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Vyhledavani pribuznych enzymu s modifikovanou
funkci v proteinovych databazich

Jifi Hon*

Abstrakt

Hledani pfibuznych enzyma v biologickych databazich patfi mezi obvyklé Cinnosti v oblasti pro-
teinového inZzenyrstvi a pro tento Ucel existuje frada zavedenych nastroji. Chceme-li vS§ak stava-
jicimi nastroji hledat pfibuzné enzymy s modifikovanou funkci — a zamyslime tim modifikaci pouze
ve smyslu rychlosti reakce, stability enzymu apod., nikoliv pfimo typu enzymatické funkce — pak
spoléhame na slabou hypotézu, ze sekvencné podobné enzymy maji pravdépodobné stejny typ fun-
kce. Dusledkem toho je bud prili§ velké mnozstvi nezadoucich vysledkd vyhledavani, nebo naopak
jejich nedostate¢na riznorodost. Proto ve spolupraci s Loschmidtovymi laboratofemi navrhuiji
rozsifit soucasné nastroje o nové filtracni kroky omezujici vysledky pouze na relevantni enzymy,
jejichz zakladem je zohlednéni pozice a typu katalytickych rezidui hledaného enzymu a doplnéni
anotaci. Implementaci a aplikaci filtracnich krok(i se mi podafilo dosdhnout fadového snizeni poctu
vysledkU pfi zachovani jejich rliznorodosti a diky tomu jsem usnadnil a zlevnil vybér zajimavych
sekvenci v mnoziné nalezenych putativnich enzyma, které by mohly mit vhodné vlastnosti pro
proteinové inzenyrstvi a vyplatilo by se investovat do jejich experimentalniho ovéfeni v laboratofi.
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Proteinové inZenyrstvi je obor s bohatymi moZnostmi
uplatnéni v praxi — od potravinaiského primyslu[1, 2,
3], pres ochranu Zivotniho prostfedi[4, 5], 1ékarstvi[6,
71, az k produkci biopolymert[8, 9] nebo vyvoji nano-
biotechnologii[ 10, 11]. fIspéch v tomto oboru je vyz-
namné uréen schopnosti, co nejdiive vyuZit veskeré
nové dostupné informace o proteinech. Situace je o to
slozitéjsi, Ze nové informace pribyvaji rychlosti, ktera
je nezvladnutelnd pro Clovéka — naptiklad jen pocet
proteinovych sekvenci v biologickych databéazich roste
priblizné exponencidlné[12]. Proto kazd4 nova stro-
jova analyza biologickych dat nebo i kazdé zlepSeni
existujicich analyz mdZe znamenat vyrazny posun
v oboru.

Vyhleddvani piibuznych enzymt v biologickych
databdzich je jednou z typickych automatizovanych
dloh v proteinovém inZenyrstvi, nejcastéji je provddéno
za ticelem konstrukce vicendsobného zarovnani a ana-

Iy¥zy konzervovanosti jednotlivych rezidui. Na ptibuzné
enzymy je ale moZzné nahliZet i z jiného dhlu — jako
na nové sekvence, které by mohly byt zahrnuty jako
vstupy pro metody proteinového inZenyrstvi a tim
zvysit Sanci na uspéch pfi vyvoji enzymu s vylepSeny-
mi vlastnostmi. V tomto pfipadé se jednd o speciali-
zované vyhledavani pfibuznych enzymi s konkrétni
modifikovanou funkci, pfi¢emZ modifikaci v tomto pii-
padé neni myslen odliSny typ funkcionality proteinu —
napf. zména katalyzovaného substratu u enzymu — ale
jeji modifikace ve smyslu rychlosti reakce, stability
proteinu, apod.

Nastroj, ktery by takovou analyzu fesil, by mél
poskytovat relativaé maly pocet vysledki s co nejveétsi
rtiznorodosti a zaroven s co nejvyssi biologickou rele-
vanci. Miru riznorodosti 1ze ovéfit oproti existujicim
pristuptim k vyhledavani piibuznych proteinii na zak-
ladé sekvencni podobnosti. Pokud nastavime parame-
try porovnavanych ndstroju tak, aby pocet vysledku
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byl pfiblizn€ stejny, miZeme ovéfit miru podobnosti
nalezenych sekvenci vzhledem ke vstupnim enzymiim,
ktera implikuje riznorodost. Enzymy jsou ale druhové
i funk¢né natolik rozmanité molekuly, Ze biologickou
relevanci nalezenych putativnich enzymd je obtizné au-
tomatizované hodnotit. Proto je ponechdno na posou-
zeni proteinovych inZenyrl pripad od ptipadu, které
vysledky jsou z biologického hlediska zajimavé a které
nikoliv. Nicméné je vhodné pro usnadnéni posouzeni
vysledki a dobrou orientaci doplnit vysledky o uzite¢né
anotace z dostupnych databazi a nastrojii, zejména o in-
formace tykajici se tvaru a umisténi kapes nebo tunelil
vedoucich k mistu, na které se vdZe substrat a probihd
v ném reakce specificka pro dany typ enzymu — tzv.
aktivni misto (viz obrazek 1).

V soucasné literatuie neni dohledatelnd zminka o Zad-
ném jiZ existujicim ndstroji pro vyhleddvani piibuz-
nych proteint s modifikovanou funkci. V nékterych
¢lancich sice lze objevit analyzy zahrnujici hledani
ptibuznych proteind a ovéfeni jejich funkce [13], ale
nejednd se o obecny postup nebo algoritmus, ktery
by byl pouZitelny i pro jiné typy proteind, respektive
enzymu, neZ pro ty, na néZ byla konkrétni studie za-
méfena. Tento stav je mozné vysvétlit tim, Ze se doted’
pravdépodobné nikdo na problém nepodival z nového
thlu pohledu. Kdyz si totiZ zadani problému rozdélime
na dvé ¢asti, za prvé na problém hledani pribuznych
proteind a za druhé na problém predikce funkce pro-
teinu, pak v kazdé z té€chto oblasti nalezneme dosta-
teCné mnozstvi literatury a nastroji. Zatim tedy pouze
nikdo nevytvofil algoritmus, ktery by propojoval exis-
tujici pristupy pro vyhleddvani pfibuznych proteind
s predikci jejich funkce, aby ve vysledku vedly k vy-
hledavani pfibuznych proteint s modifikovanou funkci.

Nejzndméjsim néstrojem pro hledani homolognich
sekvenci je BLAST[14], ktery aproximuje funkci al-
goritmu Smith-Waterman|[15], ale diky pouZité heuris-
tice je mnohonasobné rychlejsi pfi zachovani rozumné
pfesnosti. Mezi dal$imi néstroji stoji za zminku napfi-
klad PatternHunter[ 16] a nejnovéjsi HHblits[17], jehoz
zakladem je konstrukce a porovnéni profile-HMM][18].
Citlivost homologniho vyhledavani lze ovlivnit nas-
tavenim prahové hodnoty E-value (Expect value), kterd
vyjadifuje minimalni pozadovanou statistickou vyznam-
nost jednotlivych vysledkl. E-value lze interpreto-
vat jako pfibliZzny pocet vysledkl se stejnou mirou
podobnosti vzhledem ke vstupnim sekvencim, ktery
miZeme ocekdvat, pokud bychom prohledavali ndhod-
nou databdzi o stejné velikosti.

Pro predikci funkce proteinu existuje nékolik me-
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Obrazek 1. Prostorova ilustrace aktivniho mista
enzymu SmPNP[23]. Aktivni misto je oblast
na povrchu nebo uvnitf enzymu, na kterou se vize
substrét a probihd v ném katalyzovand reakce. Zlutou
barvou jsou oznacena tzv. katalytickd rezidua, tj.
aminokyseliny, bez jejichZ pfitomnosti a spravné
pozice nemiiZe reakce probéhnout. Zelend molekula
znadi navazany substrat, v tomto konkrétnim ptipadé
inhibitor aktivniho mista.

tod. Nékteré z nich, zaloZené na sekvenénim motivu,
predpokladaji, Ze je moZné v nezndmé sekvenci vyh-
ledat zndmy sekvencni motiv — napiiklad z databédze
PROSITE[19] — a pfifadit k nim anotace naznacujici
funkci, kterou obvykle plni proteiny s danym sekven-
¢nim motivem. Dal$i metody stavi na hypotéze, Ze
struktura proteinu je obecné vice konzervovani nez
jeho sekvence, proto strukturni podobnost dvou pro-
teinli je dobrym indikdtorem toho, Ze by mohly mit i
stejnou funkci. Napriklad nastroj ProFunc[20] vyuziva
znalosti struktury proteinu s nezndmou funkecf a snazi
se nalézt strukturné podobné proteiny v databazi PDB
[21]. Pokud struktura proteinu s nezndmou funkci
neni dostupnd, coZ je obecné Castéjsi piipad, mohou
se nekteré nastroje, naptiklad I-TASSER[22], nejdiive
pokusit strukturu proteinu predikovat a teprve poté
vyhleddvat v databazi zndmych struktur.

Vzhledem k neexistenci nastroje, ktery by propojoval
identifikaci homolognich sekvenci s funkéni predikci,
ktera je nutnd pro vyhleddvani enzymd s modifiko-
vanou funkci, navrhuji rozsifit jeden z nastroji pro
hledani piibuznych proteind o filtraéni kroky, které
by zohlednily specifika aktivnitho mista vychoziho
enzymu a tim pfispély k vyrazné redukci irelevant-
nich vysledkii. Vybér konkrétniho nastroje, na je-
hoZ vysledky bude aplikovéna filtrace, nenf kliovy —



vSechny totiz funguji zpravidla na principu sekvencni
podobnosti a lisi se spiSe jen rychlosti nebo citlivosti
vyhledavani. Zakladem samotné filtrace je ovétent pii-
tomnosti a spravné pozice vSech katalytickych rezidui
nutnych pro priubéh enzymatické reakce (pro ilustraci
viz obrédzek 1). V dalSich krocich je vytvofena tercidrni
struktura pomoci homologniho modelovani s tim, Ze
jsou pozice katalytickych rezidui v prostoru zafixovdny.
Pokud se podaffi sestrojit takovyto homologni model
s malou chybou, tzn. s vysokym skére, je vysoce prav-
dépodobné, Ze nalezend homologni sekvence bude mit
i stejnou enzymatickou funkci.

Navrh vysledného ndstroje je koncipovan jako posloup-
nost nékolika navazujicich bioinformatickych analyz
a filtraCnich krokd. V takovémto navrhu zpravidla
vystup jedné analyzy slouzi jako vstup analyzy dalsi,
proto bude i ndsledujici popis néstroje strukturovin
podle jednotlivych kroki — celkovy ndhled na pribéh
workflow ilustruje obrdzek 2. VSechny filtraén{ kroky
a automatizované spousténi potfebnych nastroji jsem
implementoval v jazyce Java a vychdzeji z mySlenek a
zkuSenosti odbornikli v Loschmidtovych laboratofich.
Prinosem z technického hlediska je predevs§im vhodna
kombinace jednotlivych kroku a transformace vstupi
a vystupl mezi nimi, kterd zpravidla neni pfimocara.

4.1 Povinné vstupy vyhledavani

Znamé sekvence — sekvence enzymi s poZadovanou
funkci, napriklad aktudlné experimentalné potvr-
zené sekvence bez mutantd.

Doplnujici sekvence — sekvence putativnich enzymd,
které nejsou laboratorné potvrzené, ale je prav-
dépodobné, Ze budou mit pozadovanou funkci.

Sekvence pro vyhledavani — sekvence proteint, jenz
budou pouZity ve fazi prohleddvani databaze
vSech zndmych proteind. Optimalné aspori jedna
sekvence pro kazdou podrodinu. Pokud ma
jako vyhledavaci sekvence slouZit napf. vicedo-
ménovy protein a zajima nds jen jedna doména,
predpoklddame, Ze tato sekvence bude zkracena
takovym zpisobem, aby obsahovala jen doménu,
o kterou mame zajem.

Specifikace katalytickych rezidui —pozice a typy re-
zidui pro zndmé sekvence.

Hlavni templat — struktura, na kterou budou pfilozeny
vSechny homologni modely.

Vlastni sekvence — sekvence pro vlastni struktury,
které nejsou v PDB databézi, ale bylo by vhodné
je zaradit mezi potencidlni templéty pro homo-
logni modelovani.

Specifikace katal. rezidui ve vlastnich sekvencich
Vlastni struktury — PDB a mmCIF soubory.

4.2 Hledani pribuznych enzymtu

V této fazi je provedeno zdkladni vyhledavani pribuz-
nych proteinovych sekvenci s vyuzitim nastroje PSI-
BLAST pro hleddni homolognich sekvenci. Jako dotaz
se vyhleddvat v databdzi NR, kterd obsahuje vSechny
sekvence proteint z databdzi RefSeq[24], Swiss-Prot
[25], PDB[21], PIR[26] a PRF spolu s pteklady vSech
genl z databdze GeneBank do proteinovych sekvenci.
Vystupem je velké mnoZstvi putativnich sekvenci, které
jsou v dalSich krocich filtrovany a anotovany.

4.3 Zkraceni sekvenci a konstrukce matice
vzdalenosti

Vsechny sekvence identifikované pomoci PSI-BLAST
je nutné zkratit tak, aby délkou zhruba odpovidaly
sekvencim pro vyhleddvéani. Timto budou z naleze-
nych vysledkl odstranény domény, které se nevysky-
tuji v sekvencich pro vyhledavani. Pokud by odstra-
nény nebyly, mohly by nastat problémy v dalSich fazich
analyzy — napf. pfi shlukovani. Na zaver této faze se
provede parové pfiloZeni vSech zkracenych sekvenci se
vSemi znamymi sekvencemi a provede se i vzdjemné
globélni parové pfiloZeni vSech zkracenych sekvenci
mezi sebou a pripravi se matice parovych vzdalenosti
ve formatu vhodném pro UPGMA shlukovéni.

4.4 Shlukovani

Shlukovéni je nutnym krokem pfed vypoctem vicena-
sobného zarovnani (MSA) nalezenych sekvenci, ji-
nak by nebylo dosaZeno kvalitniho vysledku. Po-
moci programu MC-UPGMA[27] je provedeno hie-
rarchické shlukovédni sekvenci dle matice parovych
vzdalenosti. Ziskany strom shluki je pak ofezan na
rtznych drovnich a je vybrano takové rozdéleni, které
nejlépe pokryva mnoZinu identifikovanych sekvenci a
idedln¢ v kaZzdém shluku je jedna ze znamych sekvenci.
Na zavér se vytvoii soubory obsahujici sekvence patiici
do danych shluki, coz v dalsi fazi umoZni provést kon-
strukci profile-profile MSA.

4.5 Konstrukce vicenasobného zarovnani

Pomoci néstroje Clustal Omega[28] se pro kazdy shluk
z predchozi faze vytvoii MSA. Déle podle hierarchie,
ktera je dana stromem shluki, se postupné provede
profile-profile MSA a to tak, Ze se v kazdém kroku
budou vybirat dva nejbliZsi shluky. VSechny sekvence,
které v hlavi¢ce obsahuji nékteré z klicovych slov
synthetic, vector, apod., jsou oznaceny jako umélé.

V ziskaném MSA se podle specifikace katalytickych
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Obrazek 2. Tlustrace krokt filtrace a anotace. Podrobnéjsi popis naleznete v pfislusnych kapitolach — BLAST
(4.2), zkréceni (4.3), shlukovéni (4.4), zarovndni (4.5), templaty (4.6), modely, kapsy, tunely (4.7), anotace (4.8).

rezidui urci jejich pozice a pro kazdou sekvenci se
zkontroluje, jestli obsahuje specifikovana katalyticka
rezidua. Sekvence, které neobsahuji vSechna potfebnd
rezidua (napf. z divodu delece, Ci substituce) jsou
oznaceny jako nekompletni respektive degenerované
a smazany. Tento krok vede k tomu, Ze z velkého
mnoZzstvi sekvenci zdstanou pouze takové, které prav-
dépodobné budou tvofit protein s mirné modifikovanou
funkci.

4.6 Vyhledavani templatu

Z identifikovanych sekvenci se vyberou takové, pro
které existuje zdznam v PDB databazi struktur. K t€m-
to sekvencim se pridaji vSechny vlastni sekvence — t;.
sekvence vlastnich proteinti s urenou strukturou, které
dosud nejsou dostupné v PDB databdzi — a vytvoii se
vlastni databaze pro BLAST. Ve vysledném vicena-
sobném zarovnani se stanovi konsenzudln{ zacatek a
konec sekvenci se zndmou strukturou. Napf. zacatek
se stanovi na pozici MSA, kde ma aspon 50 % sekvenci
néjaké reziduum, obdobné pro konec. Vicendsobné
zarovnani se pak ofeze podle konsenzudlniho zacatku
a konce. Ofezané sekvence budou pouZity pro kon-
strukci homolognich modeli a tim padem pro vSechny
ndsledné strukturni analyzy. Pro kazdou sekvenci se
uloZi pocet odstranénych rezidui (velikost domény)
ze zaCdtku a konce a urc{ se katalytickd rezidua a jejich
pozice. Kazda ofezana sekvence je pouZita jako dotaz
pro vyhleddvéani pomoci BLAST ve vlastni databdzi
(viz vyse). Nakonec se z vysledkl vyhledavani uréi
vhodny templét pro vSechny sekvence k ndslednému
homolognimu modelovéni.

4.7 Homologni modelovani, analyza kapes a
tuneld

Vsechny potencidlni templaty se vhodnym zpisobem

ohodnoti — do ohodnoceni templétu se zahrne kvalita

jeho pérového pfiloZeni s modelovanou sekvenci, spra-

vnost pozic a typid katalytickych rezidui i rozliSeni

templatu. Nakonec se vybere templét s nejlepsim ohod-
nocenim a pouZije se ke konstrukci homologniho mod-
elu nastrojem Modeller. KaZzdy homologni model se
strukturné zarovna nastrojem jCE[29] s hlavn{ struk-
turou a na zarovnaném modelu se ndsledné spusti
CASTp[30] analyza. Zarovnan{ s hlavni strukturou je
nutné predev§im kvili tomu, abychom mohli nastavit
univerzalni parametry pro CASTp analyzu vSech ho-
molognich modelli. Provede se vypocet a shlukovan{
tunelti ve vSech zkonstruovanych a zarovnanych homo-
lognich modelech nastrojem CAVER[31]. Homologni
modely jsou analyzovéany jako jedna trajektorie, coZ
navic umozni vzdjemné porovnani tuneld.

4.8 Databaze Taxonomy, Bioproject a Pfam

V zavérecné fazi se stdhnou data z NCBI databazi Ta-
xonomy a Bioproject a pro kaZzdou putativni sekvenci
se vyextrahuje informace o hostitelském organismu,
ze kterého dand sekvence pochdzi, informace o sali-
nité, optimalni teploté a rozmezi teplot. Pro kazdou
putativni sekvenci se provede i sekvencni prohledini
Pfam databdze a vyextrahuje se informace o identifiko-
vanych doménéch.

4.9 Vystupy

Kazdé putativni sekvenci se urci podrodina, do které
patii, podle pfislusnosti ke shlukiim z faze shlukovani.
Putativni sekvence se globdlné zarovnaji se vSemi
zndmymi sekvencemi a urci se nejblizsi zndmd sekven-
ce. Pro kaZdou sekvenci se provede predikce solubility
(rozpustnosti v roztoku). Vysledkem je tabulka, ktera
obsahuje vSechna data ziskand béhem analyzy.

Z. popisu povinnych vstupti pro vyhledavani je ziej-
mé, Ze algoritmus vyZaduje pomérné velké mnoZstvi
expertnich znalosti — at’ uZ to jsou zndmé sekvence



enzymd, specifikace katalytickych rezidui nebo struk-
turni informace. Proto jsem prezentovany algorit-
mus ovéril ve spolupraci s Loschmidtovymi labora-
tofemi na proteinové rodiné haloalkan dehalogendz,
na kterou se tyto laboratofe specializuji a vénuji se
jejimu inZenyrstvi. Dehalogendzy jsou mikrobidln{ en-
zymy, které katalyzuji hydrolytické Stépeni vazby mezi
halogenem a uhlikem, jehoZ vysledkem je primérni
alkohol a halogenidovy iont. Vyznacuji se vysokou
detoxikacni schopnosti — dokdzi napriklad neutrali-
zovat jedovatou a karcinogenni latku trichlorpropan,
nebo bojovy plyn yperit — proto jejich dspésné pro-
teinové inZenyrstvi miize vést k rozsahlym aplikacim
v oblasti ochrany Zivotniho prostiedi.

Aplikace vyhleddvani na zndmé dehalogendzy ved-
la na identifikaci celkem 1057 putativnich dehalo-
gendz s modifikovanou funkci. Pokud bych vynechal
filtracni kroky a pouZil jen hleddni homolognich sek-
venci, dostal bych o 7dd vice vysledkt — 10274. Fil-
trace tedy dokaze vyloucit vyznamnou ¢ast domnélych
homolognich sekvenci, pficemZz nejvétsi pocet je od-
stranén ve fazi shlukovani, dalsi pak pfi konstrukci
vicendsobného zarovndni, kdy se odstranuji umélé a de-
generované sekvence. Konkrétni pocty odstranénych
sekvenci jsou uvedeny v nésledujici tabulce.

Tabulka 1. Vliv filtra¢nich krokti na pocet nalezenych
dehalogenaz.

BLAST Shlukovani Umélé Degenerované Y
10274  —8744 -39 —434 1057

Nicméné je nutné ovéfit, zda filtracni kroky spolu
s faleSnymi vyskyty neodstraniuji i stejné mnozstvi
uzite¢nych sekvenci. Kdyby tomu tak bylo, stacilo
by zizit parametry homologniho vyhleddvani, abych
obdrzel podobny pocet vysledki jako vypocetné a ex-
pertné naroc¢nou filtraci $irStho vyhledavéani. Proto
jsem provedl ¢isté¢ homologni vyhledavani se stejnymi
vstupy, ale nastavil jsem o nékolik fadu nizs{ E-value
(10~7° oproti piivodni hodnoté 10~2°) tak, aby pocet
nalezenych sekvenci po trividlnim odfiltrovani umélych
sekvenci byl priblizné roven 1057 (viz tabulka 2).
Porovnéanim vysledkii z tohoto experimentu s vysledky
ptredchoziho vyslo najevo, Ze pokud pouZijeme Sirs{ ho-
mologni vyhleddvéni a aplikujeme navrZenou filtraci,
obdrzime vysledky s podstatné vyssi variabilitou, nez
kdybychom pouZili uZs§i homologni vyhledédvani. Fil-
trované vysledky totiZ obsahuji vice nez 20 % jinych
putativnich sekvenci s nizs§i mirou podobnosti, nez
vysledky z trividlniho experimentu.

Casova ndro¢nost filtrace a dal3i anotace vysledki

je ale enormni. Nejdéle trva fize homologniho mode-

Tabulka 2. Vliv E-value na pocet vysledkit BLAST
vyhledavani.

E-value 10720 10739 1040 1059 10-%0 1070

Celkem 10274 2151 1494 1384 1188 1087
Umélé 51 39 39 39 39 39

lovéni a to vyrazné€ oproti ostatnim — primérné zabere
30 minut procesorového C€asu na jednu putativni de-
halogenazu, coZ je pfi jejich tisicovém poctu nezvlad-
nutelné v rozumném case na béznych strojich. Ostatni
faze v souctu nezaberou vice nez 10 minut na jednu de-
halogendzu a proto je celkova ¢asova narocnost v fadu
stovek hodin.

Ve spoluprici s Loschmidtovymi laboratofemi jsem
navrhl a implementoval novy ndstroj pro vyhleddvani
piibuznych enzymi s modifikovanou funkei v biolo-
gickych databazich, ktery kombinuje hledani homo-
lognich sekvenci s predikci funkce proteinu. Cha-
rakteristiku néastroje jsem ovéfil na pripadu hledini
pribuznych dehalogenaz. Ukazalo se, Ze navrzené fil-
traéni kroky vedou k vyznamné redukci poctu vysledki
pfi zachovani jejich riznorodosti, coZ bylo cilem a jed-
nou z podminek uZite€nosti takového néstroje.

Vytvoftil jsem tedy silny prostfedek, ktery pro-
teinovym inZenyrim umozni — v piipad¢, Ze maji k dis-
pozici vSechny potfebné vstupni informace — ve sti-
le rostoucich databazich identifikovat nové zajimavé
sekvence enzymi, které mohou byt vhodné pro jejich
dal$i vyzkum.

Zaroven si uvédomuji, Ze je vhodné, aby néstroj
v budoucnu byl vefejné dostupny prostfednictvim we-
bového rozhrani, jak to byva u bioinformatickych
feSeni zvykem, aby jej mohl bez komplikaci vyuZit
§irsi okruh uzivateli. Tomuto ale prozatim branf pfili$
vysoka vypocetni naro¢nost filtracnich kroku a tim i
provozni ndklady takové sluzby. Na druhou stranu se
otevird prostor pro zamysleni nad vhodnym obchod-
nim modelem, ktery by vyhovoval jak potiebam a
moZnostem akademickych pracovniku, tak soukromym
spole¢nostem.

Dékuji za pomoc a odborny pristup celému tymu Lo-
schmidtovych laboratofi a obzvlasté pani Mgr. Evé

Sebestové, Ph.D. za niméty tykajici se filtranich kroki.
Velice si vazim Casu, ktery mi vénovali.

Vypocetni prostfedky byly poskytnuty MetaCentrem
v rdmci programu LM2010005 a organizaci CERIT-



SC v ramci programu Centre CERIT Scientific Cloud,
ktery je soucdsti Opera¢niho programu vyzkum a vyvoj
pro inovace, reg. ¢. CZ.1.05/3.2.00/08.0144.
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