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Velmi hezky napsand pfedmluva dobie charakterizuje
cil publikace, tj. dat Ctenafi relativné struény piehled
vyvoje biotechnologii od konce 19. stoleti po nase dny.
Ukazuje na vyznamné Gspéchy védy a vyuziti novych po-
znatkl v praktickych aplikacich, jez pfispivaji ke zvySeni
kvality zivota. Obhajuje diivod rozd€leni obsahu publikace
do tfi casti a strucné glosuje jejich obsah.

Prvni ¢ast se podrobné zabyva historii biotechnologii,
kterd je rozdélena do 4 Casovych usekt (do r. 1850,
18501890 Pasteur a rozpustné enzymy, 1890-1950 orga-
nicka rozpoustédla, organické kyseliny, enzymové techno-
logie a zacatek vyroby antibiotik a po r. 1950).

Era ,novych biotechnologii, kterd je spojena
srozvojem genetiky a jejim uplatnénim v biotechno-
logickych aplikacich a byla zahajena zejména rekombi-
nantnimi DNA technologiemi v sedmdeséatych letech jiz
plynule ptechazi do druhé ¢asti nazvané ,, The New Para-
digm Based on Molecular Biology and Genetics“ . V této
modernich biotechnologii a piehledné jsou vymezeny je-
jich aplikacni oblasti. Nezapomina se zde ani na etické
aspekty biotechnologii a problematiku intelektualniho
vlastnictvi.

Tteti ¢ast nazvand prosté ,,Application” je vénovana
problematice biochemického inzenyrstvi, industrialnim
biotechnologiim (biopaliva, bioplyn, velkokapacitni pro-
dukce jako aminokyseliny, organické kyseliny, vitaminy,
biopolymery a j., aplikace enzymu, biotechnologie
v potravinaistvi a enviromentalnich aplikacich, aerobni
a anaerobni CiSténi odpadnich vod). Nasledujici podkapito-
la je vénovana farmaceutickym biotechnologiim, kde jsou
zatazeny mikrobialni fermentace, biotransformace, bunéc-
né kultury, antibiotika, monoklonalni protilatky, vakciny,
hormony, cytokiny, krevni derivaty, diagnostické enzymy
a protilatky a dal§i biofarmaceutika). Posledni stru¢nou
podkapitolu tvofi rostlinné biotechnologie. Autofi se zde
zabyvaji typy pouzivanych genovych modifikaci i soucas-
nymi problémy, které jsou s uplatnénim transgennich plo-
din spojeny (politické, bezpe€nosti a etické aspekty, regu-
lacni mechanismy, nazory vetejnosti). Cela tato treti Cast
je sice dobfe napsana, ale rozhodné neni vycerpavajici. To
vSak vzhledem k soucasnému rozsahu biotechnologii
a rozsahu knihy ani nebylo mozné.
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V kazdém pfipad€ je to kniha zajimava, ktera stoji za
precteni a doporudil bych ji zejména jako vyukovy mate-
ridl a velice vhodny informacni prostfedek pro ty, ktefi
chtéji ziskat globalni pohled na vyvoj i soucasny stav bio-
technologii.
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| MicroRNA neboli miRNA jsou neko-
dujici, jednovlaknové RNA molekuly,
které se skladaji z21-23 nukleotidd, specificky reguluji-
cich genovou expresi. Retézce miRNA vznikaji nejprve
jako prekursory, tzv. pri-miRNA, které diky vzajemné
komplementarnim sekvencim vytvareji vlasenky a které
jsou v jadfe procesovany na funkéni miRNA. Jejich speci-
fickd regulace je dana céstecnou komplementaritou
k transkriptim gend (mRNA), jejichz expresi reguluji
(snizuji produkci odpovidajicich proteinti). Vzhledem ke
své funkci nalezly miRNA podobné jako siRNA rozsahlé
uplatnéni v molekularni biologii. Kniha ,,MicroRNA Pro-
tocols se po tivodu prezentujicim ponékud nevyvazeny
prehled nekodujicich RNA vénuje konkrétnim metodam
izolace, detekce a analyzy miRNA, vcetné optimalizované
metody northern blotu s vysokym rozlisenim pro urceni
délky fetézci miRNA, identifikace genové specifickych
miRNA, nebo vypocetniho schématu pro analyzu sekve-
nacnich dat miRNA. Nasleduji metody identifikace
miRNA v intronech a konstrukce databazi intronovych
miRNA. Dal8i kapitoly se zabyvaji napf. sledovanim
a validaci interakce miRNA s cilovou mRNA nebo studi-
em expresnich profild miRNA v Caenorhabditis elegans,
pluripotentnich a embryonalnich bunikach, ¢i neuronech
v riznych stadiich diferenciace. Déle jsou prezentovany
metody pripravy vektorll pro vnaseni miRNA a metody
studia funkce miRNA in vitro i in vivo. Je zde demonstro-
vana i moznost pouZziti miRNA pro vytvoreni stabilniho
transgenniho mySiho modelu, v némz byl konstrukt kodu-
jici miRNA cilen do intronu tkanové specifického genu.
Déle jsou popsdny napf. moznosti umlceni onkogenti
v kmenovych buiikach, nebo stanoveni miRNA ve slinach,
jakozto biomarkeru OSCC (oral squamous cell carcino-
ma). Je zde i nastin mozné aplikace miRNA v kosmetice
pro béleni pokozky sniZzenim exprese tyrosinasy, nutné pro
vytvafeni melaninu. V zavéru knihy jsou priklady klinic-
kych aplikaci, jako jsou podpofeni hojeni ran modulaci
imunitni odpovédi nebo sniZeni exprese genii nadproduko-
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vanych pfi rakoviné prostaty.

Prestoze kniha obsahuje tadu dobfe zpracovanych
kapitol s aktudlni problematikou, nelze fici, Ze je optimal-
nim materidlem pro ziskdni vSeobecné orientace
v problematice miRNA. Jedna se o nahodily soubor indivi-
dualné zpracovanych témat, z nichz néktera mohou byt
zajimava pro odborniky v této oblasti.

Tomads Ruml
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Donedavna byl farmaceuticky primysl orientovan
zejména na izolaci nebo produkci organickych molekul.
V souCasné dobé rozvoje rekombinantnich technologii,
kdy disponujeme velkou skalou produkénich kmeni a je
zndm genom fady organismil, zaznamendvame posun
k hledani a vyrobé proteint pro 1é¢bu i prevenci ruznych
typtt onemocnéni. Uvedeni nového proteinu do klinické
praxe je obvykle spojeno s dlouhou cestou charakterizace
a testovani produktu, véetné fady klinickych testi. Dilezi-
tou roli krom¢ ucinnosti 1éku hraje také vylouceni jeho
toxicity a nezadouci imunitni odpovédi. V ptipad¢ Gspes-
nych prvotnich testd nasleduje dalsi zdlouhavy proces;
optimalizace produkce ve velkém méfitku a charakterizace
vlastnosti finalniho produktu.

Toto druhé vydani knihy: ,,Therapeutic Proteins:
Methods and Protocols® podava v uvodu aktualni piehled
o nejprodavanéjsich terapeutickych proteinech a dalsich,
které byly neddvno schvéleny, nebo jsou ve fazi schvalo-
vani. Z nich nejvétsi podil na svétovych trzich predstavuji
protilatky a jejich derivaty. Kromé toho jsou vyrdbény
atestovany proteiny ovliviwgjici srazeni krve, imunitni
systém, dale sem patii napt. enzymy, hormony a podptirné
proteiny pro regeneraci tkani. Tématem dalSich kapitol je
ptehled ruznych typti knihoven protilatek a phylomero-
vych knihoven peptidi, které pres svoji malou velikost
(cca 15 az 50 aminokyselin) jsou dostatecné dlouhé, aby
zaujaly sekundarni strukturu. V kapitolach vénovanych
témto problematikdm jsou popsény protokoly piipravy
knihoven a metod jejich testovani, jako jsou ribosomalni ¢i
kvasinkovy displej. Dalsi ¢ast je zaméfena na navrh a pro-
dukci domén protilatek, ,,affibodies”, tj. malych ligandd
neimunoglobulinové povahy, déale tzv. dudlnich variabil-
nich domén imunoglobulintl, jez specificky vazi zaroven
dva cile, nebo tzv. di- a tribodies, coz jsou terapeutické
derivaty protilatek. Ty vyuzivaji schopnost heterodimeri-
zace tézkého a lehkého fetézce Fab fragmentt pro vytvore-
ni leSeni pro pfipojeni funkcnich vazebnych skupin, pfi-
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cemz tribodies vykazuji del$i retenci v organismu.
Z oblasti exprese proteintl v E. coli jsou predstaveny pro-
tokoly pro produkci membranovych proteinti nebo pro
produkci jediného proteinu po eliminaci veSkerych intrace-
lularnich mRNA. Pasaz exprese bunéénymi liniemi disku-
tuje jak transientni expresi, tak pfipravu a vyuziti stabil-
nich transfektanti. Nechybi ani produkce terapeutickych
proteintt v Arabidopsis thaliana. Pozornost je vénovana
i purifikaci produktu napf. odstranéni endotoxint a virt.
Jsou popsany metody charakterizace produktu jako analy-
za N-glykan vcetné vyuziti databasi pro glykobiologii.
Jsou popsany také zpisoby charakterizace farmaceutic-
kych vyrobkl zméfené jak na cilené vytvorené modifikace
napt. PEGylace, nebo negativni jevy jako je napf. vyskyt
okem neviditelnych castic a proteinovych agregatd, ¢i
analyza isomerace aspartatu, kterd je indikatorem degrada-
ce proteint. Jsou nastinény i pocitatové metody predikce
a simulace agregace proteint. Zavér knihy pojednava
o dvou zpasobech formulace 1ékd, a to chitosanovych na-
nocasticich a konjugatech protilatek s 1éky.

Dle mého nazoru miize tato kniha byt uzitenym rad-
cem studentlim i odbornikim zabyvajicim se terapeuticky-
mi proteiny. Jeji hlavni pfednost spatfuji v tom, Ze podava
aktualni prehled této problematiky. Ten je doplnén nékte-
rymi nejdulezitéjsimi protokoly pro jednotlivé techniky.

Tomas Ruml
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Malarie je vazné onemocnéni zpusobené parazitem
Plasmodium falciparum, ktery je prenasen komary. I pres
pokrok ve vyzkumu malarie a snahu zavadét jeho vysledky
do 1ékarské praxe, umiraji na tuto nemoc ro¢n¢ az tii mili-
ony lidi. Lze vSak konstatovat, Ze rozvoj metod molekular-
ni genetiky v poslednim desetileti pfedstavuje slibnou per-
spektivu pro vyzkum malarie. Toto druhé vydani knihy
»Malaria: Methods and Protocols“ poskytuje detailni popis
soucasnych metod laboratorniho vyzkumu malarie. Kniha
je pomérné obsahla a zahrnuje celkem 41 kapitol, rozdéle-
nych do sedmi tematickych okruhd. Prvni z nich se zabyva
zakladnim a dosud ne zcela zvladnutym krokem tohoto
vyzkumu, a sice technikami kultivace plasmodia in vitro
i ve zvifecim modelu, laboratornich mys$ich. Logicky na-
vazuje ¢ast pojednavajici o genetickych metodach od pfi-
pravy a selekce stabilnich transfektantd, ¢i transientni
transfekce, pfes vyuziti rekombinaci pro zmény genomu
plasmodia, umléeni genti pomoci siRNA, az po metody
standardizace klasifikace mutantli tohoto parasita. Treti
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¢ast snazvem ,,OMIC techniques” presentuje metody
kvantitativniho PCR, mikroCipi, vysokokapacitni metody
sekvenovani ,,nové generace pro analyzu expresniho pro-
filu ¢i analyzu sekvencnich polymorfismi kmend plasmo-
dia. K nim se déle fadi metody proteomiky a meabolomiky
jako studium fosfoproteomu a hydrofilnich metabolitd
P. falciparum. Dalsi ¢ast si v§ima stavu infikovanych cer-
venych krvinek od jejich mikroskopického pozorovani po
metody izolace merozoitl P. falciparum a pouziti prutoko-
vé cytometrie pro zjisténi intracelularnich Ca*" iontd. Ty
jsou totiz dilezitym signalnim poslem pro sekreci proteinti
nutnych pro invazi tohoto parazita. Nasleduje filtra¢ni
metoda méteni hemodynamickych vlastnosti, jakoZto indi-
katoru deformacnich zmén erythrocytd, nebo pouziti mi-
kroskopie atomarnich sil pro analyzu infikovanych krvi-
nek. Jsou diskutovany i nékteré dilci a velmi specifické
metody jako moZnost pfekonani problémul pii produkci
membranového proteinu P. falciparum bohatého na cystei-
ny, sekvenovani DNA ziskané imunoprecipitaci specificky
modifikovanych variant histontl, in situ zobrazovani tran-
skripénich mist P. falciparum v synchronizovanych krev-
nich kulturach riznych stadii infekce nebo luminiscenéni
zobrazovani infikovanych krvinek v laboratornich mysich
s vyuZitim transgenniho P. berghei produkujiciho lucifera-
su. Dalsi metody se tykaji studia zobrazovani a kvantifika-
ce stadii infekce pfed vstupem plasmodia do erythrocyti,
jako je posuzovani pohyblivosti sporozoitl, kvantifikace
jejich vstupu do hepatocyti a pfechodu do dalSich bunék
a posuzovani ruznych stadii vyvoje v hepatocytech vcetné
kvantifikace jednotlivych stadii P. berghei, produkujiciho
luciferasu. Dalsi ¢ast knihy obsahuje kapitoly zabyvajici se
imunitni odpovédi na infekci plasmodiem. Jsou zde meto-
dy primé analyzy odpovédi lidskych NK bunék nebo my-
Sich CD8 T bun¢k vakcinovanych atenuovanym P. yoelii
a konstrukce modelovych systémt jako jsou chimerni
plasmodia pro imunologické studie nebo my$i model
s transgennim T-bunéénym receptorem. Posledni oddil je
cilen na 1écbu malarie. Popisuje metody testovani inhibito-
ru, riizné zplsoby vakcinace a posuzovani jejich u¢innosti.
Kniha je rozsdhlym pfehledem soucasnych metod
pouzivanych pro studium malarie. Pfedpokladam, ze vé-

decti pracovnici zaméfeni na tuto oblast ji mohou ocenit.
Tomas Ruml
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Je vSeobecné znamo, ze plisn¢ produkuji velké mnoz-
stvi rozmanitych latek, patticich do kategorie sekundarnich
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metabolitl. Sem spada napiiklad fada antibiotik. Soucasné
molekularné biologické metody umoziuji nové piistupy
k identifikaci takovychto latek a k cilené zméné producen-
th tak, aby bylo dosazeno jejich zvySené produkce napf.
cilenou mutagenezi regulacnich domén v DNA. Navic je
mozné vyuzit genového inZenyrstvi k optimalizaci produ-
kovanych latek. Kniha: ,,Fungal Secondary Metabolism:
Methods and Protocols® si klade za cil predstavit soucasné
metodologie pouzivané pro vyhledavani, produkci, purifi-
kaci a testovani sekundarnich metaboliti. Pocatek knihy je
vénovan piipravé genomovych knihoven, vysokokapacit-
nimu sekvenovani plisiovych genomi a analyze sekvenac-
nich dat, véetné moznosti identifikace klastri gend koduji-
cich enzymy biosyntetickych drah sekundarnich metaboli-
th. Dalsi pasaz se tyka zpusobu kultivace plisni, indukce
produkce sekundarnich metabolitd a regulace fenotypové-
ho projevu zménami kultivaénich podminek. Dosazeni
pozadovaného profilu metabolitti, stejného jako pfi rdstu
na povrchu pevného média za soucasného zvyseni kapaci-
ty by méla poskytovat metoda, pfi niz plisné prorastaji do
porézniho materialu. Kultivace zde probiha v rotujicich
lahvich s limitovanym mnozstvim tekutého média. Dalsi
kapitoly jsou zaméfeny na purifikaci a analyzu sekundar-
nich metabolitl produkovanych riznymi rody plisni, vcet-
n¢ analyzy alkaloidii a tékavych latek. Druhd polovina
knihy je orientovdna na metody pro pfipravu geneticky
modifikovanych kment, jako jsou cilené zmény promoto-
rovych oblasti a mutace gent, konstrukce vektort a jejich
pouziti k vneseni vice genti zaroven. Nasledujici kapitoly
jsou zasvéceny specialnim metodam zahrnujicim vysoko-
kapacitni identifikaci regulatordi produkce, studium protei-
novych komplexi purifikovanych tandemovou afinitni
chromatografii, nebo vyuziti diferen¢ni analyzy 2D NMR
spekter pro porovnani metabolomui.. Zavér je pak dediko-
van kapitolam z riznych oblasti, z nichZ jedna je imuno-
precipitace chromatinu protilatkami proti rizn¢ modifiko-
vanym histonim pro identifikaci domén DNA, vcetné
tabulky udavajici priklady vztahu téchto modifikaci s kon-
krétnimi biosyntetickymi drahami. Jsou presentovany
i protokoly pro vyuziti cilené proteomické analyzy pro
optimalizaci metabolickych drah, studium interakci regu-
lacnich proteinti uvnitf plisinovych spor, purifikaci intrace-
lularnich vackl, vnichz jsou akumulovany aflatoxiny,
pouziti dutych vldken naplnénych lidskymi bunéénymi
liniemi a implantovanych do imunodeficientni mys$i, spo-
jujici in vitro a in vivo metodu vyhledavani novych cyto-
statik produkovanych plisnémi. Posledni kapitola popisuje
analyzu fungalni genové exprese pozménéné v disledku
odpovédi plisni na kontakt s hmyzim predatorem.

Kniha je dle mého nazoru dobfe zpracovana a presen-
tuje nckteré aktudlni techniky. Prestoze neni ucelenym
ptehledem, véfim, Zze mize odbornikim na tuto problema-
tiku pfinést cenné informace.

Tomas Ruml
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Epitel, jakoZto vnéjsi i vnitini povrch organizmu, je
primarnim mistem interakce s mutageny a toxickymi lat-
kami. Kromé ochranné role ma i sekreéni funkci, nebot’
fada zlaz je tvorena pravé epitelovou tkani. Dilezitd je
i smyslova a podptirna funkce epitelu. Se zménami epiteli-
alnich bunék souvisi fada onemocnéni, zejména nadoro-
vych. Proto jsou tyto builky pfedmétem l1ékaiského vyzku-
mu a epitelidlni bunécné linie se staly jednim z nejpo-
uzivangjsich bunéénych systémul. Toto druhé vydani knihy
,Epithelial Cell Culture Protocols“ poskytuje podrobné
popsané protokoly opatfené potfebnym tvodem do proble-
matiky.

Kniha popisuje metody piipravy a kultivace riznych
typt epitelidlnich bun€k od modifikace kultury bunék dro-
zofily Ras onkogenem, po kultivaci bun¢k choroidniho
plexu pro studium struktury a funkce bariéry mezi krvi
a mozkomisni tekutinou a patogennich stavi zpsobenych
jejimi poruchami. Dalsi protokoly se tykaji kultivace bu-
nek epitelu oka, konkrétné spojivky, rohovky a jeji pig-
mentované vrstvy. Dalsi lidské epitelialni buniky, jimz je
vénovana pozornost, jsou keratinocyty hltanu, ustni dutiny,
jazyka, nosu a pradusek. Je zde popsana i klasicka metoda
kultivace lidskych keratinocytll na podptirné vrstvé mysich
embryonalnich fibroblasti NIH 3T3 a kultivace samotnych
mysich epidermalnich keratinocytt. Protokoly pro kultiva-
ci dalsich epitelialnich bunék modelovych organismt jsou
uvedeny pro mysi trachedlni epitel a krysi alveolarni epi-
tel. Kultivace lidskych a mySich prsnich epitelidlnich bu-
nek ve trojrozmérné kultufe je presentovana jako fysiolo-
gicky relevantni model, poskytujici lepsi pfiblizeni fysio-
logickym parametrim ve srovnani s buné¢nou monovrst-
vou. Navazujici kapitoly se tykaji izolace a kultivace vy-
branych typt bun¢k jako napt. epitelidlnich bunék brzliku,
véetné jejich reagregace pro vytvofeni funkénich $tépl
brzliku, nebo selektivni obohaceni jaterniho homogenatu
o zarodecné bunky. Déle jsou nastinény problémy dlouho-
dobé kultivace hepatocyti a moznosti eliminace jejich
zmén v buriky podobné fibroblastim v disledku akumula-
ce stresovych vlaken. Dalsi protokoly presentuji zptisoby
kultivace epitelialnich bunék zlu¢niku, tenkého stieva,
ledvin, Zenskych reprodukénich organti, prostaty a moco-
vych cest. Zavérecné kapitoly ukazuji specialni metody
jako je model pro testovani efektu signalizacnich molekul
pri tvorbé ektodermalnich organt, nebo vyuziti riznych
virovych vektort pfi ptipravé lidskych bunéénych linii.

Kniha je dle mého nazoru dobie zpracovana a presen-
tuje fadu pokrocilych technik kultivace epitelidlnich bu-
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nek. VErim, ze mize byt zajimava zejména pro odborniky
pracujici v této oblasti.
Tomdas Ruml

Bernhard Suter,
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Vol. 812

Vydal Humana Press, 2012, vydani prv-
ni, 340 stran, pevna vazba, cena 89 €.
ISBN 978-1617794544

Pfi zkoumani takika vSech procest, odehravajicich se
v zivych bunikach, hraji roli interakce mezi proteiny. Meto-
dy umoznujici prizkum celych interaktomd jsou tudiz
klicové nejen pro systémovou biologii. Cilem klasickych
technik i nové€ vyvijenych metod je efektivni vyhledani
proteinovych  interakci, kvantifikace jejich  sily
a v neposledni fad€ i jejich nezavislé ovéfeni. Kniha ,,Two
Hybrid Technologies* si klade za cil shrnuti protokolt pro
zkoumadni protein-proteinovych interakci klasickymi dvoj-
hybridnimi systémy, jejich variantami a dalSimi in vivo
metodami, a to ve dvou relativné striktné oddélenych sek-
cich. Zatimco prvni ¢ast nas provede protokoly, pouziva-
nymi ve vysokokapacitnim testovani protein proteinovych
interakci, v ¢asti druhé jsou popsany inovativni metody
vyhledavani interakci mezi proteiny, které maji potencial
nahradit techniky stavajici.

Od roku svého objeveni v roce 1989 prochazi metodi-
ka dvojhybridniho kvasinkového systému boutlivym vyvo-
jem, ktery je postupné shrnut v prvnich 12 kapitolach kni-
hy. Jsou zde shrnuty jak dva nejcastéji pouzivané pristupy
strategii testovani, tak rozna vylepSeni. Ctenaf v prvni
Casti najde i kapitoly o specifickych interaktomech, jako je
napf. virus — lidska bunika. V zavéru jsou poté shrnuty
techniky klasifikace interakci a zplisoby, jak odd¢lit fales-
n¢ pozitivni od opravdovych, biologicky relevantnich in-
terakef.

V druhé ¢asti knihy stoji za pozornost popis membra-
nového dvojhybridniho systému, systému zalozeného na
interakci tetracyklinového represoru a operatoru, vykazuji-
ctho vyznamné niz§i hladinu fale$né pozitivnich vysledki
¢i tzv. fluorescentniho dvojhybridniho systému pro vizua-
lizaci interakci proteinti ve vybrané bufice. V Uiplném zave-
ru najdeme kapitoly, zabyvajici se systémem MAPPIT
(z angl. Mammalian Protein-Protein Interaction Trap) pro
studium lidského interaktomu.

Nekteré kapitoly byly signifikantné detailn€jsi, nez
jiné, ale tato nekonzistence neni na Skodu, Ctenaf ziskava
touto knihou zajimavy néahled nejen do historie, ale hlavné
do budoucnosti sledovani interakci pomoci dvojhybridnich
systémul.

Jan Lipov



