. Results and discussion

Substitution reactions of the [(TLtBu)PdCl]+ and [Pd(tpdm)Cl]+

complexes proceeds according to Scheme 1.
Substitution reactions of square-planar metal complexes pro-

ceed according to two parallel pathways [28]. One involves the for-
mation of a solvent-coordinated complex, followed by rapid
substitution of the coordinated solvent molecule by the entering
nucleophile (solvolytic pathway), and the other involves direct
nucleophilic attack by the entering nucleophile. In the present
study direct nucleophilic attack proceeds in a reversible manner
as suggested in Scheme 1. Under pseudo-first-order conditions,
these rate constants can be determined from the plot of the linear
dependence of kobs versus total nucleophile concentration, accord-
ing to the Eq. (1). The slope of the line represents k2, whereas the
intercept represents k1[Cl�]. All kinetic data are summarized in
Tables S1–S11 (Supporting information, ESI).

The observed pseudo-first order rate constant, kobs, as a function
of total ligand concentration is given by Eq. (1).
kobs ¼ k2½L� þ k1½Cl�� ð1Þ

Direct nucleophilic attack is characterized by the rate constants
k2, and the reverse reactions are presented by the rate constants
k1. The second-order rate constant k2, characterizing the formation
of the product, can be evaluated from the slope of a plot kobs versus
ligand concentration. The experimental results for the displacement
of chloride ion from [(TLtBu)PdCl]+ and [Pd(tpdm)Cl]+ complexes are
summarized in Table 1. Representative plots are shown in Figs. 2–5
(others are given in Supplementary material, Figs. 1S–7S). As can be
seen in all cases kobs, depends linearly of the entering ligand
concentration.

According on the values of k2, from the Table 1, the used nucle-
ophiles are good entering ligands for the substitution reactions of
the Pd(II) complexes. Comparing the reactivity of the nucleophiles
we observed that the reactivity decreases in the following order:
thiourea > I� > Br� > NO2

� > pyridine > DMSO.
It is generally known that the Pt(II) and Pd(II) complexes have a

very high affinity towards nucleophiles containing S-donor atoms.
Recently published rate constants for the substitution reactions of
some Pd(II) complexes with sulfur-donor nucleophiles are very high
[29,30] whereas the highest reactivity shows thiourea compared to
the other used ligands. Thiourea is a very useful nucleophile since it
combines the ligand properties of thiolates (r-donor) and thio-
ethers (r-donor, p-acceptor) [22,24] so it shows the strongest
nucleophilicity. Our results confirm this explanation. Better reactiv-
ity of I� ion compared to that of Br� and NO2

� ions can be explained
by different polarizability of these nucleophiles. Namely, iodide ion
is the most polarized halide ion (4.7 � 10�24 cm3) [31], so it can be
classified as ‘‘the softest’’ halide ion. ‘‘Soft’’ (polarizable) nucleophile
favors ‘‘soft’’ substrate. Since Pd(II) is a ‘‘soft’’ acid its high reactivity
with iodide is not surprising [32]. The polarizability of the Br� is
3.05 � 10�24 cm3 [31], so this ion is also ‘‘soft’’ base, but less ‘‘soft’’
than iodide. This is the main reason for the lower reactivity of
bromide. Since NO2

� ion is a ‘‘transition hard-soft’’ base, we
expected and observed lower reactivity compared to that of halide



Table 1
Rate constants and activation parameters for the substitution reactions of [(TLtBu)PdCl]+ and [Pd(tpdm)Cl]+ complexes with different nucleophiles in 0.1 M NaClO4 and 10 mM
NaCl.

[Pd(tpdm)Cl]+ k2 (M�1 s�1) k1[Cl�] (M�1 s�1) DH2
– (kJ mol�1) DS2

– (J K�1 mol�1)

Thioureaa 298 (5.8 ± 0.2) � 103 0.37 ± 0.08 29 ± 3 �75 ± 8
I� 288 526 ± 3 12 ± 1

298 646 ± 5 47 ± 2 8 ± 3 �180 ± 9
308 693 ± 6 230 ± 5

Br� 288 43 ± 1 3.2 ± 0.1 / /
298 90 ± 2 26 ± 1

NO2
� 298 63.5 ± 0.5 30 ± 1 / /

Pyridine 288 25.1 ± 0.1 (3.6 ± 0.1) � 10�1 31 ± 7 �120 ± 20
298 47.5 ± 0.2 5.0 ± 0.1)
308 61.9 ± 0.2 39 ± 2

DMSO 288 40.4 ± 0.5 7.0 ± 0.1
298 47 ± 1 16 ± 1 10 ± 1 �195 ± 3
308 56 ± 2 30 ± 2

[Pd(TLtBu)Cl]+

Thiourea 298 (1.3 ± 0.3) � 103 39 ± 2 / /
I� 288 49 ± 1 1.3 ± 0.1

298 79 ± 1 13.8 ± 0.1 22 ± 6 �150 ± 20
308 95 ± 2 20.2 ± 0.2

Br� 298 22.1 ± 0.4 21 ± 1 / /
NO2

� 298 14 ± 2 23 ± 1 / /
Pyridine 288 12.8 ± 0.5 1.4 ± 0.1

298 13.6 ± 0.5 2.8 ± 0.1 10 ± 5 �205 ± 15
308 17.8 ± 0.8 4.0 ± 0.2

DMSO 298 10.9 ± 0.5 24 ± 2 / /

a Ref. [24].

Fig. 2. Pseudo-first order rate constants, kobs, as a function of ligand concentration
and temperature for the substitution reactions of [(TLtBu)PdCl]+ complex with I� in
0.1 M NaClO4 and 10 mM NaCl.

Fig. 3. Pseudo-first order rate constants, kobs, as a function of ligand concentration
and temperature for the substitution reactions of [(TLtBu)PdCl]+ complex with
pyridine in 0.1 M NaClO4 and 10 mM NaCl.

Fig. 4. Pseudo-first order rate constants, kobs, as a function of ligand concentration
and temperature for the substitution reactions of [Pd(tpdm)Cl]+ complex with I� in
0.1 M NaClO4 and 10 mM NaCl.

Fig. 5. Pseudo-first order rate constants, kobs, as a function of ligand concentration
and temperature for the substitution reactions of [Pd(tpdm)Cl]+ complex with
DMSO in 0.1 M NaClO4 and 10 mM NaCl.
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ions. Small reactivity of DMSO was also expected since DMSO has a
specific feature. It has two donor atoms. In studied reactions DMSO
is first coordinated through the oxygen atom, where the negative
partial charge is localizes. Than, the Pd(II)–O bond breaks forming
the thermodynamically more stable sulfur-coordinated product.
On the other side, the bulkiness of two methyl groups in the
molecule of DMSO as well as the bulkiness of the inert tridentate
ligands in the structure of the studied complexes could prevent
the formation of the metal–ligand bond and slow down the rate of
the substitution. The reactivity of pyridine is almost the same as that
for DMSO. Here we have a competition between the type of donor
atom and size of the entering ligand.

The reactivity of the studied complexes toward selected nucle-
ophiles is determined from the data of the rate constants (Table 1).
The [Pd(tpdm)Cl]+ complex reacts faster than [(TLtBu)PdCl]+ com-
plex (approximately three times). Both complexes have a sterically
hindered inert tridentate ligand. But, the presence of tert-butyl
groups in the structure of [(TLtBu)PdCl]+ complex has a significant
influence on the decreasing of the substitution rate.

Having in mind that these complexes are novel, for better
understanding of their characteristics we compared the rate con-
stants for the substitution reactions with I� with earlier published
values for some other sterically crowded monofunctional Pd(II)
complexes, Table 2. According to the values for the second-order
rate constant can be concluded that both complexes [(TLtBu)PdCl]+

and [Pd(tpdm)Cl]+ have the reactivity between those of [Pd(1,4,7-
Et3dien)Cl]+ and [Pd(1,1,4-Et3dien)Cl]+ complexes [22].

The reactivity of the complexes that contain inert tridentate
NNN-donor ligands with pyridine rings largely depends on the
number and arrangement of the pyridine rings [33]. For example,
in the case of the terpy chelate, there is strong interaction between
the metal ion and the pyridine rings, especially with the central
pyridine ring in the terpy chelate, resulting in a strong trans-effect
and very fast substitution reactions. In contrast, [PdCl(dien)]+ does
not contain pyridine rings and react much more slowly. The
Table 2
Second order rate constants, k2, for the substitution reactions of series of different
[Pd(L)Cl]+ complexes with I� at 298 K.

L k2 (M�1 s�1) Ref.

tpdm 646 ± 5 This work
TLtBu 79 ± 1 This work
Dien 4446 ± 41 [22]
1,4,7-Me3dien 3542 ± 319 [22]
1,4,7-Et3dien 932 ± 4 [22]
1,1,4-Et3dien 21.2 ± 0.3 [22]
1,1,7,7-Me4dien 0.28 ± 0.53 [22]
1,1,7,7-Et4dien 8.0 � 10�4 [22]

Fig. 6. Linear Free Energy Relationship of [(TLtBu)PdCl]+ and [Pd(tpdm)Cl]+ com-
plexes with different nucleophiles.
studied [Pd(tpdm)Cl]+ complex also includes pyridine rings, but
in the tridentate tpdm ligand they are separated by methylene
groups, so the system is more flexible in comparison with terpyri-
dine. This is confirmed by the crystal structure of the [Pd(tpdm)Cl]+

complex [24]. Observed results clearly illustrate that a relatively
small structural modification of the tridentate ligand has a strong
influence on the reactivity of the complex.

In order to determinate the affinity of [(TLtBu)PdCl]+ and
[Pd(tpdm)Cl]+ complexes towards studied nucleophiles, a Linear
Free Energy Relationship (LFER) was used. The relationship be-
tween second-order rate constant, k2, and nucleophilicity con-
stants of the nucleophiles (n0

Pt) is given by Eq. (2) while the
values of logk2 and n0

Pt are given in Table 12S.

log k2 ¼ sn0
Pt þ log ks ð2Þ

A plot of logk2 against the nucleophiles nucleophilicity con-
stants (n0

Pt) is shown in Fig. 6.
Since the points appear approximately on a straight line, it is an

indication that the substitution of a chloride ion from studied com-
plexes by selected nucleophiles occurs via the same mechanism
(Fig. 6.). The slop of the line presents the s value, which represents
degree of affinity of the complex towards the nucleophiles. The s val-
ues for [(TLtBu)PdCl]+ complex is 0.47 and for [Pd(tpdm)Cl]+ complex
is 0.51. These values are lower than the value of the standard sub-
strate trans-[Pt(py)2Cl2] (s = 1.00) [34]. This means that studied
[(TLtBu)PdCl]+ and [Pd(tpdm)Cl]+ complexes are less discriminated
in comparison with trans-[Pt(py)2Cl2] complex for the substitution
reactions with different nucleophiles. The [(TLtBu)PdCl]+ has a
slightly lower discriminating factor, so it reacts slower than
[Pd(tpdm)Cl]+, what is in agreement with experimentally observed
results.

The sensitivity of the rate constants on the nature of the enter-
ing ligands and the negative entropies of activation given in Table 1
indicates that the substitution reactions proceed via an associative
mode of activation.
4. Conclusion

The substitution reactions of two novel Pd(II) complexes con-
taining different chelating inert ligands with selected nucleophiles
were investigated. The obtained results show that the nature of
entering ligand as well as the nature of the inert tridentate ligand
play an important role in the kinetic behavior of the Pd(II) com-
plexes. These results also show that the complex with tpdm ligand
reacts faster than the complex with TLtBu ligand, which could be
explained by the bulkiness of the inert tridentate ligands. Namely,
the presence of t-Bu groups on the terminal imadazole rings of
TLtBu ligand significantly prevent the substitution. The order of
reactivity of entering ligands is: thiourea > I� > Br� > NO2

� > pyri-
dine > DMSO. The mechanism of the substitution reactions is asso-
ciative supported by the negative values of DS–.
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[26] D. Petrović, L.M.R. Hill, P.G. Jones, W.B. Tolman, M. Tamm, Dalton Trans. (2008)

887.
[27] T.G. Appleton, J.R. Hall, S.F. Ralph, C.S.M. Thompson, Inorg. Chem. 23 (1984)

3521.
[28] Inorganic Reaction Mechanisms, in: M.L. Tobe and J. Burgess (Ed.), Addison

Wesley Longman Inc., Essex, 1999, p. 74.
[29] P. Illner, S. Kern, S. Begel, R. van Eldik, Chem. Commun. (2007) 4803.
[30] A. Shoukry, M. Brindell, R. van Eldik, Dalton Trans. (2007) 4169.
[31] B. Pitteri, G. Marangoni, L. Cattalini, T. Bobbo, J. Chem. Soc., Dalton Trans.

(1995) 3853.
[32] R.G. Pearson, J. Am. Chem. Soc. 85 (1936) 3533.
[33] A. Hofmann, D. Jaganyi, O.Q. Munro, G. Liehr, R. van Eldik, Inorg. Chem. 42

(2003) 1688.
[34] R.G. Pearson, H. Sobel, J. Songstad, J. Am. Chem. Soc. 90 (1968) 319.



Inorganica Chimica Acta 394 (2013) 552–557
Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Inorganica Chimica Acta

journal homepage: www.elsevier .com/locate / ica
NMR kinetic studies of the interactions between [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+

and some sulfur-donor ligands
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a b s t r a c t

Substitution reactions of monofunctional [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+ complex, where terpy = 2,20:60 ,200-ter-
pyridine and bipy = 2,20-bipyridine, with biologically relevant sulfur-donor nucleophiles, such as thio-
urea, L-methionine, L-cysteine and glutathione, are studied in aqueous solutions by 1H and 13C NMR
spectroscopy techniques. All reactions are studied at pH 7.4, in the presence of phosphate buffer, to
mimic the physiological environment during the substitution process. The reactions are carried out at
295 K under the second-order conditions. Observed results show that the rate of substitution strongly
depends on the type and the structure of the entering nucleophile. The obtained order of reactivity for
the entering sulfur-donor ligands is: thiourea > L-methionine > L-cysteine > glutathione. The pKa value
of coordinated water ligand was determined in D2O by the 1H NMR technique. These results confirm
the strong influence of inert polypyridyl ligands on the chemical behavior of Ru(II) complex as well as
their influence on the lability of coordinated water molecule.

� 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction compounds are not very toxic and some ruthenium compounds
Metal complexes offer potential in medicinal chemistry and
drug design [1–3]. In the search for anticancer agents containing
metal ions other than platinum, ruthenium compounds offer a
good potential [4–9].

In attempts to find novel, metal-based drug with the activity
complementary to that of cisplatin, complexes containing ruthe-
nium mainly in its lower oxidation state, have also been prepared
and tested for antitumor activity [10–12]. Several ruthenium com-
pounds with nitrogen ligands have shown not only good activity in
screening studies, but many are also preferentially localized in tu-
mor tissue. The significant structural differences between ruthe-
nium and most platinum-based antitumor drugs offer a potential
that ruthenium-based drugs could be suitable alternatives to cis-
platin and carboplatin. Antitumor ruthenium compounds possess
octahedral, six-coordinated geometry as opposed to the square-
planar one of cisplatin or carboplatin. In addition, the two addi-
tional coordination sites for ruthenium as opposed to platinum(II)
center may allow for new modes of binding to intracellular targets.

Ruthenium has therefore been considered to be an attractive
alternative to platinum, in particular since many ruthenium
ll rights reserved.

+381 34 335040.
have been shown to be quite selective for cancer cells [13,14].
Ruthenium anticancer chemistry has already shown many

promising results. Several compounds have been described to
shown the activity comparable to that of cisplatin and in some
cases even better [15–19]. Indeed, two ruthenium compounds
are currently in clinical trials [20,21]. For one of these, NAMI-A,
the compound does not show dramatic cytotoxicity against tumor
cells in vitro, but it shows a very high activity against metastases
[20,21].

Ruthenium complexes, such as KP1019 and NAMI-A, are among
the most interesting next-generation anticancer drugs in clinical
trials and most importantly, in addition to their tumor-inhibiting
properties, the treatment is not accompanied by major drug-re-
lated side effects [20–23].

Nevertheless a large variety of potential ruthenium drugs have
been synthesized, with ligands such as ammines, amines, imines,
DMSO, polypyridyl compounds and arenes [6,13,24–26]. The diver-
sity in structures of the active compounds in fact suggests that
different mechanisms of action may be involved for different types
of ruthenium complexes [27]. Complexes containing chelating
ligands tend to be more active than those containing only
monodentate ligands [28].

In the last decades, particular attention has been paid to ruthe-
nium complexes of polypyridyl ligands [29,30]. The analogues of
these ruthenium complexes containing, besides polypyridyl
ligands, aqua or chlorido groups have been also synthesized and

http://dx.doi.org/10.1016/j.ica.2012.09.016
mailto:bugarcic@kg.ac.rs
http://dx.doi.org/10.1016/j.ica.2012.09.016
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00201693
http://www.elsevier.com/locate/ica


Fig. 1. Structure of the [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+ complex.

A. Mijatović et al. / Inorganica Chimica Acta 394 (2013) 552–557 553
were found to bind DNA covalently in cell-free media. The aqua or
chlorido ligands in these complexes represent the leaving ligands,
in contrast to the kinetically more stable pyridyl groups, and this
facilitates the binding of the biomolecule to the metal centre.
Hydrolysis of the Ru–Cl bond appears to be important for the acti-
vation, giving the aqua adducts which can bind to DNA and form a
monofunctional adduct. The chelating ligand can play a crucial role
in the anticancer activity [18].

With the aim to extend our earlier work [31], we reported here
kinetic studies for the ligand substitution reactions of the
monofunctional [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+ complex (Fig. 1) with
biologically relevant sulfur-donor nucleophiles, namely thiourea,
L-methionine (L-Met), L-cysteine (L-Cys) and glutathione (GSH)
(Fig. 2). The pKa value of the coordinated water has been deter-
mined. The reactions are studied in aqueous solution and in the
presence of phosphate buffer (pH 7.4) and monitored by the 1H
and 13C NMR spectroscopy techniques.

It was envisaged that this study could throw more light on the
mechanism of the interactions for some Ru(II) complexes with sul-
fur-donor ligands, and to provide a better understanding of the
mechanism of chemo-protection and ruthenium metabolism.

2. Experimental

2.1. Chemicals and solutions

RuCl3�H2O (Precious metal Online, Ru content about 40%),
2,20:60,200-terpyridine (terpy) (Aldrich) and 2,20-bipyridine (bipy)
HOOC

O

N

SH

H ONH2

OH

O

NH2

HS

Glutathione (GSH)

L-Cysteine (L-Cys)

Fig. 2. Structures of studied
(Acros Organics) were used as received. Ligand stock solutions
were prepared shortly before use by dissolving the chemicals,
L-cysteine (Fluka, Assay >99.5%), glutathione (Fluka, Assay >99%),
L-methionine (Fluka, Assay >99%) and thiourea (Merck, p.a.).
Methanol (Centrohem, p.a.) was dried over Mg/I2. Deuterium-oxide
(99.9% Deutero GmbH) is commercially available and used as
received. All other chemicals were of the highest purity commer-
cially available and were used without further purification. Ultra
pure water was used in all experiments involving aqueous
solutions.
2.2. Preparation of complexes

[Ru(terpy)(bipy)Cl]Cl was prepared according to the already
published method [32–34]. First, [Ru(terpy)Cl3] was synthesized
by stirring of the mixture of RuCl3�H2O (0.4 mmol) dissolved in
water and 2,20:60,200-terpyridine (0.4 mmol) dissolved in MeOH
for about 3 h [32]. The obtained brown powder was filtered and
dried. Then, the equimolar amounts of [Ru(terpy)Cl3] (0.2 mmol)
and 2,20-bipyridine (0.2 mmol) were heated at reflux about 4 h in
the mixture of MeOH/H2O (75/25, v/v) with the addition of an
excess of LiCl (1.5 mmol) and triethylamine (0.4 mmol) as a reduc-
tant [33,34]. Under this procedure the reduction of Ru(III) occurs
and the final product is Ru(II) complex. Elemental analysis, UV–
Vis, and 1H NMR spectral data were in a good agreement with
those found in the literature [32–34] (Figs. 1S and 2S, Supplemen-
tary material). Anal. Calc. for RuC25H19N5Cl2: C, 53.48; H, 3.41; N,
12.47. Found: C, 53.74; H, 3.44; N, 12.56%.

The aqua adduct [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+ was prepared by
treatment of [Ru(terpy)(bipy)Cl]Cl (10 mM, 0.0113 g) with AgClO4

(20 mM, 0.0083 g) in 2 ml D2O at room temperature overnight
and removal of AgCl by filtration. The aqua complex was confirmed
on the basis of 1H NMR spectra [33,34].
2.3. Instrumentation

Elemental analyses were performed on a Carlo Erba elemental
analyser 1106.

UV–Vis spectra were recorded on a Perkin-Elmer Lambda 35
double beam spectrophotometer in 1.00 cm quartz Suprasil cells.

In D2O solutions, the pH values were measured with an InoLab
SenTix� Mic pH Microelectrode. The pH meter was calibrated with
Fisher-certified buffer solutions of pH 4.00, 7.00 and 11.00. Meter
readings were corrected for the deuterium isotope effect by adding
N

H

COOH

S

OH

NH2

O

H2N

S

NH2

Thiourea

L-Methionine (L-Met)

sulfur-donor ligands.
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0.4 U to the display readout. The pD was adjusted with 0.01–
0.05 M solutions of KOD and DCl.

The NMR spectra were acquired on a Varian Gemini-2000 spec-
trometer equipped with 5 mm probe. All chemical shifts are refer-
enced to TSP (3-trimethylsilylpropionic acid-D4 sodium salt).

Potentiometric measurements were carried out using a Mettler
Delta 350 digital pH meter with a resolution of ±0.01 mV, with a
combination glass electrode. This electrode was calibrated using
standard buffer solutions of pH 4 and 7 obtained from Sigma.
Titrant was delivered from a Metrohm (Donau, Swiss) Dosimat
model 665 autoburette. The constant temperature was maintained
with a VEB Prufgerate model E3E circulating ultrathermostat.
Fig. 3. The changes of chemical shifts of Hd proton of terpyridine as a function of pD
for the [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+ complex at 295 K.
2.4. 1H NMR kinetic measurements

1H NMR measurements of the reactions between [Ru(ter-
py)(bipy)(H2O)]2+ complex with L-Met, L-Cys, GSH and thiourea
were carried out in NMR tubes. The 8 mM solution of the complex
(20 mM in the case of GSH) was prepared in 300 lL D2O approxi-
mately 8 h prior to the start of the kinetic experiment. The
300 lL D2O solution with the same concentration of ligand was
added to the solution of the complex to initiate the reaction. 1H
NMR spectra were recorded at 295 K over a period of several days
up to three weeks. The same substitution reactions were followed
at pH 7.4 (pD = pH + 0.4) [35] in the presence of phosphate buffer,
to characterize the processes at physiological conditions. Experi-
mental data are reported in Tables S1–S3 (Supplementary
material).
2.5. Potentiometric studies

The hydrolysis of the complex was determined by titrating 1.0,
1.5 and 2.0 mM solution of [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+ complex with
NaOH. The starting volume was 20 cm3. All titrations were per-
formed in a double mantled, thermostated glass vessel closed with
a Teflon stopper. A constant temperature of (298 ± 0.1) K was
maintained by circulating thermostated water through the jacket.
Purified and oxygen-free nitrogen gas was bubbled through the
solution to provide an inert atmosphere and stirring. Additional
stirring was achieved with a magnetic stirrer. To reduce the con-
centration of the hydrogen ion, the alkali was added stepwise from
an auto burette in small aliquots (0.005–0.01 ml). The potential
was monitored after each addition of titrant.

The hydrolysis of [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+ complex were char-
acterized by fitting the potentiometric titration data to various
acid–base models [36]. The experimental data were obtained by
glass electrode Emf measurements in 0.1 M NaClO4 medium at
298.0 K. To find the model that gives the best fit to the experimen-
tal data, the following complex and various combinations of hydro-
lytic species were included in Hyperquad2006 calculations [37].
The distribution diagrams for the hydrolyzed [Ru(terpy)(bipy)(H2-

O)]2+ complex are shown in Fig. 3S (Supplementary material).
3. Results and discussion

The aqua adducts of the anticancer Ru(II) complexes may play
key roles in the biologically mechanism of action of this classes
of complexes. However, it is important to gain a detailed under-
standing of the interactions between the aqua Ru(II) complexes
with biomolecules such as nucleobases, DNA, oligonucleotides,
amino acids and proteins. Particularly the reactions with sulfur-
bonding ligands could be very important [38]. Also several
sulfur-donor ligands (glutathione, thiourea) are usually co-admin-
istered with platinum-based drugs to reduce the toxicity [39,40].
The rate of hydrolysis of chlorido complex is also of interest
with regard to storage and clinical application of ruthenium com-
plexes as well as to further reactions of drugs in blood and in the
cell. Synthesized [Ru(terpy)(bipy)Cl]+ complex in aqueous media
forms aqua complex, [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+, what we confirmed
by NMR (Fig. 2S, Supplementary material). According to the de-
crease of the signal intensity with time for H6 proton of bipyridine
at 9.95 ppm, which correspond to the chlorido complex, and in-
crease of the signal intensity at 9.56 ppm for the same proton in
the aqua analogue, can be seen that the hydrolysis starts after
10 min and it is over after about 8 h. The calculated rate of
hydrolysis for [Ru(terpy)(bipy)Cl]+ complex at 298 K is
kH2O = (1.07 ± 0.4) 10�4 s�1 (t1/2 = 1.8 h). This result confirms the
fact that in our studied systems hydrolysis occurs before the sub-
stitution process started.

However, the coordinated aqua ligand undergoes acid dissocia-
tion to form hydroxo complex [Ru(terpy)(bipy)(OH)]+, which is
usually less reactive than the aqua analogue. We have determined
the acid dissociation constant of the aqua adduct (pKa) by 1H NMR
spectroscopy following the changes in chemical shifts of suitable
signal as a function of pD. Here, we selected Hd proton of terpyri-
dine which shifts to a lower frequency if pD increases. The results
used for the calculations are given in Table 4S (Supplementary
material). Analysis of the NMR titration curve (Fig. 3) gave
pKa = 5.19 ± 0.06. This value is much lower than the pKa values
for some other Ru(II) complexes. This could be contributed to the
strong p-back bonding properties of coordinated polypyridyl li-
gands, such as terpyridine and bipyridine, which increase the elec-
trophilicity of metal center and reduce the pKa value. Also, by
potentiometric measurements we defined the distribution diagram
for [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+ hydrolytic species in 0.1 mol dm�3

NaClO4 ionic medium at 298 K (Fig. 3S, Supplementary material).
However, the dominant specie in the system at physiological pH
is monohydroxo (1,�1,0) complex, [Ru(terpy)(bipy)(OH)]+. This
notification is very important for explanation of the observed rate
constant for studied substitution reactions.

Substitution reactions of the [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+ complex
with selected sulfur-donor ligands (L) proceed according the Eq.
(1).

½RuðterpyÞðbipyÞðH2O�2þ þH2O;
L ¼ Thiourea; l-Met; l-Cys or GSH ð1Þ

These interactions of [Ru(terpy)(bipy)(H2O]2+ complex with
L-Met, L-Cys, GSH and thiourea were studied by 1H NMR spectros-
copy. First, these reactions are followed in a 1:1 M ratio in D2O at



Table 2
The chemical shifts for some suitable protons of sulfur donor ligands during the
substitution reactions with [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+ at 295 K, pH 7.4.

Ligand Group d (ppm)

Free Coordinated

L-Met CH3(s) 2.16 2.78
CH(dd) 3.89 4.42

L-Cys CH(dd) 4.00 4.14
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295 K for a period of several weeks. Then, the same substitution
reactions were studied in phosphate buffer at pH 7.4 by the same
technique. These conditions were selected to mimic the physiolog-
ical environment during the substitution process. Although, there
is now a possibility for ligand exchange reactions with the buffer
components, these results can help for a better understanding of
all occurrences in the cell.

Second order rate constants, k2, were calculated from Eq. (2).

CH2(m) 3.08 3.31

GSH Cys-Hb(m) 2.98 –
Cys-Ha(dd) 4.59 –
k2t ¼ x=a0ða0 � xÞ ð2Þ
GSSG Cys-Ha(dd) 4.77 4.45
Thioureaa C@S 183.6 177.9

a Data from 13C NMR.

Table 3
The second-order rate constants k2 for the substitution reactions of [Ru(ter-
py)(bipy)(H2O)]2+ complex with sulfur donor nucleophiles in D2O at 295 K.

Ligand pH 104 k2/M�1s�1

L-Met 5.3 4.6 ± 0.2
7.4 5.8 ± 0.8

L-Cys 5.0 2.49 ± 0.06
7.4 3.26 ± 0.05

GSH (GSSG) 4.0 0.050 ± 0.001
7.4 0.99 ± 0.02

Thiourea Very fast
where x represent the concentration of formed product of the sub-
stitution reaction, while a0 is an initial concentration of complex
(and ligand). Calculations were performed by relative integration
(estimated error is 5%) of the suitable proton signals in 1H NMR
spectra of free and coordinated ligand during the reaction time. In
the Tables 1 and 2 are given the chemical shifts for suitable protons
of the complex and ligands before and after substitution occurs. The
values of the rate constants were determined from the Guggenheim
plot of x/a0(a0 � x) versus reaction time t. The slope of the straight
line, which passes through the zero, represents the value of the sec-
ond order rate constant k2. The results are summarized in the Ta-
ble 3. The rate constant at pH 7.4 are slightly higher than the
values at lower pH (4–5) for all studied systems. However, we ex-
pected a much faster substitution at physiological pH, but the pro-
tolysis of aqua complex and formation of less reactive hydroxo
complex have a dominant influence on the observed rates.

Analyzing spectra obtained for the reaction between [Ru(ter-
py)(bipy)(H2O)]2+ and L-Met (Fig. 4) at pH 5.3 two signals of methyl
group could be seen at 2.14 ppm for free and at 2.76 ppm for coor-
dinated L-Met. The signal of coordinated ligand appears after 12 h
of the reaction and its intensity increases with the time, while
the signal for free ligand decreases. At pH 7.4 these two signals
are moved downfield just for 0.02 ppm (Fig. 11S, Supplementary
material). The signals which correspond to the protons of started
Ru(II) complex also undergo changes of their positions during the
substitution. We followed the intensities of very specific signal
for H6 proton of bipyridine at 9.56 ppm of [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+

and at 9.86 ppm for substituted product with L-Met. The significant
chemical shifts are given in the Tables 1 and 2.

The reactions at pH 5.3 and 7.4 were followed about 3 weeks
and the Guggenheim plots are shown on Fig. 5. Calculated second
order rate constant k2 are summarized in Table 3. On the base of
the values for the rate constants can be concluded that this substi-
tution is very slow and its rate slightly depends on the pH. How-
ever, from the distribution diagram of the complex species
(Fig. 3S, Supplementary material) can be mentioned that at both
selected pH values dominant species is hydroxo complex, which
is less reactive then the aqua analogue. On the other side, distribu-
tion diagram of L-Met system (Fig. 4S, Supplementary material)
confirm presence of the same chemical species in solution at pH
5.3 and 7.4. So, protolytic forms of the complex and ligand does
not much define the observed rate.
Table 1
The chemical shift for H6 proton of inert bipyridine in [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+

complex during the substitution reactions with selected sulfur donor ligands at 295 K,
pH 7.4.

Ligand d (ppm)

H6-bipy free H6-bipy substituted

L-Met 9.56 9.86

L-Cys 9.56 9.86

GSH 9.56 10.13
Thiourea 9.56 10.13

Fig. 4. 1H NMR spectra of the reaction between [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+ complex
(4 mM) and L-Met (4 mM) in D2O at 295 K, pH 5.3. (j – coordinated L-Met, d
(CH3(s)) = 2.76 ppm; d – free L-Met, d (CH3(s)) = 2.14 ppm).
In 1H NMR spectra of the reaction between [Ru(terpy)(bipy)(H2-

O)]2+ and L-Cys at pH 5.0 we monitored the signals of CH proton at
4.00 ppm for free and 4.15 ppm for coordinated L-Cys (Fig. 5S, Sup-
plementary material). The reaction started after 48 h. At pH 7.4 the
signals of the same CH proton is at 4.00 ppm for free and at
4.14 ppm for coordinated L-Cys, while the signal of CH2 group is
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Fig. 5. Guggenheim plot for the substitution reaction between [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+complex (4 mM) and L-Met (4 mM) in D2O at 295 K, (a) pH 5.3; (b) pH 7.4.

Fig. 6. 1H NMR spectra of the reaction between [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+complex
(4 mM) and L-Cys (4 mM) in D2O at 295 K, pH 7.4. (j – substituted complex, d (H6-
bipy) = 9.86 ppm; d – unsubstituted complex, d (H6-bipy) = 9.56 ppm).

Fig. 7. 1H NMR spectra of the reaction of [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+complex (4 mM)
bipy) = 10.13 ppm; d – unsubstituted complex, d (H6-bipy) = 9.56 ppm;+ – oxidation pr
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at 3.08 ppm for free and at 3.31 ppm for coordinated thiol (Table 2
and Fig. 12S, Supplementary material). The changes of chemical
shifts are also mentioned in the region for H6 bipyridine proton,
at 9.56 for aqua and 9.86 for substituted complex (Fig. 6), Table 2.
The calculated second order rate constants k2 are given in Table 3
and the Guggenheim plots are shown on Fig. 6S, Supplementary
material. As it was explained for the substitution process with L-
Met, dominant chemical species in this system at pH 5.0 and 7.4
are almost the same (Figs. 3S and 7S). The substitution is slower
than the reaction with L-Met what confirm again the higher nucle-
ophilicity of thioethers than thiols.

Figs. 7, 8S and 13S (Supplementary material) shows the time
course of the reaction between [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+ and GSH
at pD 4.0 and 7.4. Chemical shifts are given in the Tables 1 and 2.
According to the intensities of the corresponding signals in spectra
we calculated rate constants at both pH values, given in Table 3
(Figs. 8S, 9S and 10S, Supporting material). These rate constants
are very small, about order of magnitude less than the rates for
other reactions. Following this reactions by 1H NMR we noticed
that the signal of reduced form of GSH at 2.98 ppm decrease with
the time, but the new signal of substituted complex does not
and GSH (4 mM) in D2O at 295 K, pH 7.4.(j – substituted complex, d (H6-
oduct GSSG, d (CH2) = 2.9–3.4 ppm; x – coordinated GSSG d (Cys-Ha = 4.45 ppm).
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appear in the spectra. Moreover, we noticed the appearance of the
signals for oxidized form of glutathione, GSSG, at 3.35 ppm. After
5 days, when the oxidation was over, the process of substitution
started and the signal of substituted complex at 10.13 ppm
appeared in the spectra, Fig. 7. Namely, it is well known that in
neutral water solutions GSH could be oxidized by air [2]. Finally,
after oxidation, formed GSSG molecule undergoes substitution
reaction with [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+ complex. This could be a
reason for the unexpected very slow substitution with GSH.

The substitution reaction between [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+

complex and thiourea was too fast for 1H NMR time scale
(Fig. 14S, Supplementary material). However, coordination to the
complex was resulted in the 13C NMR spectra in an upfield shift
of 6 ppm for the resonance of C@S carbon, Table 2, as well as by
the signals in 1H NMR for free, at 9.56 ppm, and for substituted
complex, at 10.13 ppm, Table 1. This huge reactivity of thiourea
was usually explained by the fact that it combines the ligand prop-
erties of thiolates (r-donor) and thioethers (r-donor, p-acceptor)
[41,42].

The reactivity of the studied complex toward selected nucleo-
philes is determined from the data of the rate constants. Rate of
substitution depends on the type, structure and chemical charac-
teristics of entering nucleophile. The obtained order of reactivity
for entering ligands is: thiourea > L-Met > L-Cys > GSH. However,
obtained spectra show primary hydrolysis of Ru(II) complex before
the substitution with selected nucleophiles. Also, in all systems
only one product of the substitution reaction was confirmed.

4. Conclusions

Here we determined the rate constants for the substitution
reactions of [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+ complex with four sulfur-do-
nor nuclephiles. The reactions were studied in water without and
with phosphate buffer. The obtained order of reactivity for the
entering sulfur-donor ligands is: thiourea > L-methionine > L-cys-
teine > glutathione. The reactivity of the used ligands is in a good
agreement with their electronic structure and chemical character-
istics. All reactions are slightly faster at physiological pH value. For
the reaction with GSH, primary oxidation of the ligand is followed
by the very slow substitution. The acid dissociation constant of the
aqua complex, [Ru(terpy)(bipy)(H2O)]2+, is pKa = 5.19 ± 0.06. The
lower value is the result of strong electronic interactions between
inert polypyridyl ligands (terpy and bipy) in the complex.
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Received: 27 March 2013 / Accepted: 25 June 2013 / Published online: 22 August 2013

� Springer-Verlag Wien 2013

Abstract Kinetics and mechanism of the substitution

reactions between [Ru(trpy)(bpy)Cl]? with nucleophiles

guanosine-50-monophosphate, L-histidine, thiourea, and

dimethylsulfoxide were studied spectrophotometrically in

0.1 M NaClO4 at 310 K. The observed order of reactivity

for selected ligands is: thiourea [ guanosine-50-mono-

phosphate [ L-histidine [ DMSO. This order is associated

with the electronic, structural, and chemical characteristics

of complex and nucleophiles. The substitution reaction

with thiourea was studied at three different temperatures

(288, 298, and 310 K). Negative entropy of activation DS=

confirms the associative mode of activation. The complex

formation of [Ru(trpy)(bpy)H2O]2? with ligands guano-

sine-50-monophosphate and L-histidine was investigated by

potentiometry and spectrophotometry as well. The stoi-

chiometry and stability constants of the species formed in

these systems were determined. The concentration distri-

bution diagram of the various complexes has been

evaluated as a function of pH. Comparing the calculated

values for logb, we determined that the product with

nucleotide is more stable than the product with L-histidine.

Keywords Kinetics � Equilibrium � Ru(II) � L-Histidine �
Guanosine-50-monophosphate � Dimethylsulfoxide �
Thiourea

Introduction

Since the antitumor activity of cisplatin was discovered, a

number of platinum complexes have been synthesized and

evaluated as potential chemotherapeutic agents [1–3]. The

limited range of activity of cisplatin and its analogs and

their several side effects have stimulated the search for

other metal-based anticancer drugs with metal ions differ-

ent from platinum [4, 5]. Ruthenium complexes are

today the most promising compounds for the investigation

of antitumor activity of metal-containing pharmaceuticals

[6–10].

The first ruthenium compounds studied for antitumor

activity were the chlorido-ammine complexes fac-

[Ru(NH3)3Cl3] and cis-[Ru(NH3)4Cl2] [11]. However,

although active, these compounds were not soluble enough for

pharmaceutical use [6, 7]. In the following years, a large

number of different Ru(II) and Ru(III) compounds were

studied for their cytotoxic properties, such as polypyridyl

complexes cis-[Ru(N,N-bpy)2Cl2] and mer-[Ru(N,N,N-

trpy)Cl3] [12, 13], aminocarboxylato complexes [Ru(N,-

N,O,O-pdta)Cl2] (pdta = 1,2- propylenediaminetetraacetato)

and [Ru(N,N,O,O,O-edta)Cl] (edta = ethylenediaminete-

traacetato) [14, 15], dimethylsulfoxide complexes cis-

and trans-[Ru(S-DMSO)4Cl2] [16–18], and arylazopyrdine

complexes [Ru(N,N,N,N-azpy)2Cl2] (azpy = 2-phenylazo-

pyridine) [19, 20]. More recently, two classes of structurally

similar Ru(III) complexes were synthesized and investigated

for antitumor activity: [HL]trans-[RuCl4L2] (L = imidaz-

ole or indazole) [21] and [HL]trans-[RuCl4(DMSO-S)L]
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Department of Chemistry, Faculty of Science,

University of Kragujevac, R. Domanovića 12,
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(L = heterocyclic nitrogen ligand) [22]. In particular just

two compounds are undergoing clinical evaluation today, the

indazole (ind) derivative cytotoxic to cancer cells [Hind]-

trans-[RuCl4(ind)2], known as KP1019, and the imidazole

(im) derivative [Him]trans-[RuCl4(DMSO-S)(im)], known

as NAMI-A, which is relatively non-toxic but has antimet-

astatic activity [21–25].

It is generally accepted that the antitumor activity of

platinum drugs can be ascribed to interactions between

complex and DNA molecules [1–5]. However, the mech-

anism of action of ruthenium compounds has not yet been

clarified. It was proposed that they are activated by

hydrolysis, mainly of the chlorido ligands. After hydroly-

sis, the reduction of Ru(III) to Ru(II) complex occurs

because cells contain different amounts of reducing agents

[23–25]. Finally, the Ru(II) complex formed reacts with the

DNA molecule, binding preferentially to guanine residues

via N7 coordination [26]. This activation mechanism,

proposed by Clarke, has become known as the ‘‘activation

by reduction’’ hypothesis [25]. In accordance with the

‘‘activation by reduction’’ hypothesis, NAMI-AR, obtained

by the reduction of NAMI-A with ascorbic acid prior to

administration was found to be more efficient than NAMI-

A against metastasis growth [27].

Today, many different ruthenium complexes have been

synthesized and investigated to elucidate the relationship

between the structure of inert ligands and properties of the

complexes. Complexes with polypyridyl ligands [9, 28–30]

and organometallic half sandwich ligands [31–37] are

studied frequently in order to gain insight into the factors

that influence hydrolysis and binding to bio-molecules. In

particular, activation through hydrolysis is important for

the mechanism of action of this class of compounds, and

their chemical behavior depends to a great extent on the

acidity and chloride concentration.

Taking into account that biomedical and pharmaceutical

utilizations of terpyridine-type ligands (e.g., as DNA-binding

or active antitumor agents) are currently fast growing fields of

research [38–41], we studied the kinetics of the substitution

reactions between [Ru(trpy)(bpy)Cl]? and nucleophiles such

as thiourea (Tu), dimethylsulfoxide (DMSO), L-histidine

(L-His), and guanosine-50-monophosphate (50-GMP) by con-

ventional UV–Vis spectrophotometry. The ligands L-His and

50-GMP are biologically relevant molecules. Tu is commonly

used as a ‘‘protective agent’’ for the better excretion of ‘‘soft’’

metal ions [3–5], while DMSO is already present in the

structures of some Ru complexes, such as NAMI-A. Also, we

studied the hydrolysis of [Ru(trpy)(bpy)H2O]? as well as

complex formation equilibria between [Ru(trpy)(bpy)H2O]?

and L-His or 50-GMP by potentiometric and spectrophoto-

metric methods. The structures of [Ru(trpy)(bpy)Cl]? and

nucleophiles are shown in Fig. 1.

Results and discussion

Kinetic studies

Kinetics of the substitution reactions of [Ru(trpy)(bpy)Cl]?

with nucleophiles Tu, L-His, DMSO, and 50-GMP were

investigated spectrophotometrically by following the

changes in absorbance at suitable wavelengths as a func-

tion of time at 310 K. The complex and ligands were

dissolved in aqueous 0.1 M NaClO4 with the addition of

20 mM NaCl to prevent the spontaneous hydrolysis of

Ru(II) complex [42–44]. The concentration of 20 mM

NaCl was chosen after recording the changes in absorbance

of the complex at different chloride concentrations. The

obtained results are given in the Supplementary material

(Table 1S; Fig. S1). All kinetic experiments were per-

formed under pseudo first-order conditions, where the

concentration of nucleophiles was always in at least tenfold

excess (Supplementary Material, Tables 2S–5S).

Substitution reaction of selected octahedral ruthe-

nium(II) complex can be presented as shown in Scheme 1.

The pseudo first-order rate constants were found to be

linearly dependent upon the concentration of nucleophile

(L), as presented in Eq. (1).

kobsd ¼ k2 L½ � þ k1 ð1Þ
The second-order rate constant k2 characterizing the

formation of the reaction product can be evaluated from the

slope of a plot kobsd vs. [L]. The experimentally obtained

results are summarized in Table 1 and presented in Fig. 2.

The value for the rate constant of the reverse reaction k1,

which is independent on the concentration of nucleophile

L, is determined from the intercept of the observed lines

(Fig. 2). It is very small and contributes little to kobsd.
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NH

N

N

O

NH2
N

O

H

HH
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H2N
C

NH2

S
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O
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5'-GMP[Ru(trpy)(bpy)Cl]+

Fig. 1 The structures of complex and nucleophiles
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According to the results shown in Table 1 and Fig. 2,

the following order of reactivity of the selected nucleo-

philes was observed: Tu [ 50-GMP [ L-His [ DMSO. It

was expected that thiourea has the highest reactivity toward

the Ru(II) complex studied, because it combines the ligand

properties of thiolates (r-donor) and thioethers (r-donor,

p-acceptor) [45, 46]. However, 50-GMP reacts slightly

slower than thiourea. Taking into account the size of the

molecule, we expected that 50-GMP reacts very slowly.

But, besides nitrogen donor atoms in the structure of the

purine base and the well-known coordination to metal ions

via N7 atoms, this nucleotide could be bound to Ru(II) via

phosphate oxygen atoms as well. This kind of coordination

has been already published for some Ru(II) complexes [9,

26]. After formation of an adduct where the metal ion is

coordinated to oxygen from the phosphate group, very slow

isomerization to the N7 atom of purine takes place. The

reaction with amino acid L-His could also proceed in a

similar way by coordination via oxygen atoms followed by

slow isomerization to N3 from the imidazole ring. The

reaction with DMSO is the slowest. This was unexpected

because DMSO could coordinate via sulfur or oxygen.

However, here a very rigid geometry of the nucleophile

makes access and bond formation difficult.

As mentioned above, Ru(II) complexes have a huge

potential for antitumor activity. The investigation of their

interactions with biomolecules could help a lot toward better

understanding of some cell processes. On the basis of the

chemical characteristics of such complexes and biologically

relevant molecules, some interactions could be predicted.

One of the most important facts is knowledge of their ‘‘hard’’

and ‘‘soft’’ behavior. The ruthenium compounds belong to

the ‘‘border line’’ group, which means that they are somehow

[Ru(trpy)(bpy)Cl]

Scheme 1
+  +  L                  [Ru(trpy)(bpy)L]+  +  Cl-

L = 5'-GMP, L-His, Tu, DMSO

k2

k1

Table 1 Rate constants for the substitution reaction of [Ru(trpy)

(bpy)Cl]2? complex with selected nucleophiles in 0.1 M NaClO4,

20 mM NaCl at 310 K

Nucleophile k2/M-1s-1 104 k1/s-1

Thiourea 1.35 ± 0.03 1.4 ± 0.3

50-GMP 1.33 ± 0.03 0.16 ± 0.2

L-His 0.41 ± 0.02 11 ± 1

DMSO 0.020 ± 0.002 1.2 ± 0.6

Fig. 2 Pseudo-first-order rate constants as a function of nucleophile concentrations for the substitution reactions of [Ru(trpy)(bpy)Cl]? in 0.1 M

NaClO4, 20 mM NaCl at 310 K
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‘‘harder’’ than platinum(II) complexes [47]. This clearly

explains and supports the bond formation via oxygen atoms

rather than via sulfur or nitrogen, as was the case with anti-

tumor ‘‘soft’’ platinum complexes.

For determination of the values for thermodynamic

parameters to define a mechanism of substitution, the sub-

stitution reaction between [Ru(trpy)(bpy)Cl]? and thiourea

was studied at three different temperatures. Values for kobsd

as a function of different ligand concentrations and temper-

ature are given in the Supplementary material (Table 4S).

Calculated values for the rate constants at 288 and 298 K are

k1
288 = 0.31 ± 0.02 M-1s-1 and k1

298 = 0.92 ± 0.04 M-1

s-1. Finally, a negative value for the entropy of activation,

DS= = -105 ± 5 K-1M-1, confirms the fact that the

substitution reaction between [Ru(trpy)(bpy)Cl]? and thio-

urea undergoes an associative mechanism.

Hydrolysis of [Ru(trpy)(bpy)H2O]2?

Potentiometric measurements

The hydrolysis constants of the complex were determined

by titration of 1.0, 1.5, and 2.0 mM solutions of [Ru(tr-

py)(bpy)H2O]2? with NaOH. The acid-base chemistry was

characterized by fitting the potentiometric data to various

acid-base models. The best model, selected according to

the above-mentioned method of calculation, was consistent

with the deprotonation of water molecules and formation of

hydroxo and l-hydroxo complexes, as given in Eqs. (2–4).

The calculated values of hydrolysis constants are given in

Table 2.

½Ru trpyð Þ bpyð ÞH2O�2þ � ½Ru trpyð Þ bpyð Þ OHð Þ�þþ Hþ

ð1;0;0Þ 1;�1;0ð Þ ð2Þ

Ru trpyð Þ bpyð Þ OHð Þ½ �þ � Ru trpyð Þ bpyð Þ Oð Þ½ �þ Hþ

1; 0; 0ð Þ 1; �2; 0ð Þ ð3Þ

Proton dissociation from an [Ru(trpy)(bpy)H2O]2?

complex proceeded in two steps (pKa1 = 4.27 and

pKa2 = 10.11). The first step simply produced [Ru(tr-

py)(bpy)(OH)]? species, while the second one gave an

unusual [Ru(trpy)(bpy)(O)]?. The formation of complex

with oxyl radical (O-) has already been published [29, 48].

The equilibrium constant (K) for the dimerization reaction

(Eq. 4) was determined to be log K = 3.45 (=log-

b20-1 - log b10-1).

A distribution diagram for [Ru(trpy)(bpy)H2O]2?

hydrolytic species is shown in Fig. 3. The complex ion

[Ru2(trpy)2(bpy)2(OH)]3? is present in the system in a pH

range between 2.0 and 7.0, with the maximum in concen-

tration at pH = 4. This ion is assumed to form through the

dimerization of [Ru(trpy)(bpy)H2O]2? and [Ru(trpy)(bpy)

(OH)]? complexes via the hydroxo group as shown in

Eq. (4). The [Ru(trpy)(bpy)(OH)]? ion begins to form at

pH = 2 and reaches the maximum in concentration at

pH = 8. The complex ion [Ru(trpy)(bpy)(O)]? begins to

form at pH = 8, and its concentration increases with further

increasing of pH. Very important is the fact that at physio-

logical pH the aqua complex is completely converted into a

hydroxo form.

Spectrophotometric titration

Spectral measurements were performed on [Ru(trpy)

(bpy)H2O]2? solutions in which the concentration of

complex was kept constant while pH was varied by the

addition of standard HCl or NaOH solutions, as appropri-

ate. All UV–Vis spectra show evidence of an intensive

band between 280 and 300 nm and another lower energy

broad band between 450 and 470 nm (Fig. 4).

The spectral data were first evaluated with the aid of the

computational program pHAb 2006 [49]. The calculations

were carried out in the following way: the complexes found

by potentiometry were included in pHAb calculations, and

their stability constants were allowed to float. When the

best fit of the spectra was achieved, the stability constants

were varied one at a time simultaneously with variation of

molar absorptivities. The accepted results of the calculation

are given in Table 2. Along with the stability constants, in

spectral calculations, the molar absorptivities of the com-

plexes were calculated. Finally, the calculated spectra of

different hydrolytic species are presented in Fig. 5.

The obtained values confirm a good agreement between

potentiometric and spectrophotometric measurements.

Complex formation of [Ru(trpy)(bpy)H2O]2? with HL

(where HL = 50-GMP or L-His)

The complex formation of [Ru(trpy)(bpy)H2O]2? with

ligands 50-GMP or L-His, symbolized by HL, was studied

Ru trpyð Þ bpyð ÞH2O½ �2þþ Ru trpyð Þ bpyð Þ OHð Þ½ �þ �

K

Ru2 trpyð Þ2 bpyð Þ2 OHð Þ
� �3þþ H2O

ð1; 0; 0Þ ð1;�1; 0Þ ð2;�1; 0Þ
ð4Þ
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Table 2 Stability constants of [Ru(trpy)(bpy)H2O]2?–HL complexes (HL = 50-GMP or L-His) formed in a 0.1 M NaClO4 ionic medium at

298 K

Complexes Log bp,q,r ± r

Potentiometric Spectrophotometric Potentiometric

OH- OH- 50-GMP L-His

[Ru(trpy)(bpy)(OH)]? -4.27(2) -4.19(6)

[Ru(trpy)(bpy)(O)]? -14.38(4) -14.29(6)

[Ru2(trpy)2(bpy)2(OH)]3? -0.82(6) –

[Ru(trpy)(bpy)(L)]? – – 8.69(9) 7.53(7)

[Ru(trpy)(bpy)(HL)]2? – – 15.62(6) 14.20(6)

[[Ru(trpy)(bpy)]2(HL)]4? – – – 18.69(13)

Statistics v2 = 13.32

s = 1.96

v2 = 10.32

s = 1.73

v2 = 13.06

s = 1.51

v2 = 12.79

s = 2.73

pH

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

220 320 420 520

/nm

620 720

A

1.15

1.44

2.97

3.63

4.86

6.10

6.89

7.70

10.64

11.53

Fig. 4 The UV–Vis spectra of

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2? at

different pH values
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[Ru(trpy)(bpy)(OH)]+

[Ru2(trpy)2(bpy)2(OH)]3+

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2+ [Ru(trpy)(bpy)(O)]+   
Fig. 3 Distribution diagram of

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2?

hydrolytic species in 0.1 M

NaClO4 ionic medium at 298 K
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by potentiometric titrations in aqueous 0.1 M NaClO4 at

298 K in concentration ratios of 1:1, 1:2, and 2:1 (metal:-

ligand). The composition of the species of the general

formula MpHqLr (where M = [Ru(trpy)(bpy)H2O]2?,

HL = 50-GMP or L-His) was calculated using the computer

program Hyperquad 2006 [50]. The formation constants

calculated for the selected systems are given in Table 2,

while the distributions are shown in Figs. 6 and 7 (Sup-

plementary Material, Figs. 3S and 4S).

It is well known that 50-GMP can coordinate to metal

ions via N1 and N7 positions, but binding through the N7

position in a neutral or weakly acidic medium has been

verified. Also, depending mainly on the type of metal ion

50-GMP has the possibility to coordinate via phosphate

oxygen. However, the product formed usually undergoes

isomerization to an N7 bounded form. L-His could be

coordinated to metal ions via amino, imidazole, and car-

boxylate groups. In biological systems, there are numerous

metalloproteins in which metal ions are bound to an

L-histidine through N1 or N3 atoms of imidazole. However,

this amino acid can coordinate some metal ions via car-

boxylate oxygen but the thermodynamically more stable

product is always N3 or N1 bounded.

Figure 6 shows that complex formation between

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2? and nucleotide 50-GMP starts

almost at the beginning of the potentiometric titration

giving [Ru(trpy)(bpy)(HL)]2? (HL = 50-GMP) complex

with the maximum in concentration at a pH of about 5. The

complex with deprotoneted nucleotide [Ru(trpy)(bpy)(L)]?

starts to form at pH 5, and its maximum in concentration is

reached at a pH of about 8.5. The pure hydrolytic com-

plexes of [Ru(terpy)(bipy)H2O]2? are present in solution in

considerable amounts (Supplementary Material, Fig. 3S).

The distribution diagram of the [Ru(trpy)(bpy)-

H2O]2? ? L-His system, shown in Fig. 7, indicates

that in highly acidic solution the complex [Ru(trpy)

0.0E +00

1.0E +05

2.0E +05

3.0E +05

4.0E +05

5.0E +05

6.0E +05

7.0E +05

8.0E +05

220 320 420 520 620 720 820 920 1020

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2+

[Ru(trpy)(bpy)(OH)]+

[Ru(trpy)(bpy)(O)]+

/ nm

Fig. 5 The calculated spectra

of [Ru(trpy)(bpy)H2O]2?

hydrolytic species
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[Ru(trpy)(bpy)(OH)2] 

Fig. 6 Distribution diagram of

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2?–HL

(where HL = 50-GMP) species

at a ligand-to-metal

concentration ratio = 1:2 and

total [Ru(trpy)(bpy)H2O]2?

concentration 1.0 mM
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(bpy)]2(HL)]4? (HL = L-His) is dominant. Formation of

the complex [Ru(trpy)(bpy)(HL)]2? starts at pH = 2 and

reaches its maximum concentration at pH & 6. The com-

plex [Ru(trpy)(bpy)(L)]? starts to form at pH = 5 and

reaches its maximum concentration at pH & 8. The pure

hydrolytic complexes [Ru(trpy)(bpy)OH]? and [Ru(tr-

py)(bpy)H2O]2? are also present in considerable amounts

at pH [ 9 (Supplementary Material, Fig. 4S).

Calculated stability constants for the species (Table 2)

show that complexes with 50-GMP are more stable than

complexes with L-His. Taking into account the volumi-

nosity of 50-GMP and L-His as well as the bulkiness of inert

ligands in the structure of [Ru(trpy)(bpy)H2O]2?, it can be

concluded that here intramolecular hydrogen bonds play a

significant role for the stability of products. In both systems

studied, mixtures of [Ru(trpy)(bpy)(HL)]2? and [Ru(tr-

py)(bpy)(L)]? complexes are present at physiological pH.

This observation could be very important for further

understanding of interactions between Ru(II) complexes

and bio-molecules structurally similar to those investigated

in this work.

Conclusions

We present results for the rate constants of the substitution

reactions between [Ru(trpy)(bpy)Cl]? with the nucleo-

philes 50-GMP, L-His, Tu, and DMSO obtained by

conventional spectrophotometry. The best nucleophile is

thiourea. The order of reactivity for selected ligands is:

Tu [ 50- GMP [ L-His [ DMSO. This is in a good

agreement with their electronic, structural, and chemical

characteristics. The associative mode of substitution is

confirmed for the substitution reaction with Tu. The mono-

functional complex [Ru(trpy)(bpy)Cl]? with 50-GMP and

L-His forms very stable products, especially with 50-GMP.

Finally, knowledge of the composition and stability of the

species in the studied systems, especially at physiological

pH, could contribute to a better understanding of some

interactions in biological systems.

Experimental

RuCl3�xH2O, a starting salt for other synthesis, was pur-

chased from Acros Organics. The ligands thiourea (Tu),

dimethylsulfoxide (DMSO), guanosine-50-monophosphate

sodium salt (50-GMP), 2,20-bipyridine (bpy) (Acros Organ-

ics), L-histidine (L-His) (Merck), and 2,20:60,200-terpyridine

(trpy) (Sigma Aldrich) were used without further purifica-

tion. All other chemicals were of the highest purity

commercially available.

The solutions of complex and ligands for kinetic mea-

surements were prepared in 0.1 M NaClO4. To prevent

hydrolysis of the Ru(II) complex 20 mM NaCl was added

to the solution. Ligand stock solutions were prepared

shortly before use by dissolving the chemicals in purified,

deionized water. The ionic strength of the solutions was

adjusted to 0.10 M using NaClO4 (Merck, p.a.). The pH of

the solutions was adjusted using HClO4 and NaOH. The

sodium hydroxide solution was prepared from concentrated

volumetric solution (Merck, p.a.) by diluting with freshly

boiled double-distilled water, cooled under constant flow of

purified nitrogen. The alkali concentration was checked by

titration against potassium hydrogenphthalate. For the

preparation of perchloric acid solution, HClO4 (Merck,

‘‘Suprapure’’, p.a.) was used. The concentration of the

resulting solution was determined by potentiometric

titration against tris(hydroxymethyl)aminomethane. The

concentration of HClO4 solution was 0.0923 M, and the

concentration of NaOH solution was 0.0982 M. Nitrogen

gas, used for the stirring of solutions and providing an inert
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Fig. 7 Distribution diagram of

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2?–HL

(where HL = L-His) species at a

ligand-to-metal concentration

ratio = 1:2 and total

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2?

concentration 1.0 Mm
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atmosphere during the titrations, was purified by passing it

through 10 % NaOH, then 10 % H2SO4, and finally dis-

tilled water. Ultrapure water was used for preparation of all

solutions.

Preparation of the complexes

The complex [Ru(trpy)(bpy)Cl]Cl was prepared according

to the published procedures [29, 30, 51]. Ruthenium salt

RuCl3�xH2O (assuming x = 3; 0.20 g, 0.89 mmol) was

dissolved with stirring and heating in 30 cm3 absolute

ethanol. After dissolution, 0.21 g ligand 2,20:60,200-terpyri-

dine (0.89 mmol) was added and the mixture refluxed

about 3 h. Then, an equimolar amount of 2,20-bipyridine

(0.14 g, 0.89 mmol) was injected into the flask. The system

was refluxed for 4 h with the addition of an excess of LiCl

(1.5 mmol) and triethylamine (0.4 mmol) as a reductant.

Under this procedure, the reduction of Ru(III) occurs, and

the final product is the Ru(II) complex. Finally, when the

mixture was cooled to room temperature, the red-orange

precipitate that formed was filtered, washed with ethanol

and ether, and air-dried. The chemical analysis, 1H NMR

and UV–Vis spectroscopic data were in good agreement

with previously published results.

The chlorido complex was converted into the aqua

analog [Ru(trpy)(bpy)H2O]2? by addition of two equiva-

lents of AgClO4, heating the mixture to 50–60 �C for 1 h

and removing the formed precipitate AgCl by filtration

through a 0.10-lm pore membrane filter. Great care was

taken to ensure that the resulting solution was free of Ag?

ions and that the chlorido complex had been converted

completely into the aqua species.

Kinetic measurements

UV–Vis kinetic measurements were carried out on a Per-

kin-Elmer Lamda 35 double-beam spectrophotometer

equipped with thermostated 1.00-cm quartz Suprasil cells.

The kinetics of the substitution reactions of [Ru(trpy)

(bpy)Cl]? with nucleophiles 50-GMP, L-His, Tu, and

DMSO were studied by following the changes in absor-

bance at a suitable wavelength as a function of time. The

working wavelength for each reaction system was deter-

mined by recording the spectra of the reaction mixture over

the wavelength range between 220 and 450 nm. These

values are presented in the Supplementary material

(Tables 1S–4S). The reactions were initiated by mixing

equal volumes of complex and nuclephile solutions

(1.5 cm3) in the quartz cuvette. The concentration of ligand

was always large enough (at least a tenfold excess) to

provide pseudo first-order conditions. The kinetic traces

gave an excellent fit to a single exponential (Supplemen-

tary Material Fig. 2S).

Potentiometric measurements

Potentiometric titrations were carried out in a double-

walled glass vessel, thermostatted at 298 ± 0.1 K. Mea-

surements were made by a Mettler Delta 350 digital pH

meter (precision ± 0.01 mV or ±0.002 pH units) equip-

ped with a combination glass electrode. This electrode

was calibrated using standard buffer solutions of pH

4 and 7, obtained from Sigma. The Metrohm Dosimat

model 665 automatic burette with an anti-diffusion tip

was used for delivery of the titrant. The ionic

strength of all test solutions was adjusted to 0.1 M with

NaClO4.

To reduce the concentration of the hydrogen ions, the

alkali was added stepwise from an autoburette in small ali-

quots (0.005–0.01 cm3). The potential was monitored after

each addition of titrant. The titration protocol was chosen in

such a way that the hydrolysis and complex formation

reactions would proceed in conditions as close as possible to

true equilibrium. The potential readings were taken every

2 min until steady values to ±0.1 mV min-1 were obtained.

The average equilibration time for each point was 5 min at

the beginning of the titration and 10 min when the com-

plexation occurred. Stability constants were determined by

titrating 1.0 and 2.0 mM solutions of complex with standard

NaOH solution. The formation constants of complexes

formed were determined by titrating the solution mixture of

Ru(II) complex (2 mM) and ligand (50-GMP or L-His) in

concentration ratios of 1:1 and 1:2 (complex:ligand). The

titration solution mixtures had a volume of 20.0 cm3. All

titrations were carried out in duplicate. The agreement

between duplicate titration was better than 1 %.

Spectrophotometric titrations

Spectral measurements were made on a model Lambda 35

double-beam UV–Vis spectrophotometer (Perkin-Elmer,

USA). Operational parameters were: scan speed: 2 nm/s;

slit width: 0.3 nm; photometric sensitivity: 0.2 abs. units.

Matching pairs of 1-cm quartz cuvettes were used for

measuring the spectra. Spectral measurements were made

on solutions in which the concentration of [Ru(trpy)

(bpy)H2O]2? complex was 0.02 mM while the pH was

varied between 1.15 and 11.53. The pH of the test solutions

was measured with a combined electrode, which was cal-

ibrated using standard buffer solutions of pH 4 and 7

obtained from Sigma. Spectra of the test solutions were

recorded in 220–1.020-nm wavelength intervals.
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Data treatment

The species formed in the studied systems were charac-

terized by the general equilibrium:

pM þ qH þ rL ¼ MpHqLr; bp;q;r

ðM ¼ Ru trpyð Þ bpyð ÞH2O½ �2þ; HL ¼ 50 � GMPH or L� HisHÞ
ð5Þ

and the corresponding constants are given by:

bp;q;r ¼
½MpHqLr�
½M]p½H]q½L]r ð6Þ

where L is the deprotonated molecule of the ligand.

In this study, the convention has been adopted whereby

a complex containing a metal ion, M, proton, H, and

ligand, L, takes the general formula MpHqLr, where p, q,

and r are the stoichiometric indices of the components in

the complex. A negative value for q refers to proton

removal or hydroxide ion addition during formation of the

complex. Thermodynamically, these two processes are

equivalent and cannot be distinguished by potentiometry.

The equilibrium constant for the formation of this complex

from its components is then designated by the symbol

bp,q,r. For simplicity, the charges of these species are

omitted.

Three kinds of equilibria should be considered in the

present study: (a) protonation of the ligand anion,

(b) hydrolysis of the [Ru(trpy)(bpy)H2O]2? ion, and

(c) general three-component equilibria, which include the

case q = 0, i.e., the formation of pure binary complexes of

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2?. The overall protonation constants

of 50-GMP and L-His anion were taken from the literature

[52]. The stability constants of hydrolytic complexes of

[Ru(trpy)(bpy)H2O]2? ion were determined in separate

experiments. Thus, in evaluation of three-component

equilibria (c), the binary models (a) and (b) were consid-

ered as known. The concentration stability constants of the

complexes, bp,q,r were calculated with the aid of the suite

of computer programs Hyperquad 2006 [50]. In Hyperquad

calculations, the identity and stability of complexes that

give the best fit to the experimental data were determined

by minimizing the objective function U, defined by:

U ¼ RiWi Eobs � Ecalcð Þ2 ð7Þ

where Eobs and Ecalc refer to the measured potential

calculated from Eq. 5. The weighting factor Wi is defined

as the reciprocal of the estimated variance of the

measurement.

Wi ¼ 1=r2 ¼ 1=½r2
E þ ðdE=dVÞ2r2

V � ð8Þ

where rE and rV are the estimated variances of the

potential and volume readings, respectively. The quality

of the fit was judged by the values of the sample standard

deviation S and the goodness of fit v2 (Pearson’s test). At

rE = 0.1 mV (0.001 pH error) and rV = 0.005 cm3, the

values of S in different sets of titrations were between 1.0

and 1.8, and v2 was between 11.0 and 13.0. The scatter of

residuals (Eobs - Ecalc) versus pH was reasonably ran-

dom, without any significant systematic trends, indicating

a good fit of the experimental data. The finally accepted

sets of complexes are given in Table 2. Statistical

parameters, which determine the quality of the fit, are also

given.

The spectrophotometric data were evaluated with the aid

of the program pHAb 2006 [49] (which also belongs to the

Hyperquad family but possesses some additional and

improved features) and the program Hyperquad 2006,

which can treat spectral data. Potentiometric and spectro-

metric data were made consistent by concomitantly

evaluating both kinds of data with the aid of the Hyperquad

2006 suite of programs using the best model obtained in

separate treatments. Distribution of species in solution was

calculated by the program Hyss 2006 [53].
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