Report of the PhD. thesis
“Little known components of lepidopteran silk”
submitted by Haq Abdul Shaik

The submitted thesis presents research focused on the detailed study of two important silk
properties, namely the silk resistance to the attack by microorganisms and omnivores, and silk
compatibility with the mammalian immune response. Both topics are both interesting and

important in the entomology research.

The first part of Introduction provides detailed information about insect immune system.
Different insect defense mechanisms are described in detail, including hemocyte responses,
action of phenoloxidases, activity of different antimicrobial peptides, recognition of microbial
pathogens, danger signals and signal transduction. Special attention is paid to the 48 kDa
protein hemolin, which has been studied in detail during the research. Second part of
Introduction is focused on the detailed description of silk glands and silk, including evolution
and characterization of different silk glands in insects. Final part is devoted to silk, an
extremely interesting biocomposite material exhibiting remarkable mechanical properties and
potential medical applications. Both parts contain sufficient amount of relevant references.
To my surprise, however, the “newest” reference in the “silk glands and silk™ chapter is dated

1989. Are there really no newer papers on those topics??

The next part of the presented thesis is based on three manuscripts, one of them being already
published in the prestigious Journal of Insect Physiology. I have no comments to the
published and submitted results. However, I would like to ask Mr. Shaik to summarize shortly
possible applications of different types of silk in medicine, biology and other interesting

bioapplications.

In general, the thesis is written in a clear way, the experimental details are presented both in
the published and submitted papers. There is a very low amount of typographical errors. It can

be seen from the results that Mr. Shaik has worked intensively in the lab.

In conclusion, based on the evaluation of the presented thesis, I can recommend that Ph.D.
thesis written and submitted by Mr. Haq Abdul Shaik can be accepted and doctoral degree can

be awarded to author after successful defense.



Ceské Budg&jovice, September 21st, 2009

Prof. Ivo Safafik
Institute of Systems Biology and Ecology
Academy of Sciences

Ceské Budgjovice
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1. Prace tvofi logicky uspofadany celek, postihujici ve studované problematice fadu
biologickych aspekti hemolinu, galiomicinu (defensin-like peptide) a peptidi podobnych
mucinu (mucin-like peptides) jak na urovni molekularné biologické (detekce, izolace a
charakteristika cilovych peptidi, vyuZiti pfislusné cDNA, sekvenovani, klonovani PCR
produktd, apod.), tak fyziologické (zejm. vliv 20-hydroxyekdyzonu /20E/ a metoprenu
na expresi genu pro hemolin, Udaje v kap. 4 — Silk recycling and feeding-deterrent
properties of the cocoon silk) a vyvojové biologické u druhu Galleria mellonella (prikaz
defenzinu a mucinu podobnych peptidi ve vybranych tkanich v pribéhu
ontogenetického vyvoje).

2. Pouzité metody a protokoly (napfi. western blotting, extrakce RNA, amplifikace cDNA,
sada primer pro PCR, varianty PCR, elektroforetické déleni PCR produkti na
agarézovém gelu, subklonovani PCR produktt do pGEMT vektoru, sekvenovani,
semikvantitativhi stanoveni mRNA), znichz nékteré jsou standardizované (i
v experimentalni praxi ovéiené) a vyuzivaji komertné vyrabénych setu (kitl), patii mezi
Siroce pouzivané v soutasné molekularni biologii a lze je povazovat za adekvatni pro
ucely této prace.

3. Ziskané vysledky je mozné povazovat vétSinou za puvodni. Jsou dostateéné
dokumentovany (napi. sekvence nukleotidi a sekvence aminokyselin odvozena
z cDNA pro hemolin u G. mellonella vEetné jeji komparace s dalSimi druhy — tab. 1,
2nas. 51 - 52, elektroforetogramy naobr. 4 -7nas. 53 -54anaobr.1-3nas. 59 -
60).

4. Interpretaci ziskanych experimentalnich vysledk v kontextu s pouzitou literaturou
povaZzuji za pifiméienou pokud se ty&e rozsahu i miry nazna€enych implikaci. S touto

interpretaci koresponduje diskuze k diléim vysledkim i zavéreéné celkové shrnuti.
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5. Piipominky mam pouze formalniho razu:
Oznaceni, nebo uvedeni kapitol v Obsahu prace (s. 7) neodpovida oznaceni uvnitf
prace.

a) namisto General Introduction je pouze Introduction (s. 9)

b) kapitola 3 je chybné oznagena jako kapitola 4 (s. 55), pfitemz rovnéz nazev
uvedeny v Obsahu (s. 7) se lisi od nazvu uvedeného na s. 55 (obsahové se
patrné jedna o totéz)

c) neni zcela jednoznacné, zda kapitolou 5 jsou Zavéry (srov. s. 7 a 72)

d) chybi ocislovani s. 52

6. Otazky:

a) Primarni struktura hemolini (s. 52) kromé zjevné silné konzervativnich mist
s cysteinovymi zbytky vykazuje vétsi ¢ mensi intertaxonovou variabilitu. Je znamo
(nebo existuji hypotézy o tom), zda - piipadné jak - se tyto odliSnosti v sekvenci
aminokyselin projevuji na vy$si strukturni drovni a zda s nimi nekoresponduji vyvojové
funk&ni (regulaéni, protektivni, antibakterialni) specifika hemolini jednotlivych taxoni?

b) Za moznou pficinu nékterych vyvojovych patologickych zmén u obratlovcu ( véetné
neuropatologickych zmén u lidi) jsou povazovany mutace v L1 rodiné imunoglobulint.
Existuji obdobné poznatky v patogenezi u hmyzu o roli hemolinu (& podobnych
imunoproteint)?

Vysledné hodnoceni:.

Doktorskou disertacni praci pana Hag Abdul Shaik povazuji celkové za
kvalitni a pfinosnou. Praci doporucuji k obhajobé pied pfislusnou komisi a po
tispésné obhajobé doporucuji udéleni titulu PhD.

V Usti nad Labem, 13. 9. 2009

oo B y
Doc. RNDr. Jaromrr Hajer, CSc. (
Piirodovédecka fakulta UJEP, Usti nad Labem

Faculty of Science J.E. Purkyné University
Department of Biology

Ceské mladeze 8

400 96 Usti nad Labem

Czech Republic

tel. +420 475 283 614

e-mail jaromir.hajer@sci.ujep.cz
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Predkladatel: Haq Abdul Shaik, MSc., Piirodovédecka fakulta Jihoceské
Univerzity v Cesky Budé&jovicich

Skolitel: prof. RNDr. FrantiSek Sehnal, CSc.

PiedloZena doktorska disertaéni prace v rozsahu 73 stran je rozdé€lena do péti
kapitol znichZ prvni obsahuje jednotici tvod kcelé studované problematice, dalsi tfi
obsahuji kopie védeckych publikaci tykajicich se dané¢ho tématu disertace. V posledni
kapitole jsou stru¢né shrnuty dosaZené vysledky s moZnostmi smérovéani tohoto vyzkumu
v budoucnu. V uvodni ¢asti disertace jsou rovnéz uvedeny publika¢ni aktivity autora. Jde o tii
védecké prace u kterych je doktorand prvnim autorem a jsou jak jiz bylo uvedeno, soucasti
predkladané disertaéni prace.

Seznam publikaci je doplnén c¢tyimi abstrakty prezentovanymi na konferencich
v zahrani¢i a kde je ve vSech pfipadech doktorand prvnim autorem.

Po formalni strance pfedlozena disertacni prace spliluje vSechny pfedepsané soucasti.
Zvolené téma prace je velmi aktualni a navazuje na dlouhodoby vyzkum realizovany na
pracovisti Entomologického tstav AV CR a Pfirodovédecké fakulty Jihodeské univerzity
v Ceskych Budgjovicich. _

Cile disertace jsou jasné a srozumitelné definované a v metodické ¢asti jednotlivych
kapitol jsou podrobn& popsané pouZité metodické postupy. Uvodni &ast (kapitola 1.) na 24
stranach textu informuje o problematice hmyziho imunitniho systému z riiznych hledisek a
velmi podrobné. Text je doplnén bohatym seznamem literarnich zdroji. Na tuto &ast
bezprostiedné navazuje kapitola seznamujici ¢tenafe s morfologii a funkcemi snovacich 714z a
jimi produkovanymi vlakny u riznych zastupci hmyzi fiSe. Cela tato ¢ast, velmi precizné
zpracovana a svéd¢i o autorove dobré orientaci ve studované problematice.

Vysledky jsou shrnuty ve tfech publikacich, jeZ jsou soucasti kapitoly 2,3 a 4. Nutno
poznamenat, Ze prace jsou, ¢i budou publikovany v prestiznich mezinarodnich &asopisech.
Prvni z praci iz tiskem vysla (J.Insect Physiology) dalsi dvé jsou v recenznim fizeni. (Journal
of Invertebrate Pathology a Journal of Insect Biotechnology and Sericology).. Problematika
celé disertac¢ni prace se v podstaté tyka dvou aspektll vyzkumu hedvabi u zavije¢e voskového
a v mensi mife bource moruSového — a sice prokazat piitomnost latek chranicich hedvabi
kokonti pfed napadenim mikroby a poZerem, a déle studovat problematiku recyklace hedvabi
produkovaného Zeroucimi housenkami. V ramci téchto cili bylo prokazano, ze gen hemolinu
je exprimovén v nékolika organech larev Galleria mellonella, véetné nervového systému a
snovacich Zlaz a Ze velikost jejich reakce k bakteridlnimu napadeni je podobni jako u
tukového télesa, dale skutecnost, Ze galiomicin i mucin-like protein nohou hrat roli v ochrang



kokonu, a Ze tyto latky jsou exprimovany rovnéZ v tukovém télese. Stejné zajimavé jsou
vysledky tykajici se recyklace produkovaného hedvabi housenkami.

Vyznam téchto vysledkii nepochybné podtrhuje i fakt, Ze svoji kvalitou piekonaly a
nepochybné piekonaji bariéru piisného recenzniho fizeni pied pfijetim do tisku ve vyse
uvedenych védeckych ¢asopisech.

Zavér celé disertacni prace tvoii strucné a jasné shrnuti vSech dosazenych vysledki
s Casti, tykajici se perspektiv tohoto typu vyzkumu. Zde autor nastifiuje moznost dalSiho
postupu vyzkumu v této oblasti se zdfiraznénim jeho praktického vyznamu.

Pfipominky oponenta: jde pouze o formalni nedostatky. Oznaceni kapitoly ¢ 4
(Chapter 4) se vyskytuje v textu dvakrat. Naopak chybi v v obsahu oznacena kapitola ¢. 5
v textu. PfiCemZ toto oznaceni kapitoly je zbytené, stailo by pouze uvést: Zavéry
(Conclusions).

Zavér posudku:

PiedloZena disertani prace méa velmi dobrou uroven. Autor v ni prokazal dostatek
teoretickych i praktickych védomosti a zvladl celou fadu modernich, biochemickych,
imunologickych a molekularné biologickych metod, které ucelné pouzil k dosaZeni
origindlnich vysledkl. Tyto nemaji jen vyznam pro rozsifeni zédkladniho poznani v uvedené
védni discipling, ale mohou byt vyuzity i v praktické ¢innosti. Diikkazem kvality piedloZzené
disertace jsou publikace jizZ vyslé, nebo v recenznim fizeni se nachazejici, které jsou zakladem
celé piedkladané prace a jsou nebo budou publikovany v prestiznich mezinarodnich
Casopisech. Mohu rovnéZ konstatoval, Ze planované cile, které si doktorand vytknul byly
splnény. VySe uvedené pfipominky jsou formalniho charakteru a nijak nesniZuji troven
predlozené disertacni prace. Rukopis také spliiuje vSechny pozadavky kladené na tento typ
prace v oboru Fyziologie Zivocichi. Z téchto divodi doporuéuji pfijmout piredloZenou praci
jako podklad pro obhajobu a na zakladé spésné obhajoby udélit Haq Abdul Shaikovi, MSc.
Akademicky titul doktor (Ph.D.).

V Bmé dne 10. zafi 2009

Ptirodovédécka fakulta
Masarykovy univerzity v Brné



