УНИВЕРЗИТЕТ У БЕОГРАДУ

Технолошко-металуршки факултет
НАСТАВНО-НАУЧНОМ ВЕЋУ

Предмет: Реферат о урађеној докторској дисертацији кандидата Милене (Драгослав) Милошевић, дипломираног инжењера технологије
Одлуком Наставно-научног већа Технолошко-металуршког факултета бр. 35/125 од 13.05.2021. године, именовани смо за чланове Комисије за преглед, оцену и одбрану докторске дисертације кандидата Милене (Драгослав) Милошевић, дипломираног инжењера технологије под насловом

„ВИНИЛ И ИМИНО ДЕРИВАТИ ПИРИДИНА: СИНТЕЗА, ФИЗИЧКО-ХЕМИЈСКА КАРАКТЕРИЗАЦИЈА, БИОЛОШКА АКТИВНОСТ И ТЕОРИЈСКЕ СТУДИЈЕ ЕЛЕКТРОНСКЕ СТРУКТУРЕ “
После прегледа достављене Дисертације и других пратећих материјала и разговора са Кандидатом, Комисија је сачинила следећи 
Р Е Ф Е Р А Т
1. УВОД
1.1. Хронологија одобравања и израде дисертације
2014/2015. године кандитат Милена Милошевић, дипломирани инжењер технологије, уписала је докторске студије на Технолошко-металуршком факултету, Универзитета у Београду, студијски програм Хемија.

01.11.2018. – На седници Наставно-научног већа Технолошко-металуршког факултета донета је одлука (бр. 35/395) о именовању чланова комисије за оцену подобности теме и кандидата Милене Милошевић, дипл. инж. технологије за израду докторске дисертације и научне заснованости теме под називом „Имино деривати пиридина и дихидразида тиоугљене киселине:квантно-механичка студија и биолошка активност“.
31.01.2019. – Наставно-научно веће Технолошко-металуршког факултета донело је одлуку (бр. 35/29) о прихватању Реферата за оцену подобности теме и кандидата за израду докторске дисертације Милене Милошевић под називом „Винил и имино деривати пиридина: синтеза, физичко-хемијска карактеризација, биолошка активност и теоријске студије електронске структуре“. За менторе именовани су др Невена Прлаиновић, доцент Универзитета у Београду, Технолошко-металуршки факултет и др Илија Цвијетић, научни сарадник Иновационог центра Хемијског факултета у Београду.
25.04.2019. – На седници Већа научних области природних наука Универзитета у Београду дата је сагласност (Број: 61206-777/4-19) на предлог теме докторске дисертације
Милене Милошевић, под називом: „Винил и имино деривати
пиридина: синтеза, физичко-хемијска карактеризација, биолошка
активност и теоријске студије електронске структуре“.
13.05.2021. – На седници Наставно-научног већа Технолошко-металуршког факултета донета је одлука (бр. 35/125) о именовању чланова Комисије за оцену и одбрану докторске дисертације Милене Милошевић, дипломираног инжењера технологије, под називом: „Винил и имино деривати пиридина: синтеза, физичко-хемијска карактеризација, биолошка активност и теоријске студије електронске структуре“.
1.2. Научна област дисертације 

Истраживања у оквиру ове докторске дисертације припадају научној области Хемијске науке и ужој научној области органска хемија, за коју је матичан Технолошко-металуршки факултет Универзитета у Београду. Ментори су др Невена Прлаиновић, доцент Технолошко-металуршког факултета Универзитета у Београду и др Илија Цвијетић, научни сарадник Хемијског факултета Универзитета у Београду који су на основу досадашњих објављених публикација и искуства компетентни да руководе израдом ове докторске дисертације.
1.3. Биографски подаци о кандидату 
Милена (Драгослав) Милошевић дипломирани инжењер технологије, рођена је 29.06.1984. године у Крушевцу. Основну школу завршила је у Горњем Степошу, а средњу Хемијско-технолошку школу у Крушевцу. Године 2003. уписала је студије на Технолошко-металуршком факултету Универзитета у Београду, студијски програм Органска хемијска технологија и полимерно инжењерство и дипломирала је 2012. године, са темом „Проучавање солватохромизма, ацидохромизма и халохромизма 2,6-bis[(Е)-2-(3-етокси-4-хидроксифенил)етенил]пиридина“. Докторске студије уписала је школске 2014/2015. године на Технолошко-металуршком факултету Универзитета у Београду, студијски програм Хемија, на Катедри за органску хемију.
Милена Милошевић је од марта 2014. до јануара 2018. године била запослена у Interhem Company d.о.о. Београд. На Институту за хемију, технологију и металургију, Институт од националног значаја за Републику Србију, Универзитета у Београду запослена је од јануара 2018. године као истраживач приправник у оквиру пројекта Министарства просвете, науке и технолошког развоја Републике Србије: ОИ 176018 „Геолошка и екотоксиколошка истраживања у индентификацији геопатогених зона токсичних елемената у акумулацијама воде за пиће - истраживање метода и поступака смањивања утицаја биогеохемијских аномалија“. Од маја 2019. године стиче звање истраживач сарадник. Такође је учествовала у реализацији два иновациона пројекта: „Технологије производње композитних материјала базираних на незасићеним полиестарским смолама/еластомерима и неметалној фракцији отпадних штампаних плоча са додатком адитива за отпорност према горењуˮ под евиденционим бројем 391-00-16/2017-16/11 (2017.-2018.) и „Производња еколошки прихватљивих антикорозивних и других помоћних средстава за производњу индустријских премазаˮ, под евиденционим бројем  391-00-16/2016-16/18 (2016.-2017.). У периоду од 2017. до 2019. године, у оквиру истраживачке групе, била је ангажована на међународном пројекту у оквиру Kост акције (CMST CM1407): „Challenging organic synthesis inspired by nature: from natural product chemistry to drug discovery“. У периоду 2018-2019. године била је агажована као сарадник на два иновациона ваучера „Производња еколошких компонената премазних средстава за заштиту од корозијеˮ, ID пројекта 295 и „Производња паметних система пешачких прелаза са побољшаним физичким и механичким својствимаˮ, ID пројекта 284.  Такође, од 2019. па до данас ангажована је на билатералном пројекту: „Синтеза Шифових база и испитивање њихових антимикробних и антиоксидативних активностиˮ, реализован сарадњом између Републике Србије и Црне горе под евиденционим бројем 451-03-02263/2018-09/16. 
Поред наведеног Милена Милошевић је добитник: 1) три (3) златне медаље са ликом Николе Тесле на Међународној изложби проналазака, нових технологија и индустријског дизајна у 2018. и 2020. години, Београд, Република Србија, 2) једне (1) златне медаље на Међународној изложби проналазака и нових технологија одржаној 2020. године у Севастопољу, Руска Федерација, 3) једне (1) златне медаље на међународној изложби иновација у 2020. години у Загребу, Хрватска, 4) једне (1) златне медаље на Међународном сајму патената, изума, иновација и нових технологија, у 2020 години, одржаној у Скопљу, Република Северна Македонија и 5) једне (1) бронзане медаље на Међународном сајму иновација и предузетништва у 2020. години, одржаној у Сарајеву, Босна и Херцеговина. Била је учесник такмичења за најбољу технолошку иновацију за студенте 2019. и 2020. године где је као члан тима освојила једну сребрну и једну златну медаљу.
Област интересовања Милене Д. Милошевић је синтеза, физичко-хемијска карактеризација и теоријска проучавања својстава и структуре потенцијално биолошки активних органских једињења примењивих у медицинској хемији. Такође, један део интересовања је везан за област хемијске технологије и представља развој нових метода за синтезу биоразградивих једињења, као и њихову карактеризацију и испитивање као органских корозивних агенаса. 

Mилена Д. Милошевић је као коаутор и аутор до сада учествовала у изради и публикацији укупно тридесет седам радова у категоријама: шест радова категорије М21, један рад категорије М22, два рада категорије М23, десет радова категорије М33, осам радова категорије М34 и по четири рада из категорија М63 и М64, као и једно техничко решење категорије М82 и има пријављене две патентне пријаве категорије М87.
Из области истраживања којој припада тема докторске дисертације, кандидат је аутор два научна рада публикована у међународним часописима (категорије: М21 и М23) и четири саопштења (категорије: М34 и М64).
2. ОПИС ДИСЕРТАЦИЈЕ

2.1. Садржај дисертације
Докторска дисертација кандидата Милене Милошевић, дипломираног инжењера технологије написана је на 223 страна (А4 формата, фонт 12, проред 1,0) и садржи 105 слика (47 у прилогу), 49 табела (16 у прилогу) и 219 литературних навода. Докторска дисертација је подељена на следећа поглавља: Увод, Теоријски део, Експериментални део, Резултати и дискусија, Закључак, Литература и Прилог. Поред наведеног дисертација садржи Извод на српском и енглеском језику, Листу скраћеница и симбола, Листу слика, Листу табела и Садржај. На крају дисертације дата је биографија кандидата и три потписане изјаве: Изјава о ауторству, Изјава о истоветности штампане и електронске верзије докторског рада и Изјава о коришћењу. По форми и садржају поднети рад задовољава све стандарде Универзитета у Београду за докторску дисертацију.
2.2. Кратак приказ појединачних поглавља
Увод садржи област истраживања и циљеве ове докторске дисертације уз осврт на значај синтезе деривата пиридина (винил и имино) као потенцијално биолошки активних молекула. Дат је кратак осврт на стуктутну карактеризацију синетисаних деривата, као и  солватохромну карактеризацију комбинацијом експерименталних и квантно-хемијских прорачуна. Прегледно су приказана биолошка испитивања уз разматрање односа њихове структуре и биолошке активности применом QSAR (енгл. Quantitative Structure Activity Relationship) методе. Такође дат је кратак преглед истраживања која се односе на потенцијалну инхибиторну активност ових деривата према корозији, као и проучавања механизма инхибиције корозије у односу на структуру испитиваних једињења применом молекулског моделовања.
Теоријски део садржи седам тематских целина: 1) Пиридин и његови деривати: синтeза, структура и клaсификација, 2) Хидразин и деривати хидразина, 3) Утицај растварача и корелациона анализа у UV-vis спектроскопији, 4) Теорија функционала густине - DFT 5) Биолошка активност, 6) Корозија метала и 7) Екотоксиколошка процена утицаја једињења на животну средину. У првој целини дат је опис основних својства пиридина и истакнут његов значај у развоју и синтези молекула са разноврсним биолошким активностима. Такође, истакнута је и његова значајна улога у органској хемији и хемијској технологији. С тим у вези у овој целини дата је класификација његових деривата винил и имино типа, дат литературни преглед синтезе и разноврсне примене ових врста једињења, као и физичка и хемијска својства. У другој целини приказан је хидразин и његови деривати (тиокарбохидразиди и дитиокарбохидразиди), уз осврт на синтезу, својства и примену. У оквиру ове целине дати су литературни прегледи до сада урађених синтеза дихидразона дитиокарбохидразида добијених кондензацијом тиокарбохидразида и различитих алдехида/кетона пиридина, као и њихова биолошка и фармаколошка активност. Истакнута је њихова примена као групе једињења која припада имино дериватима пиридина. Трећа тематска целина приказује солватохромна својства винил и имино деривата пиридина са освртом на корелациону анализу применом линеарних корелација солватационих енергија (LSER, енгл. Linear Solvation Energy Relatioships) применом Камлет-Тафтове (енгл. Kamlet-Taft) и Каталанове (енгл. Catalán) једначине. У оквиру ове целине описане су корелације слободних енергија (LFER, енгл. Linear Free Energy Relationships) које се односе на проучавања  структуре и преноса електронских ефеката супституената применом Хаметове (енгл. Hammett) једначине. У четвртој тематској целини приказан je литературни преглед методе теорије функционала густине (DFT, енгл. Density Functional Theory), за квантно-хемијско предвиђање електронске структуре молекула, као и за анализу односа стуктуре и активности једињења (QSAR). Пета тематска целина садржи преглед релевантне литературе која се односи на биолошка испитивања. Такође, дат је детаљан преглед литературе која се односи на истраживања деривата пиридина везаних за биолошку активност. У шестој тематској целини описана је корозија метала као и значај инхибитора корозије уз литературни преглед антикорозивног потенцијала до сада познатих деривата пиридина. У последњој целини дата је дефиниција екотоксичности супстанци и њихова класификација у складу са критеријумима и дефинисаним прописима Републике Србије усклађеним са глобалним системом класификације, паковања и обележавања хемикалија (GHS, енгл. Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals), уз осврт на анализу процене екотоксиколошких својстава коришћењем одговарајућих QSAR моделима.
Експериментални део обухвата детаљан опис свих поступака синтезе три серије једињења винил и имино деривата пиридина: bis(винил)пиридинијум-јодиди – БВПЈ, bis(имино)пиридини – БИП и асиметричних дихидразона тиокарбохидразида (дТКХ). Серија дТКХ чине три групе једињења: дТКХ2фп, дТКХ2ап и дТКХ2сал које садрже (2-пиридил)метилен, (2-пиридил)етилиден и (2-хидрокифенил)метилен структурне елементе, редом, са једне стране и деривате хинолина са друге стране везане помоћу имино веза са тиокарбохидразидном структуром.
Приказана је њихова потпуна карактеризација одређивањем температуре топљења, применом елементалне анализе, инфрацрвене спектроскопије са Фуријеовом трансформацијом (FT-IR, енгл. Fourier Transform Infrared Spectroscopy), нуклеарне магнетне резонанционе спектросопије (1H NMR и 13C NMR, 2D технике, енгл. Nuclear Magnetic Resonance), електрон спин резонантне спектроскопије (ESR, енгл. Electron Spin Resonance Spectroscopy), масене спектроскопије високе резолуције (HRMS, енгл. High Resolution Mass Spectrometry) и ултраљубичасто-видљиве спектроскопије (UV-Vis, енгл. Ultraviolet–Visible Spectroscopy). У овом поглављу наведен је кратак опис примене корелационе анализе на UV-Vis спектралне податке и 13C NMR вредности применом LFER и LSER модела. Дати су механизми антиоксидативне активности деривата bis(имино)пиридина. Наведена је и теоријска предикција pKa вредности применом Protonation plugin-а у оквиру програма MarvinSketch 21.4. У оквиру овог поглавља приказан је и детаљан опис примењених квантно-хемијских прорачуна применом теорије функционала густине (DFT, енгл. Density Functional Theory) који обухватају потпуну оптимизацију геометрије молекула у гасној фази коришћењем B3LYP функционала и Def2SVP основног сета за винил деривате и комбинацију ωB97XD/6-311++g(d,p) модела за деривате bis(имино)пиридина. Теоријски апсорпциони спектри, симулација растварача изведена стандардним моделом поларизованог континума (PCM, енгл. Polarizable Continuum Model), молекулске орбитале, Фукуијеве функције (енгл. Fukui functions), Хиршфилдова наелектрисања атома (енгл. Hirschfield atomic charges), урађене докинг студије у односу на активно место ацетилхолинестеразе (AChE), и одређивање потенцијалне антимикробне молекулске мете су израчунате такође квантно хемијским прорачунима и применом других математичких модела и описане су у овом делу дисертације. Детаљно је описано QSAR моделовање примењено на антиоксидативну и антимикробну активност, као и на физичко-хемијска и екотоксиколошка својства испитиваних деривата пиридина. У оквиру овог дела приказан је детаљан опис одређивања биолошке активности свих синтетисаних једињења и дат је детаљан опис коришћених метода за одређивање потенцијалне антиоксидативне, антимикробне, антиканцер активности и инхибиторне активности ензима ацетилхолинестеразе. Затим је описано одређивање антикорозивног потенцијала деривата као потенцијалних инхибитора корозије применом електрохемијске импедансне спектроскопије (EIS, енгл. Electrochemical Impedance Spectroscopy) и методе линеарне поларизационе отпорности (LPR, енгл. Linear Polarization Resistance).
Резултати и дискусија садрже приказ и анализу добијених резултата, и критичко поређење са релевантним подацима из литературе. У складу са истраживањима која су вршена током израде ове докторске дисертације резултати и дискусија су подељени у четири тематска поглавља од којих је свако од њих подељено у неколико тематских целина. 
ПОГЛАВЉЕ 1: Вis(винил)пиридинијум-јодиди – БВПЈ 

Ово поглавље је подељено у шест тематских целина. У оквиру прве целине, Структурна и спектрална анализа БВПЈ једињења, приказани су и анализирани резултати карактеризације структуре синтетисаних деривата применом експерименталних техника FT-IR,1H NMR, 13C NMR и UV-Vis спектроскопије. У оквиру друге целине, Оптимизација геометрије и TD-DFT прорачуни БВПЈ једињења, приказани су резултати оптимизације геометрије ове серије једињења добијени применом DFT методе, чиме је потврђено да је најстабилнија стуктура једињења s-trans/s-trans облик. Такође, детаљно су анализиране и приказане, дужине веза, углови између веза као и торзиони углови. У трећој тематској целини, UV-Vis спектрална анализа, приказани су резултати испитивања солватохромних својства ових деривата у изабраном сету растварача. Анализиран је утицај растварача, као и утицај природе и положаја супституената на арилном прстену на положај апсорпционих максимума. Утицај специфичних и неспецифичних интеракција на апсорционе максимуме анализиран је применом Камлет-Тафтове и Каталанове једначине. Осим тога урађена је и теоријска анализа природе молекулских орбитала и UV-Vis апсорпционих максимума у диметил-сулфоксиду применом TD-DFT методе. У четвртој целини, Дужина везе и коефицијент попуњености орбитала за квантификацију „push-pullˮ ефекта у испитиваним једињењима, дата је анализа дужине веза, степена попуњености орбитала - (*/( (однос антивезујућих (* и везујућих ( орбитала), двоструке везе у донор-акцепторском систему и диполног момента (() као параметара „push-pullˮ ефекта у испитиваним једињењима. У оквиру ове целине, приказани су и резултати 13C NMR хемијских померања (Δδ) као мера „push-pullˮ ефекта у испитиваним једињењима. У петој тематској целини, Анализа линеарних односа слободне енергије (LFER) примењена на вредности NMR хемијских померања БВПЈ, приказани су резултати корелационе анализе 13C NMR података и одговарајућих параметара супституената у једнопараметарској Хаметовој једначини. Овом анализом je одређен квантитативни однос утицаја структуре и својстава супституената на 13C NMR померања атома угљеника. У шестој целини, Антиоксидативна активност БВПЈ једињења, приказани су резултати, по први пут урађених експерименталних анализа, антиоксидативне активности ове серије једињења применом DPPH• (енгл. 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical) и ABTS•+ (енгл. 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) слободнорадикалских метода. 
ПОГЛАВЉЕ 2: Bis(имино)пиридини – БИП
Ово поглавље се састоји од осам тематских целина. Прва тематска целина Спектрална и структурна карактеризација БИП једињења приказује потпуну структурну и спектралну анализу ове серије једињења коришћењем елементалне анализе, температуре топљења, као и FT-IR, HRMS, ESR и UV-Vis спектроскопије. У другој тематској целини под насловом Оптимизација геометрије БИП једињења, приказана је оптимизација геометрије ове серије једињења. На основу резултата оптимизације и података о геометрији (дужине везе, углови између веза и торзиони углови) добијени DFT прорачунима као и на основу симетрије молекула потврђена је планарна структура ових једињења. У оквиру треће тематске целине, Солватохромна својства bis(имино)пиридина, проучаван је утицај својстава растварача на померање максимума апсорпције у UV-Vis спектрима испитиваних bis(имино)пиридина. Утицај специфичних и неспецифичних интеракција је анализиран применом LSER модела тј. Камлет-Тафтове солватохромне једначине. Такође у овом делу је приказана анализа резултата добијених TD-DFT прорачунима, која подразумева теоријско израчунавање апсорпционих спектара и енергије HOMO и LUMO орбитала и Egap као дескриптора интрамолекулског трансфера налектрисања из основног у побуђено стање. У четвртој целини, Антиоксидативни капацитет БИП једињења, по први пут је дата детаљна анализа резултата добијених експерименталним одређивањем антиоксидативне активности ове врсте једињења, применом четири in vitro методе: DPPH•, ABTS•+, CUPRAC (енгл. Cupric Reducing Antioxidant Capacity) и TAC (енгл. Total Antioxidant Capacity). У петој целини, DFT студије проучавања односа структуре и антиоксидативног капацитета, анализиран је механизам по коме ова једињења показују антиоксидативно дејство коришћењем DFT методе. Антиоксидативни механизам ове врсте једињења такође је анализиран коришћењем линеарне регресије, тј. применом једнопараметарске и двопараметарске Хаметове једначине, тј. LFER анализе. Резултати ове анализе су приказани у шестој целини под насловом, Однос структуре и антиоксидативног капацитета - Тумачење механизма корелационим методама и потврдили су претходно добијене резултате анализе механизама датих у петој целини. У оквиру седме целине, Инхибиторна активност БИП јеидињења према ацетилхолинестерази (AChE), приказана је анализа испитивања инхибиторне активности једињења према ензиму AchE. У овој целини приказан је молекулски докинг који се односи на начин везивања најактивнијег једињења у активно место AchE. У осмој целини овог поглавља, Антимикробна активност БИП једињења, анализирани су експериментално добијени подаци одређивања антимикробне активности једињења према патогеним микроорганизмима (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus MRSA и Candida albicans). Такође, сам крај ове целине посвећен је молекулском докингу у циљу рационализације предвиђања могућих мета које интерагују са овим једињењима. Такође, приказан је и молекулски докинг за предвиђене мете које су релевантне за антимикробну активност једињења по коме је бактеријска леуцил аминопептидаза препозната као најбоље рангирана мета за испитивана једињења.
ПОГЛАВЉЕ 3: Испитивање винил (БВПЈ) и имино (БИП) деривата пиридина као потенцијалних инхибитора корозије
У овом поглављу приказан је наставак истраживања докторске дисертације испитивања прве и друге серије једињења (БВПЈ и БИП) на металним подлогама (цинк и гвожђе) у циљу проучавања њиховог могућeг дејства као инхибитора корозије. Поглавље садржи шест тематских целина. Анализа резултата показала је боље резултате инхибиције корозије БИП у поређењу са БВПЈ. У првој тематској целини, Испитивање ефкасности инхибиције БИП једињеа, приказани су резултати инхибиције корозије добијени електрохемијским методама. У другој тематској целини, Временска зависност, анализирана је промена инхибиторне ефикасности са временом у 0,5М раствору NaCl и 1M раствору HCl. Резултати анализе у трећој тематској целини, Температурна зависност и термодинамика приказују промену инхибиторне ефикасности једињења са променом температуре у одређеном временском интервалу. У четвртој тематској целини Адсорпциона изотерма, одређивањем термодинамичких параметара анализиран је антикорозивни механизам. У петој тематској целини, DFT студије проучавања инхибиторске активности, експериментално добијени резултати инхибиције корозије метала су рационализовани применом дескриптора електронске структуре израчунатих DFT методом у циљу проучавања механизма инхибиције и развоја активнијих једињења. Шеста тематска целина, Екотоксиколошка процена ризика БИП једињења коришћењем QSAR модела за предвиђање њихових физичко-хемијских и екотоксиколошких својстава, односи се на екотоксиколошку процену утицаја једињења као корозивних инхибитора на животну средину анализом процене екотоксиколошких својстава одговарајућим QSAR моделима.
ПОГЛАВЉЕ 4: Асиметрични дихидразони тиокарбохидразида – дТКХ
Поглавље четири чини пет тематских целина. Прва тематска целина, Структурна и спектрална карактеризација, приказује резултате анализе одређивања структуре, састава и чистоће једињења применом елементалне анализе, одређивањем тачке топљења, FT-IR и NMR (1H, 13C, и 2D NMR технике) спектроскопије. У другој тематској целини, Одређивање константи киселости, приказана је предиктивна анализа одређивања константи киселости која је показала блискост pKa вредности тиокарбохидразинских NH атома, као и пиридинских азота оба прстена. У трећој целини Одређивање антиоксидативне активности, приказана је детаљна анализа експериментално добијених резултата активности ове врсте једињења, применом четири in vitro методе (DPPH•, ABTS•+, CUPRAC и TAC). Четврта тематска целина, Антибактеријска и антифугална активност дТКХ2фп и дТКХ2ап једињења (дихидразони тиокарбохидразида са пиридин-2-карбалдехидном (дТКХ2ф) и 1-(пиридин-2-ил)етанон (дТКХ2ап) јединицама) посвећена је анализи експериментално добијених резултата одређивања антимикробне активности једињења према патогеним микроорганизмима (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus MRSA и Candida albicans). У оквиру ове целине сва испитивања антимикробне активности су рађена по први пут за шест асиметричних једињења дихидразона тиокарбохидразида на бази пиридин-2-карбалдехида и 1-(пиридин-2-ил)етанона и хинолина. Резултати анализе антиканцер активности по први пут урађене за шест једињења дТКХ2фп и дТКХ2ап приказани су у петој тематској целини, Антиканцер активост дТКХ2фп и дТКХ2ап. У оквиру ове целине дата је детаљна анлиза испитивања активности једињења на ћелијским културама хуманих малигних ткива: аденокарцином дебелог црева (LoVо), аденокарцином плућа (А549), аденокарцином јајника (SkОV-3), аденокарцином дојке (МCF-7), аденокарцином јетре (HеpG-2), аденокарцином панкреаса (АsPC-1), као и на и хуманој линији кератиноцита коже (HaCaT).
Закључак садржи сумиране резултате добијене током истраживања у овој докторској дисертацији уз осврт на постигнут научни допринос.
Литература обухвата радове из области истраживања цитиране у дисертацији и покрива све њене делове.
Прилог садржи додатне експерименталне податке у виду табела и слика добијених у оквиру проучавања описаних у делу Резултати и дискусија, као и слика NMR, ESR и HRMS спектра одабраних једињеа. Такође у овом делу дате су слике на којима је приказана нумерација атома за поједина једињења описана у експерименталном делу.
3. ОЦЕНА ДИСЕРТАЦИЈЕ

3.1. Савременост и оригиналност
Познавање физичко-хемијских параметара који одређују биолошку активност једињења и њихово повезивање са експериментално одређеном активношћу, важно је за дизајн нових лекова и утврђивање механизма њиховог деловања. Испитивање физичко-хемијских и биолошких својстава и одређивање физиолошких активности једињења базираних на хетероцикличним структурама је битно како са становишта фундаменталне науке, тако и са становишта њихове евентуалне примене као биолошки активних једињења. Велики број биохемијски важних супстанци и лекова у својој структури садржи хетероциклични прстен, стога је проучавање структуре и својстава оваквих једињења постало незаменљиво у научним и технолошким истраживањимa. Велику предност употребе пиридина представља лакоћа његове функционализације различитим фармакофорним групама и добијање разноврсних молекула са широким спектром биолошке активности. Један од предмета истраживања ове докторске дисертације односи се на синтезу, проучавање електронске структуре, солватохромизма и својстава винил и имино деривата пиридина, потенцијално биолошки активних молекула применљивих као активне компоненте у медицинској хемији.
Стога су, у оквиру ове докторске дисертације, синтетисане три серије једињења које садрже структуру пиридина повезану или преко преко винил и имино групе или тиокарбохидразидне структуре са арил супституентима. За велики број синтетисаних деривата по први пут су у овој дисертацији проучавана солватохромна својства одређивањем UV-Vis апсорпционих максимума у изабраном сету растварача. Испитивањем утицаја различитих растварача дошло се до сазнања о односу електронске структуре и својстава испитиваних једињења. Такође, квантно-хемијске методе у овој дисертацији су значајано помогле при анализи и разумевању структуре и механизама, као и проучавању електронских ефеката свих новосинтетисаних једињења. 
Како је активност различитих металоензима неопходна за функционисање ћелија рака, додатак два атома азота као резултат модификације винилних у имино деривате пиридина значајно побољшава координациону способност једињења према металним кофакторима. У складу са овим, имино деривати испољили побољшану биолошку активност у поређењу са винил дериватима пиридина. Такође, за очекивити је да ће имино деривати показати бољу антиоксидативну активност у односу на винил деривате услед додатне стабилизације слободних радикала насталих из полазних једињења одузимањем једног атома водоника. С друге стране постојање тион групе у молекулу дихидразона тиокарбохидразида доводи до боље антиоксидативне активности ових једињења која, очекивано, показују и значајну антиканцер активност. До сада објављени радови о једињењима из ове групе нису детаљно описивали биолошку активност и одговарајуће механизме дејства, тако да резултати ове дисертације дају значајан допринос развоју винил и имино деривата пиридина као потенцијалних лекова. По први пут је одређивана антиоксидативна активност винил деривата пиридина. Такође, извршено је систематско одређивање биолошке и антиоксидативне активности свих имино деривата пиридина. Тестирањем на сојевима патогених микроорганизама извршена је анализа утицаја типа и положаја супституције на хетероароматичним и арилним прстеновима на биолошку активност. Урађена су први пут истраживања синтетисаних асимтеричних дихидразона тиокарбохидразида на ћелијским културама малигних ткива: аденокарцином дебелог црева (LoVо), аденокарцином плућа (А549), аденокарцином јајника (SkОV-3), аденокарцином дојке (МCF-7), аденокарцином јетре (HеpG-2), аденокарцином панкреаса (АsPC-1). Осим наведеног, на моделу здравог ткива (хумана линија кератиноцита коже, HaCaT) утврђена је и нежељена (токсична) активност која је веома чест нежељени ефекат терапија малигних болести. Испитивањем повезаности антиоксидативне и антимикробне активности са структуром синетисаних једињења дошло се до значајних сазнања о деловима молекула који су одговорни за активност синтетисаних једињења.
Технике молекуског моделовања су врло корисне за рационализацију и предвиђање физичко-хемијских својстава и биолошке активности чиме се олакшава процес открића, дизајна и развоја нових лекова. 
Такође, у наставку истраживања је по први пут, спроведено испитивање инхибиције корозије већине једињења на различитим материјалима и при различитим pH вредностима концентрацијама и времену третмана. 

На основу приказаних метода и резултата у овој докторској дисертацији, као и на основу детаљно прегледане литературе може се закључити да се истраживања у оквиру ове докторске дисертације уклапају у научне трендове и указују на значај и актуелност проучаване проблематике.
3.2. Осврт на референтну и коришћену литературу
У оквиру докторске дисертације цитирана су укупно 219 литературна навода, која указују на актуелност истраживања у испитиваној области. Већина цитираних радова је публикована у последње две деценије и представљају научне радове објављене у врхунским међународним часописима са тематиком значајном за израду ове докторске дисертације. Истраживања приказана у наведеним референцама су коришћена за планирање експерименталног рада, анализу и тумачење резултата добијених током израде докторске дисертације као и извођење закључака. Прегледана обимна литература и приложени објављени радови указују на адекватно познавање предметне области истраживања од стране кандидата.

3.3. Опис и адекватност примењених научних метода
Састав свих новосинтетисаних једињења је одређен елементалном анализом, и температуром топљења. Карактеризација је урађена применом спектроскопских метода FT-IR, UV-Vis, NMR (1H, 13C, и 2D NMR технике), HRMS и ESR спектроскопије.
Квантно-механичка оптимизација геометрије испитиваних једињења извршена је DFT методом, користећи B3LYP фукнционал и Def2TZVP основни сет, као и комбинацију WB97XD функционала и 6-311G (d,p) основног сета.Теоријски UV-Vis спектри испитиваних једињења израчунати су применом методе теорије функционала густине у зависности од времена (TD-DFT, енгл. Time Dependent Density Functional Theory). Такође, применом ове методе израчунате су UV-Vis апсорционе енергије једињења и карактеристике основног и побуђеног стања винил деривата и bis(имино) деривата пиридина. Симулација апсорпционих спектара помоћу ТD-DFT метода је изведена користећи РСМ модел растварача. Фукуијеве функције, кондензовани Фукуијев дуални дескриптор (∆f) и Хиршфилдова наелектрисања атома су такође израчунате квантно-хемијским прорачунима. Сви квантно-хемијски прорачуни су изведени у Gaussian09 програму.
Тродимензионалне структуре bis(имино) деривата пиридина одређене су коришћењем MMFF94 поља сила. Почетне конформације су генерисане користећи AMMP програм, а за визуализацију је коришћен програм Vega ZZ 3.1.0. Сваки конформер са најнижом енергијом је додатно оптимизован на нивоу модела ωB97XD/6-311++g(d,p) у гасној фази. Утицај растварача (вода, метанол и бензен) израчунат је помоћу SMD (енгл. Solvation Model based on Density) модела. Енталпије једињења у раствору добијене су додавањем термичке корекцијe за енталпију гасне фазе (TCE, енгл. Тhermal Corrections of Enthalpy) енергији израчунатој помоћу SMD модела. Критичне тачке веза (BCPs, енгл. Bond Critical Points) су израчунате у програму Multiwfn 3.7, полазећи од геометрије оптимизоване на ωB97XD/6-311++g(d,p) нивоу теорије. Нековалентне интеракције (NCI, енгл. Noncovalent Interaction) су визуелизоване у програму Multiwfn 3.7, а слике су приказане у програму VMD (енгл. Visual Molecular Dynamics).
Везивање структуре једињења у активно место ацетилхолинестеразе (AChE) је извршено користећи AutoDock Vina програм. Потенцијалне антимикробне молекулске мете су идентификоване уносећи SMILES (енгл. Simplified Molecular-Input Line System) ознаке свих једињења у SEA (енгл. Similarity Еnsemble Аpproach) web сервер. Структурe идентификованих протеина су енергетски минимизоване коришћењем методе коњугованих градијената у програму NAMD 2.12, користећи CHARMM (енгл. Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics) поље сила. За припрему улазних фајлова коришћени су параметри AutoDock4Zn, у AutoDock 4.2, VegaZZ 3.1.0 и AutoDockTools. Један псеудо атом постављен је у тетраедарску оријентацију на јон Zn2+, где треба координирати инхибитор. Прорачун енталпије везивања помоћу MMFF94 и визуализација начина везивања урађени су у програму LigandScout 4.2.6.
У сврху испитивања утицаја растварача на синтетисане молекуле, односно њихових солватохромних својстава, одређени су UV апсорпциони максимуми за једињења у изабраном сету растварача различите поларности. Ефекат растварача, као и утицај супституената на солватохромне карактеристике проучаван је Камлет-Тафтовом  солватохромном једначином и моделом који је предложио Каталан. Корелацијом апсорпционих фреквенци извршена је квантитативна процена диполарности, поларизабилности, протон-донорских и протон-акцепторских карактеристика проучаваних деривата, која су од великог значаја за њихову фармаколошку активност. Испитан је интрамолекулски пренос наелектрисања (ICT, енгл. Intramolecular Charge Transfer) применом LSER методе и кватно-хемијским израчунавањем енергија прелаза и енергијама HOMO/LUMO орбитала.
Електронска структура испитиваних винил деривата пиридина је проучавна применом принципа корелације слободних енергија (LFERs) на 13C NMR и 1H NMR вредности хемијских померања. Корелациона анализа је примењена на хемијска померања услед присуства супституента (SCS) применом Хаметових константи супституената. Корелација Хаметових супституената са 1H NMR хемијским померањима није дала задовољавајуће резултате, за разлику од 13C NMR вредности хемијских померања. Вредности нагиба кривих добијених за корелације 13C NMR односу на Хаметове константе, као и високе вредности константе пропорционалности (ρ) за изабране атоме угљеника потврдили су значајaн утицај електронских ефектата супституената. Такође, хемијска померања винилног атома угљеника дала је позитивне вредности ρ што значи да се ефекат заклањања језгра тј. смањење електронске густине око посматраног угљеника повећао са повећањем електрон-акцепторског својства супституента.
Антиоксидативна активност је одређена спектрофотометријским in vitro методама (DPPH•, ABTS•+, CUPRAC и TAC) користећи UV-Vis спектрофотометар. Антимикробна активност је одређена микродилуционом методом у микротитар плочама са 96 бунарчића (Sarstedt, Nümbrecht, Germany) на патогеним микроорганизмима.
Способност дихидразона тиокарбохидразида да на испитиваним ћелијским културама изазову ћелијску смрт методом двоколорног бојења Калцеином АМ и пропидијум-јодидидом (ПИ) и испитивање антимиграторне активности изведена је на Селиго цитометру (Celigo® imaging cytometer, Nexcelom Bioscience LLC, USA). Бојење ћелија Анексином V и ПИ, одређивање активације каспазе 8 и/или 9 у третираним ћелијама, као и одређивање присуства супероксидних радикала у митохондријама рађене су у проточном цитометру (Guava® easyCyte) користећи InCyte софтверски пакет (GuavaSoft softverski paket). Анализа свих експерименталних резултата рађена је у GraphPad Prism v. 8 (GraphPad Software, San Diego, USA) софтверском пакету.
У циљу повезивања структуре и биолошке активности (антиоксидативна, антимикробна) коришћена је QSAR метода. Успешност примењене методе је анализирана поређењем експерименталних резултата и израчунатих вредности структуре и својстава испитиваних једињења.
У циљу примењивости bis(имино) деривата пиридина као антикорозивних агенаса, процењена је  њихова вредност акутне и хроничне токсичности за водене организме у оквиру рaзличитих трoфичких нивoa (рибe, рaкoви, aлгe/вoдeнe биљкe), тј. вредности 96-часовне LC50 за рибе Fathead minnow и 48-часовни LC50 за D. Magna применом CONSENSUS модела, користећи софтвер за процену токсичности T.E.S.T. 4.2 (енгл. Toxicity Estimation Software Tool). 

3.4. Применљивост остварених резултата
На основу експерименталних резултата и истраживања која су спроведена у оквиру ове докторске дисертације може се закључити да је остварен значајан научни допринос у области органске синтезе и дефинисања структурних елемената одговорних за потенцијалну биолошку/антиоксидативну активност и могућу примену у медицинској хемији. Поред наведеног повезивање квантно-хемијских прорачуна са експериментално добијеним подацима је значајно допринело бољем разумевању механизма њиховог деловања као биолошки активних молекула. Познавањем механизама значајно се олакшава процес открића, дизајна и развоја нових лекова. Осим тога резултати су показали да синтетисана једињења у комбинацији са церијум(III)-ацетатом показују инхибиторни антикорозивни потенцијал. 
3.5. Оцена достигнутих способности кандидата за самостални научни рад
Милена Милошевић је током израде докторске дисертације показала стручност и способност у коришћењу, припреми и реализацији експеримената, као и коришћењу различитих техника карактеризације и анализи добијених резултата. Комисија сматра да кандидат Милена Милошевић, квалитетом остварених научних резултата, као и својим ангажовањем у научно-истраживачком раду током израде ове докторске дисертације, поседује све квалитете неопходне за самосталан научно-истраживачки рад.
4. ОСТВАРЕНИ НАУЧНИ ДОПРИНОС

4.1. Приказ остварених научних доприноса
Резултати истраживања у оквиру ове докторске дисертације су:

· дали нове деривате пиридина са антиоксидативним, антимикробним и антиканцер потенцијалом,
· допринели испитивању својстава синетисаних деривата пиридина, 

· допринели су сазнањима о односу електронске структуре и својстава испитиваних једињења, применом LFER и LSER метода,

· приказали детаљну анализу утицаја супституената, LFER анализа, на хемијска померања и ефеката растварача, LSER анализа, на апсорпционе максимуме и интрамолекулски пренос наелектрисања у испитиваним једињењима,

· омогућили анализу преноса електронских ефеката супституената применом LFER принципа, применом Хаметове једначине, у серијама испитиваних деривата,
· доказали различита биолошка дејства ових једињења и појаснили механизам антиоксидативног и антимикробног биолошког дејства синтетисаних једињења утврђивањем везе између структуре једињења и њихове активности, као и теоријским предвиђањем биолошких мета.
· омогућили утврђивање на којим туморским локалитетима се може очекивати потенцијална корист од терапијске примене,
· дали информације о унутарћелијским променама које би указале на механизам антиканцерског дејства једињења, 
· дали нове деривате који показују антикорозивни потенцијал на цинку и гвожђу при различитим pH (pH 3 и pH 7) вредностима, концентрацијама и времену третмана.
· публиковани у истакнутим међународним часописима
4.2. Критичка анализа резултата истраживања
Увидом у доступну литературу из области докторске дисертације, као и добијених резултата применом адекватне методологије може се констатовати да приказана истраживања представљају унапређење научних знања. Значајан научни допринос је остварен у синтези нових деривата пиридина, за поједине деривате је први пут рађена антиоксидативна, антимикробна и антиканцер активност, као и испитивање њиховог механизма дејства. Такође, научни допринос докторске дисертацијe огледа се и у томе што ова теза пружа могућност за наставак истраживања у области којом се бави.
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1. Milošević, M. D., Marinković, A. D., Petrović, P., Klaus, K, Nikolić, M. G., Prlainović, N. Ž., Cvijetić, I. N.: Synthesis, characterization and SAR studies of bis(imino)pyridines as antioxidants, acetylcholinesterase inhibitors and antimicrobial agents - Bioorganic Chemistry, vol. 102, 104073, 2020 (IF2019=4,831) (ISSN: 0045-2068) https://doi.org/10.1016/j.bioorg.2020.104073.
Категорија М23:
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2. Cvijetić I., Milošević M., Božić A., Prlainović N., Bjelogrlić S., Marinković A.: Design, synthesis, antioxidant and anticancer activity of assymetrically substituted bis-(thiocarbohydrazones) bearing 2-pyridine and quinoline moiety, 8th IAPC Meeting Eighth World Conference on Physico-Chemical Methods in Drug Discovery & Fifth World Conference on ADMET and DMPK 2019, Split, Croatia, 2019, pp. 67. 
3. Milošević, M., Cvijetić, I., Božić, A., Prlainović, N., Bjelogrlić, S., Popović, M., Marinković, A.: Experimental study of antioxidant and anticancer activity of new asymmetrically substituted
thiocarbohydrazones, 18th Hellenic Symposium on Medicinal Chemistry 2021, on-line, Greece, 2021 (https://helmedchem2020.gr/).
Категорија М64:

1. Milošević М., Perendija Ј., Božić А., Marinković А.: Synthesis and characterization of new Schiff base for application in biology and medicine, Sixt Conference of the Young Chemists of  Serbia, Chemical Synthesis 2018, Belgrade, Republic of Serbia, 2018., pp. 59 (ISBN: 978-86-7132-072-6).
5. ПРОВЕРА ОРИГИНАЛНОСТИ ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ 
На основу Правилника о поступку провере оригиналности докторских дисертација које се бране на Универзитету у Београду, коришћењем програма iThenticate извршена је провера оригиналности докторске дисертације кандидата Милене Д. Милошевић дипломираног инжењера технологије, под називом „Винил и имино деривати пиридина: синтеза, физичко-хемијска карактеризација, биолошка активност и теоријске студије електронске структуре“. Извештај који садржи резултате провере оригиналности ментор је добио дана 18.05.2021. Утврђени проценат подударности је 10%. Овај проценат је последица употребе стручних термина и назива коришћених метода и њихових скраћеница, личних имена, цитата и инструмената који се налазе у наведеној тези. Део подударности се односи на претходно публиковане резултате докторандових истраживања, који су проистекли из његове дисертације, што је у складу са чланом 9. Правилника. На основу свега изнетог, а у складу са чланом 8. став 2. Правилника о поступку провере оригиналности докторских дисертација које се бране на Универзитету у Београду, изјављујемо да извештај указује на оригиналност докторске дисертације, те се прописани поступак припреме за њену одбрану може наставити (позитивна оцена)

6. ЗАКЉУЧАК И ПРЕДЛОГ
На основу свега изложеног Комисија сматра да је докторска дисертација Милене Д. Милошевић под насловом „ВИНИЛ И ИМИНО ДЕРИВАТИ ПИРИДИНА: СИНТЕЗА, ФИЗИЧКО-ХЕМИЈСКА КАРАКТЕРИЗАЦИЈА, БИОЛОШКА АКТИВНОСТ И ТЕОРИЈСКЕ СТУДИЈЕ ЕЛЕКТРОНСКЕ СТРУКТУРЕ“ научно заснована и да представља оригинални научни допринос у области хемијских наука што је потврђено и објављивањем радова у истакнутим међународним часописима и презентовањем на конференцијама. Резултати ових истраживања дали су допринос у развоју нових једињења на бази пиридина. Комисија предлаже Наставно-научном већу Технолошко-металуршког факултета Универзитета у Београду, да се докторска дисертација под називом „ВИНИЛ И ИМИНО ДЕРИВАТИ ПИРИДИНА: СИНТЕЗА, ФИЗИЧКО-ХЕМИЈСКА КАРАКТЕРИЗАЦИЈА, БИОЛОШКА АКТИВНОСТ И ТЕОРИЈСКЕ СТУДИЈЕ ЕЛЕКТРОНСКЕ СТРУКТУРЕ“ кандидата Милене Д. Милошевић дипломираног инжењера технологије прихвати, изложи на увид јавности и упути на коначно усвајање Већу научних области природних наука Универзитета у Београду. 
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