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Ocena osiagniecia naukowego pt. “Opracowanie opartych o spektrometric masowa
metod analiz proteomicznych materiatu biologicznego” i dorobku naukowego oraz dziatalnosci
organizacyjnej i dydaktycznej p. dr Ireny Dapi¢ w zwiazku z ubieganiem sig o stopien doktora

habilitowanego w dziedzinie nauk $cisfych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

1. Sylwetka kandydatki

Pani dr Irena Dapié ukoficzyta w roku 2008 studia magisterskie na kierunku chemia w Zakladzie
Chemii Wvdziah: Nauk Scistych Uniwersytetu Zagrzebskiego w Zagrzebiu, Chorwacja. Jej praca
magisterska, opracowana pod kierunkiem prof. Davora Kovacevica nosita tytut ,, Adsorption of
bovine serum albumin on previously formed polyelectrolyte multilayer” przyniosta jej stopiefi
magistra, otrzymany 17/12/2008. Jak sugeruje tytul jej prace na tym etapie dotyczyty adsorpcji
biatek na warstwach polielektrolitowych o regulowanych wiasnosciach. W tym samym
zakladzie obronita 14/11/2014 prace doktorska pt. ,Opracowanie i walidacja wskaznikow
funkcji obronnej skory“ wykonang pod kierunkiem prof. dr Ivone Jakasa i dr Renaty Kobetic.
Po obronie doktoratu kandydatka odbyta pierwszy staz podoktorski 2014-2017 w Laboratorium
Chemii Analitycznej Wydziatu Technologii Zywienia i Biochemii w Uniwersytecie
Zagrzebskim i nastepny w Grupie Analizy Systemowej Bioczasteczek w Instytucie Badan
Molekularnych van 't Hoff'a w Uniwersytecie w Amsterdamie, Holandia. Po tych dwu stazach
nastapit trzeci 2017-2018, z powrotem w Chorwacji, z powrotem w Laboratorium Chemii
Analitycznej Wydziatu Technologii Zywienia i Biochemii w Uniwersytecie Zagrzebskim. W
lipcu 2018 objeta ona kierownictwo grupy badawczej w Miedzynarodowym Centrum Badas
nad Szczepionkami Przeciwnowotworowymi w Uniwersytecie Gdanskim, piastuje to

stanowisko do dzis.



2. Ocena osiagniecia naukowego.

W sklad osiagniecia naukowego zatytulowanego “Opracowanie opartych o spektrometrie
masowa metod analiz proteomicznych materiatu biologicznego” wiaczono szes¢ prac z lat
2017-2022. Kandydatka jest w czterech z tych prac Autorks korespondujgcg, dwa razy
wystepujac jednoczesénie na pozycji pierwszoautorskiej. W jednej z dwu pozostatych publikacji
jest Autorks pierwsza, w drugiej réwnorzedng pierwsza. Prace publikowane byly w wysoko
notowanych czasopismach o IF > 4, z praca przegladowa w prestizowym Mass Spectrometry
Reviews (IF=8.8). We wszystkich 6 publikacjach powtarzaja si¢ nazwiska zespolu
holenderskiego z drugiego stazu podoktorskiego, w 5 z nich w roli autoréw lub wspotautorow
korespondujacych. Wynika z tego, ze przedstawiony dorobek scisle wigze sie ze wspolpraca z
tym zespolem, réwniez po ukoficzeniu stazu w roku 2017. Wspélnym mianownikiem tych prac
sa analizy proteomu w trudnych preparatach materialu pobranego od pacjentéw
nowotworowych lub linii komérkowych w poszukiwaniu specyficznych sygnatur
molekularnych, ktéra moga wspomdc indywidualizowane terapie. Waskim gardtem tego typu
eksperymentow jest oscylowanie miedzy ilo$cia materiafu do badan, a stopniem homogennosci
kolekcji badanych komérek, jak w przypadku analizy kolekcji komérek uzyskanych droga
mikrodysekcji laserowej. Diatego prace skupiaja si¢ z jednej strony na doskonaleniu metod
akwizycji danych (jak wspomniane przez Autorke metody DDA i DIA) i konstrukeji samych
spektrometréw mas, a z drugiej strony nad efektywnoscia ekstrakeji frakcji biatkowej z roznego
typu materiatu biologicznego, nawet archiwalnego, jak preparaty utrwalone formaling (FFPE)
czy przechowywane w niskiej temperaturze (FF). Dziatalnos¢ kandydatki wpisuje sie w ten
nurt, Autorka skupia si¢ nad opracowywaniem nowych metod preparatyki materiatu
biologicznego do analiz proteomicznych skutkujacych indywidualizowanymi Ccyfrowymi
mapami” proteomu danego pacjenta, uzyskiwanymi z uzyciem nowoczesnych sposobow
akwizycji danych, lepiej od poprzednich gwarantujgcymi powtarzalno$é rezultatow. Cel swoich
dziataf definiuje jako opracowanie 1 wdrozenie “precyzyjnych, wiarygodnych i stabilnych
metod i strategii analitycznych do analizy proteomu w matej ilosci materiatu ludzkiego (tkanek
i wysuszonych kropli krwi)”. Z szerokiego spektrum dostepnych metod wybiera do oceny te,
ktére rokuja minimalizacja stopnia modyfikacji chemicznej biatek i strat absorpcyjnych, czy
optymalizujacych etap trawienia bialek enzymami proteclitycznymi. Praca kandydatki ma
zatem znaczenie na wstepnym, cho¢ niezwykle waznym i kluczowym etapie projektowania i
wykonywania eksperymentu proteomicznego, 2a jej rezultatem jest opracowanie
zoptymalizowanych protokoléw przygotowania materialu do  wiasciwych analiz

proteomicznych, mozliwych do zastosowania w szerokiej gamie przysziych projektdw,



uwzgledniajacych globalne analizy proteomiczne. Dr Dapi¢ w swojej aktywnodci wyrdznia trzy
obszary: 1) badania matej ilosci proteomu ze skrawkéw ludzkich tkanek FF i1 FFPE, 2) uzycie
immobilizowanych noénikéw enzyméw trawigcych poprawiajgcych proces trawienia i 3)
stosowanie metod ,single POT” do analizy prébek klinicznych o matej ilo$ci materialu,
ograniczonej do setek komdrek.

W obszarze pracy z preparatami utrwalonymi formaling (FFPE) (publikacja 1) Autorka
poréwnata efekty roznych metod preparatyki w kolekcji probek matych wycinkéw tkanki nerki,
o dwu grubosciach tkanki w konfrontacji ze sparowanymi probkami utrwalanymi przez
mrozenie. Poréwnata trzy rodzaje buforu uzywane do ekstrakcji proteomu, ograniczajac si¢ do
tych, ktére nie skutkuja supresjg jonéw i sa kompatybilne ze spektrometria mas. Miarg efektu
bylta liczba zidentyfikowanych biatek, wieksza lub mniejsza w zaleznosci od wariantu
eksperymentu, nie wskazano jednak, ktory z testowanych buforéw powinien by¢ preferowany,
bo wskazanie nie bylo jednoznaczne. Zamiast tego zalecono kazdorazowe dobranie buforu
optymalnego dla danego ukladu, praca ma zatem znaczenie jedynie w jakim$ stopni
wspomagajace, bo testy wykonane w pracy muszg byé kazdorazowo powtarzane. W pracy 5
oceniono efektywnoéé réznych protokotéw preparatyki dla tkanek mrozonych, optymalizujac
tez parametry spektrometru z analizatorem TOF, ktore w dobie analizatorow Orbitrap maja
znaczenie giownie historyczne. Identyczny schemat eksperymentalny zaproponowano w
publikacji 2 do poréwnania efektu réznych strategii preparatyki probek, tym razem stosujac je
do dwu zestawow probek biologicznych: wyizolowanej podgrupy komorek odpornosciowych
i probek tkanek FFPE glejaka wielopostaciowego, wzbogacajagc schemat o porOwnanie
miedzylaboratoryjne (dwa laboratoria). Rezultatem bylo przedyskutowanie wad 1 zalet
stosowanych podejsé. Zdobyte doswiadczenie w analizie proteomicznej probek tkanki Autorka
wykorzystata do pracy przegladowej (praca 4, opublikowana w wysokonotowanym
czasopismie) na ten temat oraz rozdziahy w ksiazce ,, Trends in Sample Preparation for Proteome
Analysis In Mass Spectrometry” (redaktor: G. Mitulovic, IntechOpen, 2021). Scisle tej
tematyki, optymalizacji ekstrakgji proteomu z prébek FFPA dotyczy takze opublikowana w
roku 2022 praca Autorki, nie zaliczona do osiagni¢cia, cho¢ peni ona w tej pracy role Autora
korespondujacego. (Weke, K.; Kote, S.; Faktor, J.; Al Shboul, S.; Uwugiaren, N.; Brennan, P.
M.; Goodlett, D. R.; Hupp, T. R.; Dapic, I. DIA-MS Proteome Analysis of Formalin-Fixed
Paraffin-Embedded Glioblastoma Tissues. Anal. Chim. Acta 2022, 1204, 339695.)

Jeszcze inna strategie zastosowano w pracy 3, zgodnie z wdrozong metoda ,,singlePOT”, w
ktérej poréwnywano proteom kolekcji komoérek z hodowli stosujac preparatyke proteomu w

jednej studzience, w niewielkiej objgtosci mieszaniny reakcyjnej, rzedu pojedynczych



mikrolitréw. Tym razem sformutowano bardziej ambitny cel: zmapowanie roznic w proteomie
spowodowanych narazeniem hodowli na réznego rodzaju stresory (stresor chemiczny oraz
napromieniowania). Wybrano trzy linie komérkowe modelujace komoérki nablonka w
przedrakowym stanie zwanym ,przetykiem Barretta”, spowodowanym refluksem kwasow
zotadkowych do przetyku. Stan ten powigzany jest z mutacjami .Strazniczych” genow biatek
P53 i Smad4, co uzasadnia wybor linii komérkowych. Poszukiwanie takich markerow stanowi
dalekozasiegowy cel analiz proteomicznych, bo wazne jest umieé¢ diagnozowaé zmiany
wskazujace na progresje do gruczolakoraka. Uzyskano duza liczbe identyfikacji biatek, duza
efektywnoéé trawienia i bardzo wysoki procent powtarzalnosci miedzygrupowej, co dobrze
swiadczy o jakosci preparatyki. Praca jest poswiecona giownie ocenie jakosci metody.
Oméwienie uzyskanych zestawéw biatek roznicowych sprowadzono w publikacji do minimum,
wymieniajgc tylko liczby bialek roznicowych w pordwnaniach par stanow 1 niektore nazwy
biatek, opatrujac tylko jedno z nich, AGR2 adnotacja 0 jego znanej nadekspresji w wielu typach
raka. Nie przedyskutowano na przykiad jﬁkie roznice obserwuje sie¢ w reakcji komorek
niezmutowanych i zmutowanych w odpowiedzi na stres, co wydawaloby sig najciekawszym
potencjalnym rezultatem tej pracy. Kandydatka wzigta réwniez udziat i innym projekcie, gdzie
zastosowano technologie analiz mafolicznych kolekcji komoérek w testowej linii komérkowe;j
HeLa, publikacja ta nie zostala wlaczona do zestawu prac osiagniecia, zostala wspommniana w
autoreferacie jako dziatalnos¢ dodatkowa (publ. 49).

W pracy 6 kandydatka uczestniczyla w opracowaniu mikroprzeptywowego reaktora z
immobilizowanym enzymem proteolitycznym, ktory pozwolit na znaczne skrocenie czasu

trawienia, jednak nie wspomina o jego uzyciu w dalszych pracach.

W swojej pracy Autorka konsekwentnie skupia si¢ na testowaniu najrozniejszych metod
ekstrakcji proteomu z probek pochodzenia ludzkiego oraz optymalizacji parametrow pomiaru
MS. To stanowi jej giéwny obszar zainteresowan i nabyta w tej dziedzinie niekwestionowanego
doswiadczenia. Zgodnie z tym wybrata czesé swoich publikacii, by tresé osiagniecia zachowata
duza spojnosé. Naturalng konsekwencja optymalizacji metody badawczej jest jednak jej
wykorzystanie, badz przez samg Autorke lub innych badaczy, do prowadzenia analiz
proteomicznych skutkujacych nows wiedza o mikro$rodowisku guza. W spisie literatury spoza
zestawu zaliczonego do osiagniecia naukowego mozna znalez¢ prace Autorki z ostatnich lat,
ktore potwierdzaja realizacje tego scenariusza, a dalsza ewolucja w tym kierunku jest tylko
kwestig czasu: (Weke, K.; Kote, S.; Faktor. I.. Al Shboul, S.; Uwugiaren. N.: Brennan. P. M.;
Goodlett, D. R.: Hupp. T. R.; Dapic, 1. DIA-MS Proteome Analysis of Formalin-Fixed Paraffin-



Embedded Glioblastoma Tissues. Anal. Chim. Acta 2022, 1204, 339695. Kote, S.; Pirog, A.; Bedran,
G.: Alfaro, J.; Dapic, 1. Mass Spectrometry-Based Identification of MHC-Associated Peptides. Cancers
(Basel). 2020, 12 (3), 535. Padariya, M.: Kote, S.. Mayordomo, M.; Dapic, L.; Alfaro, J.; Hupp. T..
Fahraeus, R.; Kalathiya, U. Structural Determinants of Peptide-Dependent TAP1-TAP2 Transit Passage
Targeted by Viral Proteins and Altered by Cancer-Associated Mutations. Comput. Struct. Biotechnol. J.
2021.)

Kandydatka szczegotowo opisuje swoj udziat w powstaniu kazdej publikacji, wskazujac, ze jest
on Kluczowy, co potwierdza pierwszoplanowa pozycja jej nazwiska w tych publikacjach.
Przedstawione oéwiadczenie wspotpracownikéw, precyzyjnie opisuja ich wkiad i potwierdzaja
wiodaca role kandydatki w ich powstaniu. Wszystkie prace wchodzace w skiad osiggniecia
naukowego powstaly z duzym udziatem wspotpracownikéw z instytucji spoza Polski, w tym:
University of Amsterdam, University of Victoria, Proteomics Centre, University of Edinburgh,
Pacific Northwest Naticnal Laboratory.

3. Inne osiagniecia naukowe kandydatki.

Kandydatka ukoficzyla studia wyzsze w Zakiadzie Chemii, jej wczesne prace dotycza badan z
zakresu chemii nieorganicznej, wiasnosci adsorpcyjnych warstw polielektrolitowych, czy
charakterystyce zywic. Zmiana zakladu w toku doktoratu na Wydzial Technologii Zywienia i
Biochemii, skierowala Autorke w strone nauk o zyciu, gdzie mogita W nowym obszarze
wykorzystaé swdj profil wyksztatcenia i doswiadczenia zawodowego. W toku doktoratu
zajmowala sie analiza czynnikow molekularnych decydujacych o prawidiowym nawilzaniu i
hmeostazie skéry, publikujac seri¢ prac. Badaia ilosciowo obecno$é naturalnych czynnikdw
nawilzajacych, pozniej skupila sie na analizach skiadu lipidowego warstwy rogowej naskorka,
skupiajac uwagg na wolnych kwasach thuszczowych. Wtedy tez zaczeta stosowaé techniki LC-
MS, opracowujac metode oznaczania panelu o$miu diugotancuchowych kwasow thuszczowych
FFA (C12-C28), co przyniosto jej wyréznienie Miedzynarodowego Towarzystwa Badaf
Stratum Corneum. Nawiazala tez wspolprace z zespotem zajmujacym si¢ ceramidami komorek
skéry i prowadzita badania ich struktury, réwniez korzystajac z metod LC-MS, lecz tym razem
zastosowana do §ledzenie kinetyk wymiany proton-deuter w tych zwiazkach, rowniez
publikujac uzyskane rezultaty i broniac tez swojego doktoratu pt. ,,Opracowanie i walidacja
wskaznikéw funkcji obronnej skory®.

Nabyte doswiadczenie w technikach zwiazanych ze spektrometria mas otworzyto jej drzwi do
aplikowania na pozycje zwigzane np. z badaniami proteomicznymi. W rezultacie kandydatka

podjeta zatrudnienie w grupie zainteresowanej profilowaniem proteomu tkanek dla



zrozumienia szlakéw przekazywania sygnatéw w mikrosrodowisku guza. Zaproponowaia
wdrazanie nowoczesnych technologii akwizycji danych, takich jak Data Independent
Acqusition, z powodzeniem realizujac ten plan w przypadku analiz panelu potencjainych
biomarkeréw w utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie wycinkéw tkanek glejaka
ludzkiego. Brala tez udziat w probach stosowania metod proteomicznych do wykrywania
neoantygenéw, co zaowocowalo artykulem przegladowym _Mass Spectrometry-Based
Identification of MHC-Associated Peptides™.

Autorka legitymuje sie tacznie 21 publikacjami w recenzowanych czasopismach. Dokumenty
wymieniaja 14 prac z okresu po uzyskaniu doktoratu, 5 prac opublikowane w toku doktoratu
oraz 2 publikacje powstate w toku pracy magisterskiej. W 9 publikacjach Autorka jest autorem
pierwszym, w 7 korespondencyjnym. W znacznej wigkszosci publikacji wasnych Autorka ma
role wiodaca, albo jako pierwszy wykonawca, albo jako inicjator i gtéwny koordynator projektu.
Tematyka prac odzwierciedla przesuniecie zainteresowan Kandydatki od chemii do analityki
biologicznej, szczegdlnie w aspekcie zastosowan proteomiki w badaniach chordb cziowieka.
Prace te byly tacznie cytowane: 265 razy (Web of Science), 376 razy (Google Scholar), co
prowadzi do indeksu Hirscha 11. Dane bibliomeryczne mieszcza sie w limitach przyjetych
zwyczajowo dla tego etapu kariery Kandydatki. Publikacjom tym towarzyszy umiarkowana
liczba doniesien konferencyjnych 23 (w tym 11 po doktoracie), z czego jednak 8 to wystapienia
ustne, niemal polowa doniesien konferencyjnych to wystapienie ustne, co jest
ponadstandardowe. Dokumenty nie przynosza informacji o kierownictwie (zarzadzaniu) ani tez
o udziale w projektach badawczych. Wzmiankowane w pkt. T zal. nr 5 dwie pozycje nie
mieszcza sie w tych kategoriach, ani grant sprzgtowy udzielony przez FNP Uniwersytetowi
Gdanskiemu w ramach projektu MAB, ani ,,badanie walidacyjne”. Kandydatka albo nie dostaje
grantéw albo o nie nie aplikuje, co nie jest pozytywnym aspektem aplikacji, Kandydatka nie
precyzuje jaki jest powod braku grantéw, ani tez nawet braku udziafu w grantach.

Kandydatka brata udziat w organizacji czterech konferencji naukowych. Recenzuje prace w
czasopismach specjalistycznych: Proteomics (2); Communications Biology (1); Clinical
proteomics (1); Journal of rapid communication in mass spectrometry (1); Journal of

Chromatography A.

4. Aktywno$é dydaktyczna i popularyzatorska.

Dziatalnoéé dydaktyczna Kandydatki jest znaczaca, na kazdym z dotychczasowych etapOw

kariery wiaczata sie ona w dydaktyke. Od roku 2009 do 2015 oraz w roku 2018 prowadzita



cykl éwiczen laboratoryjnych i seminaryjnych . Wprowadzenie do chemii i analizy chemicznej”
dla studentéw wydziatlu chemii Uniwersytetu w Zagrzebiu. W czasie stazu podoktorskiego w
Holandii brata udziat w kursach dydaktycznych, byta tez promotorkg lub ko-promotorka prac
licencjackich (5) i magisterskich (2). W swoim ostatnim miejscu pracy podjela sie opieki
promotorskiej lub wspdtpromotorskiej nad trzema doktorantami, prace te niestety zostaly
przerwane. Prowadzita tez opieke nad naukowcami ze stopniem doktora, cho¢ natury tej opieki
nie sprecyzowano, podajac jedynie tytuly ich projektow, niekiedy kuriozalne, jak:
“opracowanie rurociagu spektrometrii masowej do wykrywania neoantygenow”, jak si¢ zdaje
méci sie zaufanie do thumaczenia maszynowego z ang. ,,pipeline”, co nie powinno sie zdarzy¢

w dokumentacji habilitacyjnej. Prowadzila warsztaty popularyzujace nauke (3 razy).

Aktywnoéé dr Dapi¢ spetnia wymogi w zakresie dziatalnosci edukacyjnej, popularyzatorskiej 1

organizacyjne;.

5. Wniosek koncowy

W podsumowaniu, zdaniem recenzenta dorobek przedstawiony jako osiagniecie naukowe p. dr
Ireny Dapi¢ wypelnia wymagania stawiane w postepowaniach w sprawie nadania stopnia
doktora habilitowanego w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
biologiczne. Recenzent wnioskuje zatem o nadanie p. dr Irenie Dapié stopnia doktora

habilitowanego w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

prof. dr hab. Michat Dadlez



