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Rozprawy doktorskiej mgr Hossama Al-Soud

pt.: ,,Complex analytics of biologically active compounds including cyclitols from plant

materials”

Formalna strona pracy

Rozprawa doktorska mgr Hossama Al-Soul zostala wykonana w Katedrze Chemii

Srodowiska i Bioanalityki na Wydziale Chemii oraz w Centrum Metod Separacyjnych i

Bioanalitycznych ,,BioSep” w Interdyscyplinarnym Centrum Nowoczesnych Technologii

Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu, pod kierunkiem promotora prof. dr hab.

Bogustawa Buszewskiego, czlonka korespondenta Polskiej Akademii Nauk.

Na oceniang rozprawe doktorska sktada si¢ 5 prac opublikowanych w czasopismach z

listy Journal Citation Reports (JCR):

1.

Al-Soud H., Ligor M., Ratiu LA., Rafinska K., Gorecki R., Buszewski B., 2017. A window on
cyclitols: Characterization and analytics of inositols. Phytochemistry Letters, 20: 507-519
(IF=1,575; MNiSW=20) — praca przegladowa;,

Al-Soud H., Pomastowski P., Ligor M., Railean-Plugaru V., Buszewski B., 2018. New approach
for fast identification of cyclitols by MALDI-TOF mass spectrometry. Phytochemical Analysis,
29: 528-537 (IF=2,337; MNiSW=30),

Al-Soud H., Ratiu L.A., Ligor M., Ligor T., Buszewski B., 2018. Determination of sugars and
cyclitols isolated from various morphological parts of Medicago sativa L. Journal of Separation
Science, 41: 1118-1128 (IF=2,415; MNiSW=30);

Ratiu LA., Al-Soud H., Ligor M., Ligor T., Railean-Plugaru V., Buszewski B., 2018. Complex
investigation of extraction techniques applied for cyclitols and sugars isolation from different
species of Solidago genus. Electrophoresis, 39: 1966-1974 (1IF=2,569; MNiSW=30),

Al-Soud H., Gadzala-Kopciuch R., Buszewski B., 2018. Simultaneous HPLC-ELSD
determination of sugars and cyclitols in different parts of Phacelia tanacetifolia Benth.
Biochemical Systematics and Ecology, 80: 32-38 (IF=0,847; MNiSW=15).

Sumaryczna wartos¢ wspolezynnika oddzialywania (IF) powyzszych prac wynosi 9,742, a

suma punktow (wg wykazu MNiSW) - 125, co w przypadku Osoby ubiegajacej si¢ o stopien

naukowy doktora jest wynikiem bardzo dobrym.

Na rozprawe doktorskg, oprocz kopii publikacji (50 stron), sklada si¢ zwigzle

opracowanie, w jezyku angielskim, zawierajace (w sumie na 22 stronach maszynopisu):

wstep, cele i zadania badawcze (w tym list¢ wykorzystanych metod i technik analitycznych),



oméwienie uzyskanych wynikéw, podsumowanie i wnioski, wykaz cytowanego
pismiennictwa, streszczenie w jezyku angielskim i polskim. Zalgczony zostat réwniez wykaz
osiggni¢¢ akademickich — lista wszystkich publikacji, doniesien i komunikatow
przedstawionych podczas konferencji naukowych oraz uzyskane wyrdznienia.

Wstep pracy jest tylko syntetycznym wprowadzeniem do poruszanej problematyki
badawczej, co uwazam za w pelni uzasadnione, gdyz szczeg6lowy i wyczerpujacy przeglad
aktualnego pismiennictwa zostal zawarty w pierwszej publikacji wchodzacej w sktad
rozprawy doktorskiej. Przedstawione badania zostaly zrealizowane w oparciu o $rodki
finansowe pochodzace z projektu badawczo-rozwojowego Plantarum pt. ,,Rosliny uprawne
oraz produkty naturalne jako Zrédlo substancji biologicznie aktywnych przeznaczonych do
produkcji  preparatéw  kosmetycznych,  farmaceutycznych i suplementéw  diety”
(BIOSTRATEG2/298205/9/NCBR/2016) oraz z projektu NCN PRELUDIUM-14 pt.
»Cyclitols as biologically active raw material obtained from Polish crops” (nr

2017/27/N/ST4/00354).

Opis merytoryczny rozprawy

Jednym z wazniejszych obszarow badawczych ostatnich lat jest identyfikacja
naturalnych bioaktywnych zwigzkéw roslinnych, o szerokim spektrum dziatania i potencjale
aplikacyjnym, m.in. dla celow medycznych, kosmetycznych czy jako suplementéw diety.
Najnowsze doniesienia literaturowe wskazuja na pro-zdrowotne wiasciwoséei cyklitoli
(cyklicznych ~ wielowodorotlenowych pochodnych cukrow), zwigzkow powszechnie
wystepujacych w organizmach zywych (od bakterii po czlowieka). Sposréd cyklitoli na
szczego6lng uwage zastluguje myo-inozytol, ktéry moze by¢ wykorzystany w leczeniu zaburzen
metabolicznych czlowieka zwigzanych z opornoscig na insuling, zespotem policystycznych
jajnikéw, cukrzyca ciazowa, lub w zapobieganiu/leczeniu niektorych powiklan cukrzycowych
(neuropatii, nefropatii, zaémy). Myo-inozytol wykazuje réwniez dziatanie antyoksydacyjne
i przeciw-zapalne, a jego izomery (chiro-inozytol, scyllo-inozytol), czy eterowe pochodne
metylowe (D-pinitol, sekwoitol) wykazujg szereg korzystnych wihasciwosei, m.in. nasladujg
dzialanie insuliny (obnizaja poziom cukru we krwi), wykazujg dzialanie immunosupresyjne,
antynowotworowe, zapobiegaja powstawaniu f-amyloidéw w komorkach nerwowych (w
chorobie Alzheimera), wplywaja na regulacje poziomu tréjglicerydéw i cholesterolu. Tym
samym jednym z istotnych wyzwan analitycznych staje si¢ poszukiwanie optymalnych metod
identyfikacji, ekstrakcji 1 oznaczania zawartodci cyklitoli w roélinach, szczeg6lnie

w gatunkach wykorzystywanych jako pokarm dla czlowieka i pasza dla zwierzat




gospodarskich, jak tez w ziolach i innych gatunkach roélin dziko-zyjacych - jako
potencjalnych zrodiach dla pozyskiwania pozadanych cyklitoli. W te tematyke wpisuje sie
oceniania rozprawa doktorska, zatytulowana ,.Complex analytics of biologically active
compounds including cyclitols from plant materials”, co thumacze jako ,.Kompleksowa
analityka biologicznie aktywnych komponentéw, w tym cyklitoli z materiatu roglinnego”.

Szczegolnego znaczenia nabiera pierwsza publikacja Doktoranta (pt. ,,4 window on
cyclitols: Characterization and analytics of inositols”, opublikowana w 2017 roku,
Phytochemistry  Letters, 1F=1,575), bedaca wyczerpujacym aktualnym przegladem
piSmiennictwa nt. wystgpowania w roslinach, metod ekstrakcji, oczyszczania, rozdziatu,
identyfikacji i oznaczen ilosciowych cyklitoli. Uwazam te¢ prace za jedno z bardziej
wartosciowych opracowan z ostatnich lat, obok dwoch prac przegladowych: o fizjologicznej
roli myo-inozytolu w roslinach w warunkach stresu abiotycznego (Valluru i Van den Ende,
2011. Plant Science) 1 drugiej — nt. mozliwosci terapeutycznego wykorzystania myo-inozytolu
(Croze i Soulage, 2013. Biochimie). Wspomniana publikacja jest, jak dotychczas, jedyng tak
szczegolowo charakteryzujaca wspélczesne metody i techniki analityczne stosowane w
badaniach roslinnych cyklitoli. Zdobyta przy opracowaniu tej publikacji wiedza Doktoranta
niewatpliwie zostala wykorzystana dla okreslenia i realizacji gléwnego celu pracy
doktorskiej, jakim bylo opracowanie optymalnej metodologii dla izolacji, frakcjonowania,
identyfikacji i iloSciowych oznaczen cyklitoli w wartosciowych krajowych roslinach
zielarskich. Szczegolna uwaga zostala rowniez zwrdcona na opracowanie nowej, prostej
metody identyfikacji cyklitoli w roslinnych ekstraktach.

W zwiazku z tym, ze wszystkie prace wchodzace w skiad rozprawy doktorskiej zostaly
poddane wnikliwej ocenie recenzentow na etapie edytorskim, moja rola jako recenzenta
sprowadza si¢ do oceny zgodnosci celu badan/zadan badawczych z osiggnietymi wynikami.

Dla realizacji celu badawczego Doktorant zaplanowat az 8 zadan badawczych, z
ktérych pierwsze, trzecie i siddme mozna polgczyé w jedno — oznaczenie skladu i zawartosci
cukrow i cyklitoli w réznych organach lucerny siewnej (Medicago sativa L.) i facelii blekitnej
(Phacelia tanacetifolia Benth.). Wybor gatunkéw nie byt przypadkowy - wynikal z ich
wiasciwosci leczniczych, ze wzgledu na wysoka zawartosé réznych zwigzkow bioaktywnych.
Wyniki badan przeprowadzonych na lucernie opublikowano w Journal of Separation Science
(IF=2,415, praca nr 3), a na facelii — w Biochemical Systematics and Ecology (IF=0,847,
praca nr 5). Ekstrakcj¢ cukrowcow z wysuszonych tkanek lucerny przeprowadzono w
aparacie Soxhleta, stosujac jako rozpuszczalnik 96% etanol, a rozdziat i detekcje cukrowcow

technikag GC-MS. Z kolei ekstrakty z facelii uzyskano stosujac metode przy podwyzszonym



cisnieniu (PLE), z wykorzystaniem wody jako rozpuszczalnika, a do analiz jakosciowych i
ilociowych zastosowano technikg HPLC-ELSD. W obu pracach do oczyszczania i
wstepnego zatgzanie ekstraktoéw zastosowano metod¢ SPE (na CHROMABOND®C18ec, a
ekstraktow z facelii — dodatkowo na OASIS®HLB). 7 powyzszych prac wynika, ze oprocz
myo-inozytolu i scyllo-inozytolu, cyklitoli obecnych w obu gatunkach, facelia zawiera takze
allo-inozytol, natomiast lucerna — D-pinitol i D-chiro-inozytol. W facelii, wsrod cyklitoli
dominujg scyllo- i allo-inozytol, a w lucernie - D-pinitol. Wykazanie wyzsze] zawartosci D-
pinitolu w korzeniach i fodygach lucerny, niz w liSciach i kwiatach, moze by¢ przydatne dla
wykorzystania tych organow do izolacji D-pinitolu na wigkszg skalg. Czy zdaniem Doktoranta
identyfikacja cyklitoli w nasionach réznych gatunkéw roslin moze byé sposobem na
wezeSniejsze (przed wegetacjq) wykrycie nieznanych dotqd roslinnych zZrodel cyklitoli?

Doktorant, skupiajac si¢ na analitycznych aspektach prowadzonych badan, wnioskuje,
ze technika GC-MS, powszechnie stosowana do analiz jakosciowych i ilosciowych cukréw i
cyklitoli z tkanek roslinnych, moze by¢ z powodzeniem zastgpiona przez HPLC-ELSD, ktorej
zaleta jest szybkos¢ i prostota przygotowania prob do analiz, wysoka czulos¢, powtarzalno$é
rozdziatow i niskie koszty. Co wiecej, podczas analiz cukréw i cyklitoli technikg GC-MS
Doktorant zwrocil uwagg na krytyczny etap przygotowania ekstraktow do analiz, jakim jest
proces derywatyzacji (upochadniania) cukréw/cyklitoli z wykorzystaniem odpowiedniego
reagenta. Jako oddzielne zadanie (nr 2) wyrdéznil poprawe dotychczas stosowanej metodologii
— derywatyzacji cukrow/cyklitoli z uzyciem TMSI (1-[trimethylsilyl]imidazole). Jego
zdaniem, wydtuzenie czasu z 45 do 150 minut (w temp. 80°C), zapobiega powstawa'niu
podwojnych TMS-pochodnych analizowanych zwigzkow. Jednak ani w publikacjach, ani w
rozprawie nie przedstawiono zadnych dowodow na powyzsza obserwacje, co sklania do
polemiki. Na podstawie danych literaturowych oraz wlasnego do$wiadczenia w zakresie
analiz niskoczasteczkowych cukrowcow roslinnych uwazam, ze zastapienie TMSI przez
MSTFA do derywatyzacji prob (w temp. 70°C przez 30 minut) nie powoduje powstawania
podwéjnych pikéw cyklitoli na chromatogramach (przy rozdzialach w nisko-polarne;
kolumnie kapilarnej tego samego typu jak RTx-5Ms, np. HP-5MS, ZB-5MSi) uzyskanych
technikg GC-MS. Natomiast po derywatyzacji z uzyciem TMSI (przez 45 minut w 80°C) i
rozdziatach w kolumnach niepolarnych nie powstaja podwojne formy TMS-pochodnych
cyklitoli (analizy GC-FID). Jak Doktorant wytlumaczy powstawanie podwdinych TMS-
pochodnych w jego analizach?

Swiadectwem dobrego opanowania warsztatu badawczego przez Doktoranta jest

publikacja 4 (w Electrophoresis, IF=2,569), w ktorej przedstawiono wyniki poréwnawczych



analiz efektywnosci pigciu metod ekstrakcji cyklitoli z suchych tkanek nawloci pospolitej
(Solidago virgauera L.), tj.: maceracji, ekstrakcji w aparacie Soxhleta, ekstrakcji przy
podwyzszonym cisnieniu (PLE), ekstrakcji z udziatem ultradzwigckéw (UAE) oraz ekstrakeji
w plynie w stanie nadkrytycznym (SFE). Doktorant udowodnit, ze najwyzsza efektywnoscia
wyroznia sie ekstrakcja przy podwyzszonym cisnieniu (PLE) z wykorzystaniem wody jako
rozpuszczalnika, co czyni jg najbardziej przydatng dla pozyskiwania cyklitoli zarowno w skali
laboratoryjnej jak i przemystowej. Stosujac metod¢ PLE i GC-MS poréwnal tez skiad i
zawartos¢ cukrow i cyklitoli w pedach trzech gatunkow nawloci (pospolitej, kanadyjskiej i
olbrzymiej), w tym takze okreslit wplyw regionu uprawy (na przyktadzie nawloci olbrzymiej)
na profil cyklitoli w tkankach. Po raz pierwszy wykazano obecno$é az czterech cyklitoli
(myo-, scyllo-, chiro-inozytolu i D-pinitolu) w pedach nawloci, lecz stg¢zenie cyklitoli jest tu
znacznie nizsze (<0,1% s.m.), niz w lucernie i facelii (do 1,4 i 0,4% s.m., odpowiednio).
Wrykazano, ze region uprawy moze znaczgco wplywaé na zawartos¢ cukrow, a w mniejszym
stopniu — cyklitoli.

Zupelng nowoscig przeprowadzonych badan bylo wykorzystanie, po raz pierwszy,
spektrometrii mas MALDI-TOF do identyfikacji cyklitoli w ekstraktach z lucerny, bez ich
uprzedniego rozdziatlu chromatograficznego (zadanie 6, publikacja nr 2, w Phytochemical
Analysis, 1F=2,337). Szczegbdlng korzyscia z takiego wykorzystania MALDI-TOF jest
mozliwo$¢ identyfikacji D- i L- enancjomeréw chiro-inozytolu.

Innym, istotnym osiagnigciem moze by¢ zrealizowanie zadania 8, dotyczacego
rozdzielenia cukrow i cyklitoli razem obecnych w ekstraktach roslinnych. Postgpowanie jest
prowadzone dwukierunkowo: 1) poprzez opracowanie nowych zt6z mieszanin sorbentow dla
metody SPE oraz 2) wykorzystanie drozdzy dla usuwania cukrowcéw z matrycy, bez strat
cyklitoli, a nastgpnie usuwania pozostatosci cukrow na ztozach anionitowych. Ta druga
metodyka, jak podaje Doktorant, zakonczyla si¢ sukcesem i wyniki sa opracowywane do
kolejnej publikacji.

Podsumowujac oceng rozprawy doktorskiej podkreslam spdjnos¢é tematyczng
wszystkich prac, ich nowatorski charakter i wysoki potencjat aplikacyjny. Wszystkie prace
oryginalne ukazaly si¢ w tym samym roku — 2018, co wskazuje na niezwykle intensywna
prace Doktoranta. Cho¢ wszystkie publikacje sa wielo-autorskie, to w 4 z nich Doktorant jest
pierwszym autorem. Potwierdzenie duzego zaangazowania Doktoranta w wykonywanie
analiz, opracowanie i interpretacje uzyskanych wynikow oraz przygotowanie kazdej
publikacji do druku mozna odnalez¢é w o$wiadczeniach wszystkich wspolautoréw publikacii,

podpisanych i dolgczonych do ocenianej rozprawy doktorskiej. Biorgc pod uwage udzial



Doktoranta w planowaniu 1 realizacji czgsci eksperymentalnej badan, jak tez w calosciowym
opracowaniu uzyskanych wynikéw badan uwazam, ze mgr Hossam Al-Soud dobrze opanowat
specjalistyczny warsztat badawczy, zdobyl szereg umiej¢tnosci i szeroka wiedzg z zakresu

analityki chemicznej i jest juz dojrzatym naukowcem.

Whiosek koncowy
Rozprawe doktorska zatytulowana ,,Complex analytics of biologically active compounds
including cyclitols from plant materials” oceniam bardzo pozytywnie. Jestem przekonany, ze
zastosowane metody i techniki analityczne umozliwity uzyskanie wiarygodnych wynikow, a
warto$¢ naukowa pracy jest wysoka i ma duzy potencjal aplikacyjny. Sadze, ze
przeprowadzenie tak szerokich analiz nie byloby mozliwe bez merytorycznego udzialu i
pomocy ze strony Opiekuna Naukowego — Pana profesora Bogustawa Buszewskiego.
Stwierdzam, Ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska nt. ,,Complex analytics
of biologically active compounds including cyclitols from plant materials” 1 indywidualny
wklad Doktoranta w jej powstanie speilniajg wymogi okreslone w ustawie z dnia 14 marca
2013 roku ,,O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki” (Dz. Ustaw Nr 65, poz. 595, z pdzniejszymi zmianami) i zwracam si¢ do wysokiej
Rady Naukowej Wydzialu Chemii Uniwersytetu Mikotlaja Kopernika w Toruniu o przyjecie
rozprawy doktorskiej mgr Hossama Al-Soud i dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Ponadto, biorac pod uwage wysoka warto$¢ merytoryczng pracy

wnioskuj¢ o jej wyrdznienie.

7, powazaniem
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