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Mikrotubuly jsou jednim ze tfi cytoskeletalnich systé-
mu. Podileji se, podobné jako mikrofilamenta, na mno-
hych bunéénych déjich od uderu bicikli pfes mitotickou
segregaci chromozomu a transport vezikul v cytosolu po
cilenou buné¢nou migraci. Pochopeni molekuldrnich prin-
cipt regulace dynamiky mikrotubul je tedy nevyhnutelné
pro studium téméf vSech bunécnych procesii. Autofi se
pokusili o shrnuti jiz diive zavedenych jako i nové vyvinu-
tych metod a postupti, které slouzi pro vyzkum dynamiky
mikrotubul in vitro nebo v buiice.

Prvni kapitola se v pomérné rozsahlé resersi zabyva
dynamikou mikrotubul od jejiho objevu po nejnovéjsi zjis-
téni, presentuje zajimavé zplsoby vizualizace téchto déju
v in vitro systémech jako i v kontextu Zivé buriky. Posledni
cast této kapitoly je vénovana instrumentaci analyzy, jsou
diskutovany parametry vhodné pro co nejlepSi popséani
dynamiky mikrotubul u divokého typu bunék a ptripadnych
zmén v dynamice mikrotubul mutantl, riznych chorob-
nych stavil nebo jako nasledek vlivu inhibitorti. Druhd az
pata kapitola se zabyvaji detailnim popisem izolace tubuli-
nu z ruznych zdrojii a s riznymi posttranslaénimi modifi-
kacemi. Metody studia dynamiky mikrotubul a jejich inter-
akci in vitro jsou probrany v kapitolach Sest az tfinact.
Nasledujici dvé kapitoly obsahuji protokoly pro studium
ultrastruktury mikrotubul a s nimi asociovanych proteinti.
Kapitoly 16 az 19 nabizeji protokoly pro analyzu nukleace
mikrotubul, jejich fluktuace a sily produkce v burikach.
Posledni dvé kapitoly jsou vénovany zplsobum izolace
proteinti asociovanych s mikrotubuly, regulatorti a jejich
interak¢nich partnerd.

Kazda kapitola této publikace obsahuje kratky abs-
trakt a klicova slova, prehlednou teoretickou resersi, se-
znam materiald potfebnych pro dany experiment, podrob-
né¢ a prehledné zpracovany protokol (hodné napomocné
pro experimentatora jsou upozornéni na ¢asovou nasled-
nost a narocnost pripravy na experiment jako i jeho jednot-
livych krokl). Teoreticka reSerSe a protokoly jsou casto
doplnény piehlednymi a nazornymi schématy nebo foto-
grafiemi. Na konci kazdé kapitoly jsou poznamky, které
obsahuji navrhy alternativ zpracovani, pojednavaji se zde
jejich vyhody a nevyhody, déle jsou zde obsazeny praktic-
ké rady a postiehy, mozné zpisoby urychleni nebo zlehce-
ni si nékterych kroki protokolu.
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Publikaci 1ze doporucit jak jiz zavedenym laborato-
fim, tak i kolegiim zacinajicim sviij vyzkum v oblasti dy-
namiky mikrotubul.

Petra Grznarova
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V soucasnosti existuje jiz vice nez 20 proteind, jejichz
Spatné sbaleni mtze u clovéka zpusobit onemocnéni
(amyloidézu). V Gvodu se text vénuje technikdm rekombi-
vSak leZi v diagnostice a analyze Spatné€ sbalenych protei-
na do struktury amyloidi.

V uvodnich kapitolach podévaji autofi seznam vi-
ceméné standardnich protokolii pro zvySeni mnozstvi
spravné sbaleného proteinu pfi rekombinantni produkei, at’
jiz v E. coli ¢i vbezbunééném systému, tyto informace
jsou doplnény protokoly, umoznujici solubilizaci a refol-
ding proteind z inkluznich télisek. Nékolik dalsich kapitol
se vénuje instrumentaci, pouzivané pfi studiu sbaleni pro-
teind, Ctenaf je seznamen se zaklady vyuziti cirkularniho
dichroismu, EPR (electron paramagnetic resonance) spek-
troskopie a NMR. Jak jiz bylo fe€eno, specializaci knihy
jsou protokoly zaméfené na detekci a analyzu amyloidnich
fibril. Jsou popsany metody rentgenové difrakce, NMR,
sedimentacni analyzy i metody vyuzivajici elektronovou
mikroskopii. Tyto viceméné tradi¢ni techniky jsou doplné-
ny kapitolou o vyuziti povrchové plasmonové resonancni
spektroskopie, konkrétné pfi studiu vazby amyloidogenni-
ho transthyretinu na membranu na komercnich biosenso-
rech. Posledni kapitolou je potom ukézka, jak mize byt
hmotnostni spektrometrie (konkrétné SELDI TOF) vyuzita
pfi objasnéni role kovl pfi Alzheimerové chorobé. A¢ je
kniha trochu o néem jiném, neZ se zdalo podlé jejiho na-
zvu a je hodn¢ zaméfend na vyuZiti netrividln€ dostupné
instrumentace, své Ctenate si jisté najde.

Jan Lipov
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Integriny jsou klicové molekuly
v ruznych biologickych procesech od bunétného ristu
a diferenciace, morfogeneze tkani, imunitni odpovédi,
hojeni ran az po patologické procesy jako naptiklad auto-
imunitni pochody, trombozy, ¢i progrese nadorovych one-
mocnéni k metastaze. S tim souvisi ¢asto multidisciplinar-
ni pfistup k jejich studiu. Kniha ,,Integrin and Cell Adhesi-
on Molecules: Methods and Protocols“ si klade za cil po-
skytnout, kromé zékladnich protokolii pro studium funkce
integrintl, i pfehled soucasnych technik, pouzivanych pro
zodpovézeni otazek, tykajicich se funkce téchto proteind
v riznych urovnich od molekularni a strukturni, pies bu-
nécnou, az po uroven celého organismu. Kniha je rozdéle-
na do Sesti ¢asti, pfi¢emz prvni je souhrnem protokolll pro
studium integrint in vitro od studia bunécéné adheze a in-
terakci, az po pouziti lentivirovych vektord pro modifikaci
bunék, tak aby mohly byt studovany rizné aspekty funkce
integrintl. Cast nazvana ,,Strukturné biologické piistupy ke
studiu integrinti a molekul bunééné adheze* obsahuje pre-
hled poznatkii o strukturni biologii integrinti, moznostech
jejich exprese a purifikace, jejich elektron-mikroskopické
zobrazovani, studium interakci pomoci NMR a nckteré
metody studia molekul, jako jsou molekulové pinzety Ci
mikroskopie atomarnich sil. Treti ¢ast pfinaSi nadvody pro
zobrazovani bunécné adheze a migrace naptiklad pomoci
FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer), ¢i vyso-
korozliSovaci fluorescenéni mikroskopii. Dalsi ¢ast, pojed-
navajici o signalizaci zprosttedkované integriny, uvadi na
nékterych specifickych pripadech obecné pouzitelné meto-
dy, véetné proteomickych pfistupd. Pata cast se soustiedi
na bunéénou adhezi a migraci na urovni modelovych orga-
nismu tj. mysi a hlenky (Dictyostelium discoideum). Zave-
re¢na Cast ukazuje moznosti vyuziti integrinti pro diagnos-
tické a terapeutické ucely.

Kniha ,,Integrin and Cell Adhesion Molecules: Met-
hods and Protocols® je vyCerpavajicim piehledem této
problematiky. Predpokladam, ze splni svij cil, deklarova-
ny na obalu, tj. poskytnout cenné a rozsahlé informace jak
expertim, orientovanym na interginy, tak zacate¢nikiim
v této oblasti.

Tomdas Ruml
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Kinasy, fosforylujici proteiny a lipidy, jsou vyznam-
né regulatory bunééného cyklu a fady dalSich klicovych
pochodii v eukaryotickych bunkach. V lidském genomu
bylo identifikovano vice nez pét set gend, kodujicich kina-
sy, pfi¢emz mutace fady znich zplisobuji vazné zmény;
napiiklad vznik a rozvoj nékterych onemocnéni; zejména
rakoviny, autoimunitnich a jinych, zdnétlivych onemocné-
ni. Tim se stavaji kinasy zajimavym terapeutickym cilem
atada farmaceutickych spolecnosti se zabyva vyvojem
a testovanim inhibitort kinas. Prvni dvé kapitoly knihy
uvadéji ctenafe do problematiky a poskytuji dobry piehled
o soucasném stavu vyvoje inhibitord kinas uréenych pro
terapii rakoviny a zanétlivych onemocnéni. Nejedna se
o pouhy prehled latek, ale je zde vysvétlen i zpuisob jejich
vazby do vazebného mista pro ATP, vyuzivaného jako
zdroj fosfatu pro fosforylaci. Jsou zminény i o nové piistu-
py khledani inhibitord a negativni aspekt dlouhodobé
aplikace kinas, tj. vyvoj rezistence. Nékolik kapitol je vé-
novano problému specifity, nebot’ fada inhibitort je schop-
na inhibovat vice kinas. V nékterych pfipadech mize byt
tento jev vyhodny (inhibice vice kinas stimulujicich bu-
nécnou proliferace zaroven), ale obecné je spiS problé-
mem, zejména pii dlouhodobé aplikaci.

Jsou zde podrobné protokoly pro identifikaci a izolaci
kinas, zalozené na jejich prokfizeni s inhibitorem, afinitni
chromatografii na nosi¢i s navdzanym substratem, nebo
jiné separaci po vazbé¢ inhibitoru, at’ v pfimém nebo kom-
petitivnim uspofadani. Jedna z metod napt. popisuje kom-
petitivni stanoveni afinity kinas k inhibitorim, za pouziti
zndmého, méné specifického inhibitoru soucasné s testova-
nou latkou a nasledné proteomické analyzy. Kniha neopo-
miji ani dulezité aspekty hepatoxocitity inhibitori a zpi-
sob jejiho testovani s pouzitim primarni kultury hepatocy-
td, dale moznosti studia vzniku resistence v modelovém
uspofadani, ¢i sledovani odezvy fosfoproteomu na pasobe-
ni inhibitort.

Problematika inhibitorl kinas je natolik Siroka, Ze
neni mozné ji pokryt, byt jen v prifezu, celou. Vybrané
kapitoly maji dat ndvod k provedeni n€kterych modernich
metod. Pripadny zajemce o knihu, by mél zvazit, zda je
vybér nekolika kapitol, jejichZ seznam lze nalézt na inter-
netu, pro jeho praci vhodny. Pokud ano, mohla by tato
kniha byt dobrym pomocnikem, nebot’ vSechny protokoly
jsou pomérné detailn€ zpracovany.

Tomas Ruml
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Dilezitym molekuldrnim mechanis-
mem bunécéného cyklu jsou tzv. kon-
trolni body, které zajiStuji bezchybné
déleni. Tyto kontrolni body ové&fuji, pfesnost predchozich
procest bunécného cyklu eukaryotickych bun€k a rozho-
duji o tom, zda buiika postoupi do dalsi faze d&leni. Rada
z téchto mechanismll je zaméfena na kontrolu integrity
genomu. Pokud je detekovano poskozeni genomu, jsou
indukovany signalni mechanismy, blokujici progresi bu-
nécného cyklu a v ptipadé rozsahlého poskozeni je burika
vedena k apoptose. Kniha ,,Cell Cycle Checkpoints: Met-
hods and Protocols* pfinasi popis vybranych metod, zave-
denych pro bézné pouzivané¢ modelové systémy, tj. kvasin-
ky Schizosaccharomyces pombe a Saccharomyces cerevi-
siae; had’atko (Caenorhabditis elegans) a musku, octomil-
ku obecnou (Drosophila melanogaster). Jako modely ob-
ratlovett zde slouzi mysi oocyty a bezbunécné extrakty
74by, Xenopus laevis, které umoziuji zaméfit se napf. na
roli jednotlivych klicovych proteinti po jejich imunodeple-
ci. Jednotlivé kapitoly obsahuji kratky obecny tvod, nasle-
dovany detailnim protokolem celého postupu od kultivace
bunék a jejich synchronizace, zplsobu poskozeni, vedou-
ciho k indukci kontrolnich bodli a moznosti identifikace
jejich aktivace. Kniha ukazuje rtizné pfistupy ke studiu
kontrolnich bodi; stanovenim aktivity kinas. Rada proto-
koli je zalozena na finalnim méfeni poskozeni DNA pri-
tokovou cytometrii. Pro kvasinkové buiiky 1ze pouzit napf.
zde popsané méfeni velikosti bunek centrifugaéni elutriaci
(rozdéleni podle rychlosti sedimentace).

Kontrolni body bunééného cyklu jsou predmétem
zajmu rozsahlé védecké komunity, zabyvajici se jak za-
kladnim vyzkumem mechanismi regulujicich bunécny
cyklus, tak i souvisejici problematikou, tj. podstatou vzni-
ku rakoviny ¢i u¢inkem 1€kt cilenych na inhibici kontrol-
nich bodii bunécného cyklu. Proto lze ocekavat, ze by si
kniha, kterd poskytuje detailni protokoly, mohla najit ¢te-
narskou zakladnu zejména mezi novacky hledajicimi ori-
entaci v této oblasti, jak ostatné naznacuji i sami autofi.
I kdyZ je nutno konstatovat, Zze pro splnéni tohoto cile by

vycerpavajicim prehledem, poskytujicim porovnani jed-
notlivych metod a moznosti jejich aplikace, ale spise sou-
borem vybranych metod v této oblasti. U takto rozsahlé
problematiky by pravdépodobné bylo vhodné zaméfit se
spiSe na vybranou oblast nebo experimentalni model.

Tomas Ruml
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Hromadna analyza genové exprese se
stava neocenitelnou metodou, Kktera
nachézi uplatnéni zejména
v diagnostice a molekularni biologii.
Umoziuje ziskat informaci o celkovém stavu buiky, ¢i
napf. jeji reakci na pasobeni riznych faktorti. Na trovni
celého organismu lze na zakladé této analyzy indikovat
napiiklad typ nékterych onemocnéni anebo reakci pacienta
na lécbu.

V knize ,,Gene Expression Profiling: Methods and
Protocols®, kterd vychazi jiz ve druhém vydani, jsou
popsany jak obecné pouzitelné zakladni metody pro studi-
um genové exprese ve velkém formatu, tak nékteré speci-
alni aplikace. Kniha poskytuje detailni protokoly pro fadu,
v soucasnosti dostupnych, metod analyzy exprese gentl na
tirovni DNA, RNA i proteinti. Uvodni kapitola je vénova-
na analyze mRNA reverzné transkripéni polymerazovou
feté¢zovou reakci (PCR) v uspofadani multiplex pro porov-
nani exprese tumor-asociovaného genu v bunécnych lini-
ich a tkénich. Dalsi kapitoly pojednavaji o PCR analyze
miRNA, extracelularni mRNA, nebo mRNA cirkulujicich
bunék, indukujicich nadory. Je zde uveden i protokol izo-
lace exosomi pro naslednou analyzu mRNA nebo miR-
NA. Tyto metody, jichZ je mozné vyuZzit pro v¢asnou dia-
gnostiku rakoviny, jsou rozebrany od pfipravy vzorkl az
po analyzu napf. pouzitim mikroipti v bézném formatu, ¢i
WG-DASL (WG - whole genome; DASL — cDNA-
mediated annealing, selection, extension and ligation) ana-
Iyzu exprese ve formaldehydem fixovanych fezech tkani.
Kapitoly zamétfené na analyzu proteinii obsahuji navody
pro studium tyrosin kinas pomoci western blotu, proteo-
mickou analyzu sestavajici z 2D gelové elektroforézy ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii, pfipravu a analyzu
bunécnych a tkanovych mikro¢ipli a moznosti imunohisto-
chemické a imunofluorescenéni analyzy proteint. Dvé,
tematicky pon€kud vzdalenéj$i ostatnim, jsou kapitoly
popisujici fluorescen¢ni mikroskopii a mikroskopii ato-
marnich sil.

Kniha ,, Gene Expression Profiling: Methods and
Protocols® je souborem kapitol, poskytujicich detailni na-
vody pro nékteré techniky této Siroké problematiky. Kniha
sice mize poslouzit pracovnikiim, hledajicim orientaci
v tomto rychle se rozvijejicim poli vyzkumu, ale plsobi
ponékud neucelené a dava jen kusou informaci o tomto
Sirokém spektru technik.

Tomas Ruml
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Zobrazovani biomolekul v bunikach se
stalo nevyhnutelnym pfi studiu procesti bunéénych proce-
st, jako jsou molekularni interakce a transport, reakce
bunék na stres jak environmentalni, tak napf. zplsobeny
patogeny. Kniha se tedy vénuje velmi aktualni problemati-
ce a ve svych kapitolach pfinési recentni informace. Samo-
ziejm¢ kniha tohoto rozsahu (327 stran) nemize prinést
vycerpavajici pfehled vSech metod na tomto poli, coz sami
autofi v vodu konstatuji. Proto je mozna Skoda, ze se
nesoustfedili pouze na hlubSi rozpracovani nckteré
z tématik napf. fluorescenéni mikroskopie, mikroskopie
atomarnich sil nebo optické pinzety. Zptisobem zpracova-
ni je tedy tato kniha, na rozdil od fady dalsich stejné série,
spiSe souborem rtiznych metod. Ani tady vSak nechybi pro
kazdou kapitolu dobte zpracovany teoreticky tvod, nasle-
dovany navodem k provedeni pfislusné metody. Prehledy
literatury jsou prevazné z posledni dekady a tak mohou
vést k pfipadnému doplnéni nutnych informaci. Vybrané
metody jsou zaméfeny na biologicky relevantni molekuly,
jako DNA, DNA-vazebné proteiny a proteiny molekulo-
vych motort. Uvodni &ast, vénovana optickym pinzetim,
sestava ze Ctyf kapitol. Prvni znich popisuje principy,
pouzivanych systémi, moznosti aplikaci a jejich technicka
provedeni. V dalsich dvou kapitolach jsou prezentovany
metody prace s RNA a DNA. Zavérecna kapitola této ¢asti
pfinasi protokol pouziti optickych pinzet pro studium
funkce dyneinového molekulového motoru v nano-
metrovém meéfitku. Druha ¢ast, vénovana fluorescenénim
metodam, obsahuje obecnéjsi kapitoly zaméiené na pie-
hled metod, zpisobl fluorescencniho znaceni proteinti
a teoretické zaklady fluorescentni korelacni mikroskopie.
Dale nasleduji specializované kapitoly podavajici navod
na zobrazovani kinesinovych motori, strukturu a dynami-
ku bakterialnich bun¢k a studium jednotlivych molekul
DNA, natazenych v nanotrubickach. Cast zabyvajici se mi-
kroskopii atomarnich sil popisuje, kromé principu techniky,
také zpiisob ptipravy vzorkl, moznosti pouziti metody pro
studium skladani proteind a povrchovych vlastnosti virt.. Dale
je popsana moznost studia topologie DNA magnetickou pin-
zetou.

Kniha ,,Single Molecule Analysis: Methods and Pro-
tocols® tak poskytuje dobry, i kdyz ne vycCerpavajici pie-
hled o mozZnostech analyzy biomolekul. Kniha si klade za
cil informovat védce o metodickych moznostech interdis-
ciplindrniho vyzkumu pohybujiciho se na hranici moleku-
larni biofyziky, biochemie a molekularni bunécéné biolo-
gie. D4 se Tici, ze tento cil byl z pfevazné ¢asti splnén.
Tomads Ruml
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Onkolytické viry jsou, vzhledem ke
své schopnosti cilen¢ napadat nadorové
butiky, perspektivnim néstrojem pro léc¢bu rakoviny. Pro-
stiednictvim virti upravenych jako vektory mize byt dosa-
zeno jak likvidace butiky, tak cilené zmény vedouci k za-
staveni bunécné proliferace (rdstu nadorl). DalSim cilem
muize byt modifikace virti pro jejich vyuziti k zobrazovani
nadort.

Kniha ,,Oncolytic Viruses: Methods and Protocols* je
souborem metod zaméfenych na konstrukci onkolytickych
vird napf. metodou homologni rekombinace. Jsou zde de-
tailné popsany metody jejich propagace a purifikace. On-
kolytické viry jsou pfipravovany na bazi ruznych rodu
virt, jako je adenovirus, herpes simplex virus, vesicular
stomatitis virus, virus newcastleské nemoci, virus spalni-
¢ek, vakcinia virus ¢i onkolyticky reovirus. Jsou zde uve-
deny protokoly pro pouziti modelti vhodnych pro studium
pusobeni onkolytickych virli; jednd se o kiecka zlatého
a explantat lidského nadoru. Kapitoly vénované zobrazo-
vani nadord jsou zaméfeny na aplikaci luciferazy a in vivo
pozitronové emisni tomografie s vyuzitim symportéru pro
jodid sodny, jako reportéru. Zajimavou moznosti je i pou-
zitl neuronovych zérodecnych bunék, infikovanych onko-
vierm, jako nosice pro cileni do mozkového nadoru. Tento
pfistup by mél ,,zamaskovat™ onkovirus, a tak jej ochranit
pred imunitni odpovédi.

Kniha ,,Oncolytic Viruses: Methods and Protocols* je
spiSe nez vycerpavajicim piehledem této problematiky,
souborem vybranych metod pro pfipravu a testovani onko-
lytickych vird. Nejsem si jist, zda zcela splni svij cil,
deklarovany na zadni stran¢ obalu, tj. poslouzit kromé
experti také zac¢ate¢nikiim v tomto oboru. Pro prvné jme-
nované muze v§ak byt pfinosem nejen pro svoji aktualnost
a pomérné recentni data (soudé dle uvedenych citaci), ale
zejména, protoze zde Ctenafi naleznou cenné rady a detail-
né rozpracované protokoly.

Tomas Ruml



