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2. Jelolések, roviditések jegyzéke

coil masodlagos szerkezet

Double Stranded Break, duplaszalua DNS torés
[-red6 masodlagos szerkezet
Endosymbiotic Gene Transfer
extracellularis tér

False Negative Rate, fals negativ arany
False Positive Rate, fals pozitiv arany
hélix masodlagos szerkezet

intracellularis tér

kilobazis

Learning Rate, tanulési rata

Machine Learning, gépi tanulas

Mean Absolute Error, atlagos abszolut hiba
Messenger RNA, hirvivo RNS
mitkondridlis genom

National Center for Biotechnology Information

Non Homologous End Joining, nem homolog végeket dsszekapcsolo DNS hibajavitd

mechanizmus

Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy, nukledris magneses rezonancia spektrosz-

kopia

nuclear mitochondrial sequences, mitokondrialis eredetli sejtmagi szekvencia

Principal Component Analysis, fokomponens analizis
Pearson féle korrelacio

Perplexity Value, zavarossag

phosphatase and tensin homologue induced putative kinase 1
protease presenilin associated rhomboid like protein

Protein Data Bank



RBF Radial Basis Function, radialis bazisfliggvény

ROC Receiver Operating Characteristic curve, karakterisztika gorbe
RSA Relative Solvent Accessibility, relativ savmaradék szintli oldoszer szamara val6é hozza-
férhetdség

SOV Segment OVerlap

gDNS  sejtmagi genom

SA Solvent Accessibility, savmaradék szintli oldoszer szamara valo hozzaférhetoség
SCC Spearman féle rangkorrelacio

SVM Support Vector Machine, tdmasz vektor gép

tSNE T-distributed Stochastic Neighbor Embedding

TNR True Negative Rate, valodi negativ arany

TPR True Positive Rate, valodi pozitiv ardny

UMAP  Unifold Manifold Approximation and Projection for Dimension Reduction
X-ray-Cr X-ray crystallography, rontgen krisztallografia

3D 3 dimenzids



3. Bevezetés

A XX. szazad derekan és masodik felében az élettudoménnyal foglalkozdknak az adott biolo-
giai rendszer vizsgalatdhoz sziikséges modszerek hianya jelentette a legnagyobb kihivast. Ebben az
iddszakban szamos olyan metddust fejlesztettek ki a kutatok, amik gyokeresen megvaltoztattak a
tudomanyokat. Ennek a kornak kdszonhetjiik a molekuldris biologiai modszerek ugrasszeri fejlo-
dését, tobbek kozott a nukleinsav szekvencidk meghatarozasanak egyik mai napig is hasznalt mod-
szerének, a Sanger szekvenalasnak a felfedezését (Heather & Chain, 2016), de a fehérjék amindsav
Osszetételének és szerkezetének jellemzésével kapcsolatban is sziilettek figyelemreméltod eredmé-
nyek, példaul a rontgen krisztallografiat és a nukleéaris magneses rezonancia spektroszkopiat (Nuc-
lear Magnetic Resonance spectroscopy) is ekkor kezdték elterjedtebben hasznalni a 3-dimenzids
(3D) szerkezetek meghatarozasara (Edman & Begg, 1967; Jaskolski et al., 2014; Campbell, 2013).
Ezek az 0jszeri eljarasok, amik lehetdvé tették egy-egy molekula tobb szempontbol térténd mély-
ségi analizisét, szemléletvaltasra kényszeritették a kutatokat, akik elsajatitottdk a technologiakat,
megértették a mitkodési hatteriiket és atiiltették a modszereket a mindennapi gyakorlatba (Gilbert,
1991).

Az emlitett mddszerek mindegyike forradalminak szamitott a maga koraban, azonban hasznala-
tuk Gsszetettsége (az infrastruktira, szamitasi kapacitas, adattarolasi kapacitas stb szempontjabol)
¢s a fizikailag kis ateresztoképességiik miatt széles korti elterjedésiik varatott magara.

A tudomanyos kozosség az ezredforduld kornyékén érte el a technologianak azt a fejlettségi
fokat, ami lehetové tette a szekvenalas koriilményes metodikai fegyvertaranak leegyszerusitését €s
gordiilékenyebb alkalmazasat (Pauwels et al., 1995). Ennek a fejlddésnek kdszonhetden a szek-
venalas kivitelezése mara mindennapos rutinna valt. Az egyre magasabb fokt automatizacionak
koszonhetden oriasi mennyiségii nukleinsav és fehérje szekvencia adat jott 1étre és keletkezik fo-
lyamatosan (O’Leary et al., 2016; “UniProt: the universal protein knowledgebase in 2021, 2021).
A biologiai adat mennyiségének ilyen mértékii novekedése elhozta az adattudomanyi szemléletet
az ¢lettudoményokba is, ijabb paradigmavaltast eredményezve (D’ Argenio, 2018; Pal et al., 2020).
A jelenkor technoldgiaja mar alkalmas az adatok tarolasara, kinyerésére, mindségiik ellendrzésére
¢s a benniik rejld szabalyszerliségek jellemzésére (Marx, 2013; Leonelli, 2019). Ugyanakkor meg-
figyelhetd az a tendencia, hogy a funkciondlisan jellemzett nukleinsav szekvencidk szama nagysag-
rendekkel elmarad a szekvenalasbol szdrmazé adatok méretétdl (Salzberg, 2019). Fehérjék esetén
is hasonl6 a helyzet, hiszen az adatbazisokban elérheté amindsav szekvenciak és az ismert szerkeze-
ti, funkcidjh fehérjék szamanak dimenzidi nem Osszevethetok (Schwede, 2013). Tehat a szerkezet

¢s funkci6 meghatarozas modszereinek fejlddése nem tartott 1épést a szekvenalds modszereinek



fejlodésével. Ebbol adoddan a kortérs kutatok egyik legfontosabb feladata, hogy megprobaljak je-
lentéssel felruhazni a nyers szekvencia adatokat. A nyers szekvencidk €s a valamilyen szempontbol
jellemzett szekvenciak szama kozotti szakadékok athidaldsa kizardlag laboratoriumi médszerekkel
szinte kivitelezhetetlen a mddszerek id6igényeébdl €s Osszetettségébdl adodoéan. Azonban a szami-
tastechnika el6rehaladasaval elérhetové valtak olyan modszerek (gépi tanulds, machine learning-
ML alapu metodusok), amik mar feltérképezett motivumokbodl nyert tudas alapjan képesek becsiilni
kiilonb6zd jellemzoket olyan adatstruktirakbol, amelyek ember szdmara értelmezhetetlenek pusz-
tan nagysagukbol és komplexitasukbol adoddan (pl.: interakcids adatbazisok).

Doktori disszertacidmban két biologiai teriiletet érintek.

Az elsd, genomikai jellegli modulban a mitokondridlis eredetli sejtmagi szekvenciakat (nuc-

lear mitochondrial sequences-NUMT) (Lopez et al., 1994) vizsgaljuk. A NUMTok jelentdségét
szdmos olyan daganattipus esetén megallapitottdk ahol a NUMTok beépiilése tumorszupresszort
és/vagy onkogént érint (Ju et al., 2015; Singh et al., 2017; Srinivasainagendra et al., 2017; Pa-
lodhi et al., 2020; Wei et al., 2022). A tumorbiologian tul a NUMTok fontos felhasznalasi teriiletei
a kiilonféle filogenetikai (Ko et al., 2015; Nacer & do Amaral, 2017) és igazsagiigyi vizsgala-
tok (Marshall & Parson, 2021; Cortes-Figueiredo et al., 2021). Friss kutatasi eredmények alapjan a
NUMTok kiemelt szerepet jatszanak a mitokondrialis genom (mtDNS) modositasat lehetové tevo
célzott genomszerkesztési eljarasok sejtmagi DNS-ben (gDNS) bekovetkezd OFF-target hasitasai
soran is (Lei et al., 2022).
A NUMTokat mar tobb fajban vizsgaltak valtozatos modszerekkel, tobbek kdzott humanban (Daya-
ma et al., 2014), kutyaban (Verscheure et al., 2015), macskaban (Lopez et al., 1994) stb. Azonban
a NUMTok leirdsa a nyul genomban ez idaig még nem tortént meg. Azért is fontos a NUMTok
leirdsa ebben a fajban, mert tanulmanyok igazoltak, hogy sok esetben a nyulak jobb betegségmo-
dellnek bizonyultak, mint a hagyomanyosan hasznalatos ragcsalok vagy féemlosok (Esteves et al.,
2018; Fan et al., 2018; Matsuhisa et al., 2020; Fan et al., 2021). Annak ellenére, hogy a NUMTokat
mar tobb fajban is leirtak, az 4tfogdbb jellegli kutatdsok sok esetben egy dnkényesen megvalasztott
taxonomiai egység karakterizalasaval foglalkoznak (G. Zhang et al., 2021; Calabrese et al., 2017,
Tsujietal., 2012). Raadasul ezeknek a kutatdsoknak nincsen egy altalanosan elfogadott, egységesi-
tett modszertani hattere. Az izolalt vizsgalatok és az eltéré modszerek alkalmazasa miatt a témaban
publikalt eredmények egymassal nem 0sszevethetok.

A doktori kutatdsom soran érintett masodik teriilet a proteomikaban hasznalt néhany fontos ML
modell értékelése. Ebben a modulban fehérje molekuldk négy jellegzetességét (masodlagos tér-
szerkezet, savmaradék szintli olddszer szdmara valo hozzaférhetdség €s szintén savmaradék szintii

nukleinsavakkal torténd interakcids valdsziniiség) becslé ML modell komplementaritasat vizsgal-



tuk az elérhetd kisérleti adatokkal Gsszevetve a human protedm esetén (McGuffin et al., 2000;
Faraggi et al., 2014; Yan & Kurgan, 2017). A fehérjék emlitett jellegzetességei széles felhasznalasi
tertilettel rendelkeznek kezdve a kiilonb6z6 kérokozokkal vald kapcesolat kialakulasaval (Krugli-
kov et al., 2021), a nativ térszerkezet elérésén keresztiil (Savojardo et al., 2021) egészen a centralis
dogmat érintd alapkutatasokig (Cozzolino et al., 2021). Ezeknek a tulajdonsdgoknak a nagy at-
eresztOképességii, kisérletes uton torténd meghatarozasa nem kivitelezhetd, ezért van sziikség a
mar elérhetd eredményeken alapulé6 ML modellek haszndlatdra. Az ML egy gylijténév, ami olyan
mar meglévd adatokon alapuldé modellek 1étrehozasat és tesztelését jelenti, amelyek képesek fel-
ismerésre, osztalyozasra és becslésre (Tarca et al., 2007). A modellek mindségét minden esetben
becsiilni sziikséges. A mindség becsléséhez a legelterjedtebb modszer, hogy a modell szamara
egy addig ismeretlen adathalmaz (teszteldé adathalmaz) osztalycimkéit kell eldre jelezni. Az ML
modelleket altaldban kisebb, valamilyen szempont alapjan mar szelektalt adathalmazokon szoktak
betanitani €s tesztelni is. Az altalanos, egységesitett, ¢s nem bizonyos problémakra kialakitott adat-
halmaz hidnya azért jelent problémat, mert az egy-egy feladatot jol megold6 modellek feltehetden
mas pontossagot adnak eltérd adatok esetén.

A doktori disszertaciomban a NUMTok bioldgiajat €s a proteomikat az adattudoményi szemlé-
let koti 6ssze. A NUMTok esetén a kiilonbozo vizsgalatok mellett az ML modellek teljes fejlesztési
sémajat alkalmaztuk a bementi paraméterek kivalasztasatol kezdve, a modell véalasztason és teszte-
lésen 4t egészen a bemenetek €s a kivalasztott modell finomhangolasaig. Mig a proteomikai részben
a kiilonb6zé ML modellek teljesitményének tesztelését végezziik el egy egységesitett adathalma-
zon, a human protedémon.

A NUMTokat érintd célkitlizéseink voltak, hogy leirjuk a nyul genomban fellelheté mitokondri-
alis eredetli inszerciokat €s a nyul genomom beéllitott vizsgalatokat kiterjessziik a fellelhetd emlds
genomokra. Ehhez elsddleges feladatként egy nagy ateresztOképességii €s kelléen robosztus algo-
ritmus 1étrehozasat fogalmaztuk meg.

A proteomikai modul legfontosabb célkitlizése volt, hogy a human protedom kisérleti adathal-
mazzal 0sszevetve megvizsgaljuk a masodlagos szerkezetet, a savmaradék szintii oldhatdsagot €s
nukleinsav kotést eldrejelz6 modellek komplementaritasat. Tavlati célunk, hogy a létrehozott al-
goritmust kiterjessziik tobb proteémra és az igy nyert eredményeket a DescribePROT adatbazisban

elérhetdve tegyiik. A tavlati cél megvalosulasat jelen dolgozatban nem mutatom be.



4. Irodalmi attekintés

4.1. A ML altalanos attekintése
4.1.1. Definicio és felosztas

Az ML a mesterséges intelligencia egyik dga, amely magaba foglalja az olyan algoritmusokat
¢s statisztikai modelleket, amelyek ismert példadkon keresztiil képesek valamilyen jellegli teljesit-
ményiik fejlesztésére, azaz tanuldsra (H. Wang et al., 2009; Mahesh, 2020; Fradkov, 2020). A
statisztika és az ML sok koz0s tulajdonsaggal rendelkezik, azonban fontos kiilonbség, hogy mig
a statisztika az adott rendszer leirasara adatokon alapuld modon Iétrehoz és tesztel egy hipotézist,
addig az ML adatokbol kiindulva adott rendszer jovébeli viselkedését irja le (Bzdok et al., 2018).

Az ML modelleket alapvetden négy nagy részre lehet osztani a tanulds modja alapjan. Fel-
igyelt tanulas esetén a modell ismeri az 6sszetartoz6 bement-kimenet parokat €s ez alapjan a tudas
alapjan megprobal felépiteni egy kapcsolatot a parok kozott. A tanulas célja, hogy a leirt kapcsolat-
nak megfelelden egy addig ismeretlen bemenet kimenetét (osztdlycimke) meghatarozza a modell.
Ezzel szemben a feliigyelet nélkiili tanulds sordn nem definidltak a bemenet-kimenet parok. Eb-
ben az esetben a modell a bemeneti adathalmaz belso szerkezetét probalja meg jellemezni az egyes
adatpontok kozotti kapesolatok feltarasaval (Osarogiagbon et al., 2021). A feliigyelt és a feliigyelet
nélkiili tanulas stratégidinak kombindciodja a félig-feliigyelt tanulas, ami a tanulas folyamata soran
cimkézett €s cimke nélkiili adatokat is hasznosit (Sarker, 2021). Az ML negyedik nagy csoportja
a megerdsitéses tanulds, ahol a modell a kornyezetével 1€p interakcidba és a dontései kovetkezmé-
nyeinek megfeleléen modositja a viselkedését (Osarogiagbon et al., 2021; Sarker, 2021).

Az ML algoritmusok masik elterjedt osztalyozasi modja az adott modell kimeneti valtozdjanak
jellegén alapul. A kategorikus kimenettel jellemezheté modellek klasszifikaciot, mig a folytonos

kimenetli modellek regresszios analizist végeznek (Osarogiagbon et al., 2021).

4.1.2. Torténelmi attekintés

Az ML els0 altalanos célu felhasznalasa az 1950-es évekre datalhato, amikor a Cornell Egyete-
men létrehoztak egy algoritmust, ami képes volt betiik elkiilonitésére. Ezt a modellt a késdébbiekben
perceptronnak nevezték el és ez a modell tekinthetd a mai napig is hasznalatos, f6ként feliigyelt
tanulas alapon miikodod neuralis halok elédjének. A preceptron rendelkezett bioldgiai relevanciaval
is, mert megalkotasa alapjaul az él6lények tanulasi sémadja szolgalt (Mahesh, 2020). A késobbiek-

ben mar tényleges ¢lettudomanyi problémak megoldasara is alkalmaztak ezeket a modszereket.
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4.1.3. Felhasznalasi lehetoségek

ML modelleket szamos tudomanyteriileten alkalmaztak mar sikerrel foként olyan komplex
problémak esetén, ahol az adott jelenség hattere kevésbé volt jol jellemzett (Bzdok et al., 2017).

P¢ldéul az E. coli modell organizmus transzlacios iniciacios szekvencia motivumat perceptron
segitségével hataroztak meg mar ismert hirvivd RNS (messenger RNA-mRNS) molekulédk adat-
halmazanak felhasznalasaval. A vizsgélatok alapjan a szekvencidk ML alapt elemzése hatéko-
nyabbnak bizonyult, mint a korabbi modszerek. Ezt az eredményt kizarolag a mRNS molekulak
szekvencidjat felhasznalva sikeriilt elérni (Stormo et al., 1982).

Ezek a modszerek jol teljesitenek nagy salan értelmezett esetekben is (Muzio et al., 2021). Az
ezredfordul6 tajékan irtak le egy olyan fehérje csoportot, ami ellent mondott az addig helyesnek
elfogadott "kulcs-zar” hipotézisnek (Uversky, 2019). Ezek a szerkezet nélkiili fehérjék azota bizo-
nyitott moédon részt vesznek szamos biologiai funkcio kialakitasaban, fenntartasaban. A szerkezet
nélkiili fehérjék protedmjanak leirasakor is ML alapu modszerek (foként neuralis halok) kombina-
ciojat alkalmaztak (Zhao et al., 2021).

Az eddig bemutatott példak leginkabb olyan eredményekkel szolgaltak, amik a gyakorlatba
kozvetleniil nem atiiltethetk inkabb alapkutatas jellegliek. Ugyanakkor nagyszam ipari alkalma-
zassal talalkozhatunk, amik ML alapu modszereket hasznositanak. Példaul a gyogyszeripar szem-
pontjabdl nagy jelentdséggel bir6 membran fehérjék lokalizaciojat és termostabilitasat is sikeresen
becsiilték egy feliigyelt tanuldsi metodussal, a tdamasz vektor géppel (Support Vector Machine-
SVM) (K. K. Yang et al., 2019). Ezekben az esetekben is nagyrészt szekvenciabol szarmaztatott
adatokat hasznaltak az ML tanitasara.

A feliigyelet nélkiili tanulas modszereit pedig foként a feltard adatelemzés soran hasznaljak az
adatszerkezet vizualizacidjara, az esetlegesen meglévo kapcsolatok kimutatasara. Példaul az omika
tudomanyok teriiletén nagy népszertiségnek drvend a fokomponens analizis (Principal Component
Analysis-PCA) és a t-elosztott sztochasztikus szomszédos beagyazodas (t-distributed stochastic ne-
ighbor embedding-t-SNE) (Xu & Jackson, 2019).

A proteomikai fejezetben hasznalt mindharom ML modell neuralis hal6 alapt (McGuffin et al.,

2000; Faraggi et al., 2014; Yan & Kurgan, 2017).
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4.2. NUMT biologia
4.2.1. ANUMTogenezis folyamata

ANUMTogenezis, azaz a mitokondrialis DNS (mtDNS) fragmentek nuklearis genomba torténd
beépiilésének eldfeltétele a mitokondridlis membran integritdsdnak megbomlasa (1.4bra/1-2. pont),
amit mitostresszt indukalo kiilsé faktorok és mutdciok egyarant kivalthatnak (Srinivasainagendra
et al., 2017). Mitostresszt indukélhat példaul az ionizald sugarzés, endotoxinok, reaktiv oxigén-
gyokok, endonukledzok, hohatas stb.. Ezek a mitostresszorok egész sejtet €rd sugarzas esetén az
mtDNS-t nagyobb mértékben karositjak, mint a gDNS-t, feltehetden a sejtmag magasabb hatasfo-
ka hibajavité mechanizmusainak koszonhetéen (Gaziev & Shaikhaev, 2007). Az ionizalo sugar-
z4dsok NUMTogenezist indukald hatasat bizonyitottak mar csirke embriokban és €lesztd sejtekben
is (Chan et al., 2007; Abdullaev et al., 2013). Egy masik tanulmanyban patkanyok agyi és m4j
szoveteiben vizsgaltadk a NUMTok jelenlétét az id6 fiiggvényében (Caro et al., 2010). Eredménye-
ik alapjan 1d6sebb szévetekben megnétt a NUMTok szdma. Az id6s6dod sejtekben megndvekedett
NUMT gyakorisagot €lesztd esetén is bizonyitottdk (Cheng & Ivessa, 2010). Ennek a jelenség-
nek a hatterében nagy valésziniiséggel a reaktiv oxigéngyokok allnak (Singh et al., 2017). Elesztd
sejtekben a folyamat genetikai hatterének vizsgalata soran két olyan mutaciot azonositottak, ame-
lyek kapcsolatban allnak a NUMTogenezis jelenségével. Az YME1 génben bekovetkezé mutaciod
hatasara megnovekedett a mitkondriumbdl kiaramlo genetikai anyag mennyisége. Az YME] altal
kodolt ATPaz fehérje a mitokondridlis fehérje-homeosztazis fenntartdsdban jatszik fontos szere-
pet. Az YMEI mutans ¢leszt0 torzsben a citokrom oxidaz Il alegységének Osszeszerelése soran
is tapasztaltak rendellenességeket (Thorsness et al., 1993). A NUMTogenezissel 6sszefliggd ma-
sik mutaciot az YME2 génben irtak le. Az YME2 gén éltal kodolt fehérje a mitokondrialis belsd
membran egyik alkotdja. Az YME2 inaktivacidja esetén a mitokondrialis nukleoidok Osszeszere-
1ése valtozott ¢s az mtDNS tobb nukledzzal szemben is védetté valt (Park et al., 2006).

A mitkondrialis membran sériilése esetén az organellum kap egy degradacios szignalt (1.4bra/2-
3. pont), ami a mitofagia jelenségét indukalja. A mitofagia az autofagia egy specialis esete, ami
a mitofagoszomaban (1.abra/3-4. pont) megy végbe (Goldman et al., 2010). Ez a sejtszervecske
felelds a sériilt mitokondriumok bontasaért és az alkotok ujrahasznositasaért (Hazkani-Covo et al.,
2010a). Az emlitett degradacios szignal a kovetkezoképpen alakul ki. A foszfataz és tenzin homo-
l6g indukalta putativ kinaz 1 (phosphatase and tensin homologue induced putative kinase-PINKT)
fiziologias koriilmények kozott folyamatosan dramlik a mitokondriumba. Itt a proteaz aktivitassal
biré presenilinnel kapcsolt rhomboid-szerii enzim (protease presenilin associated rhomboid like-

PARL) hasitja. A PINK1 maradék a hasitas hatasara visszakeriil a citoplazmdba, ahol degradalodik.
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A mitokondrialis mebranpotencial valtozasa esetén a PINK1 PARL 4ltali hasitdsa megsziinik, ami a
kiils6 mitokondridlis membranon PINK1 aggregatumok képzodéséhez vezet. A stabil PINK1 fosz-
forilalja a Parkin és ubiquitin fehérjéket. A Parkin aktivacioja hozzajarul a kiils6 mitokondrialis
membran fehérjéinek az ubiquitinacidjahoz. Ezeknek a fehérjéknek az ubiquitinacidja a degrada-
ciojukat eredményezi, ami beinditja a mitofagiat (G. Chen et al., 2020; Ma et al., 2020).

Nem megfeleld mitofagia esetén a mitokondrialis eredetli szekvenciak a ctioplazmaba kertil-
nek (1.4bra/4. pont). Mas elméletek alapjan ezeknek a szekvenciaknak citoplazméaba valo keriilése
foként elégtelen osztodas és membranfuzids események soran kovetkezik be (Hazkani-Covo et al.,
2010a; Puertas & Gonzalez-Sanchez, 2020). A NUMT prekurzorok a citoplazmaban védettek a
nukledzok emésztésével szemben. Ez a védelem kialakulhat egy vakuolum kozvetitette uton, vagy
a DNS-t kot6 hisztonszeri fehérjékkel valé komplex képzddésével.

A sejtplazmaban 1év6 mitokondridlis eredetii szekvenciak membranfuzidval és/vagy porusokon
keresztiil (1.abra/5. pont) jutnak be a sejtmagba (Puertas & Gonzalez-Sanchez, 2020).

A sejtmagba vald bejutast kovetden a NUMT prekurzorok duplaszali DNS toréseknél (Doub-
le Stranded Break-DSB) épiilnek be a sejtmagi genomba a nem homolog végeket dsszekapcsold
DNS hibajavité mechanizmus (Non-Homologous End Joining-NHEJ) mikodésének kovetkezté-
ben (1.abra/6-7. pont). A beépiilés pillanatatol kezdve beszélhetiink NUMTokrol. A mitostresszo-
rok is novelik a gDNS DSB frekvenciajat (Gaziev & Shaikhaev, 2007). NHEJ esetén templat DN'S
hianyaban mindig egy nukleaz medialt delécid fog bekovetkezni. Ez sok esetben egy viszonylag
hosszu, egyszali DNS szakaszt eredményez, ami megnoveli a hosszabb deléciok és transzlokaci-
ok kockazatat. Bizonyos magyardzatok szerint a sejt a NUMT prekurzorokat templat DNS-ként
hasznélva akadalyozza meg a nagyobb karosodast jelentd deléciok és transzlokaciok bekovetkez-
tét (Hazkani-Covo et al., 2010b).

A NUMTogenezis egyik lehetséges utjat az 1. abra szemlélteti.
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1. abra. A NUMTogenezis folyamata.

Az extracellularis teret az EC, mig az intracellularis teret az IC jel6li. A DSB és NHEJ a
duplaszala DNS tortésre (Double Stranded Break) és az azt javitd egyik mechanizmusra, a nem
homolog végek Osszekapcsolasara (Non Homologous End Joining) utalnak (6-7. pont). A
mitokondriumot mitostressz éri (1-2. pont). A mitokondrium degradécios szignalt kap (2-3.
pont). A mitokondrium degradalodik (3. pont). Az elégteleniil emésztddott mitokondridlis
alkotok kijutnak a citoplazméba, ahol a mitokondrialis DNS kiilonb6z6 mechanizmusoknak
koszonhetden védettséget élvez a nukleazok bontdsaval szemben (4. pont). A mitokondrialis
eredetli szekvencia belép a sejtmagba (5. pont). Megtorténik a DSB (6. pont). Az NHEJ
felhasznalja a mitokondriélis eredetii szekvenciat és 1étrejon a NUMT (7. pont).
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4.2.2. ANUMTogenezis evolicios hattere

A tobbsejtl €16lények torzsfejlodésének kezdetén egy intracellularis kapcsolat kdvetkezett be
az alfa proteobaktériumok és az Archedk kozott (W. F. Martin et al., 2015; Roger et al., 2017). Ezaz
egytittmiikodés mindkét fél szdmara hasznosnak bizonyult, igy elindulhatott az eukaridtak evoluci-
0ja. Ezalatt a folyamat alatt komplex feladatok elvégzésére szakosodott sejtszervecskék alakultak
ki. Ezek koziil az egyik a mitokondrium, ami foként az oxidativ foszforilacidért felelds, de ezen
kiviil részt vesz szamos intracellularis folyamatban (Roger et al., 2017). A mitokondrium egyik
kiilonleges fenotipusos jellegzetessége, hogy sajat genommal rendelkezik, amit az endoszimbionta
elmélet legfontosabb bizonyitékanak tekintiink (W. F. Martin et al., 2015). Az eukaridta evoltcio
soran ment végbe az endoszimbiotikus gén transzfer (Endosymbiotic Gene Transfer-EGT), aminek
kovetkeztében a mitkondrium genomjabol nagy mennyiségli genetikai anyag vandorolt at a gazda-
sejt genomjaba (Kelly, 2020). Az endoszimbionta eredetii organellumok genomja altalaban keve-
sebb, mint 0.05-6d része az 6nallo elédjeik genomjanak. Ezért a gDNS géntermékeinek egy részét
vissza kell irdnyitani a mitokondriumba (Kelly, 2021). Az EGT molekularis hajtoerejére a Miiller
féle teoria szolgal magyardzatul (Muller, 1964). Ennek az elméletnek az értelmében egy aszexu-
alis izolacioban 1évo, tehat a rekombinacidt nélkiiloz genomban (a NUMTogenezis esetében az
mtDNS) deléciok fognak bekovetkezni, amik hozzajarulnak az adott genom genetikai anyagéanak
séhez vezet (Metzger & Eule, 2013; Naito & Pawlowska, 2016). Az mtDNS aszexualisan izolalt,
hiszen az eukariotak nagy részében uniparentalisan 6roklédik (Breton & Stewart, 2015). Ennek
értelmében az mtDNS-re hat a Miiller altal definialt hatds (Howe & Denver, 2008), igy az EGT
miukodése azaltal, hogy mitkondridlis eredetli genetikai anyagot iranyit a sejtmagba, kimenekiti az
mtDNS-t a Miiller féle degradalé hatés alol (W. Martin & Herrmann, 1998).

Egy masik feltételezés szerint a sejtenkénti tobb organellum és az organellumonkénti tobb ge-
nom fenntartdsa tl nagy energiabefektetést igényel a sejt részérdl. Ennek értelmében az organel-
lum genomok EGT utjan torténd sejtmagi transzfere, majd a géntermékek organellumokba térténd
visszairanyitasa kevésbé energiaigényes folyamat, mintha ezt mindegyik organellum sajat maga

végezné (Kelly, 2021).

4.2.3. NUMTok jeneléte kiilonb6zo fajokban

crer

a kukorica mitkondrium és kloroplasztisz esetén irtak le (Stern & Lonsdale, 1982). Allatokban a

NUMTok jelenlétét a hdzi macska genomjaban bizonyitottak els6ként. A macska genomjaban meg-
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talalhato NUMTok tobb szempontbdl is kiilonlegesek. Egyrészt a gDNS tartalmazza az mtDNS
kozel felét, egy 7.9 kb méretli szekvenciat. Masrészt ez a nagyméretli NUMT tobb tizszeres kopia-
szamban van jelen (Lopez et al., 1994). A nagyobb koépiaszamu, szinte az egész mtDNS-t lefedd
NUMTokat (Mega-NUMT) mar human mintdkban is azonositottak (Lutz-Bonengel et al., 2021).
A human genomban 140 db koriili NUMTot irtak le (Dayama et al., 2014). A NUMTok a hdziméh
genomjaban is jelen vannak, raadasul szamukat a human genomban fellelhet6 NUMTok szdmanak

kozel tizszeresére teszik (Pamilo et al., 2007).
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4.3. Proteomika
4.3.1. A fehérjék altalanos felépitése és a peptidkotés kialakulasa

A fehérje molekuldk amindsav polimerek. Minden egyes amindsav tartalmaz egy centralis szén
atomot, amit a-szén atomnak (C,) neveziink. Az C,, atom négy vegyérték elektronjat egy hidrogén
atom (-H), egy oldallanc (-R), egy karboxil (-COOH) ¢és egy amin6 csoport (-NH,) koti (2. ébra).
Az oldallancok hatarozzak meg egy aminosav kémiai tulajdonséagait (Vasudevan et al., 2019). A
fehérjékben az egyes monomereket (aminodsav) peptidkotés koti 6ssze, ami két szomszédos amino-
sav -NH; csoportjanak nitrogén atomja és -COOH csoportjanak szén atomja kozott keletkezik egy
kondenzécids reakcioban (Damodaran, 2008). Az igy 1étrejovo peptidkotésben a karbonil (-C=0)
csoport kettds kotése részlegesen delokalizalodik, ami a peptidkdtés planaritasahoz vezet, tehat a
kotést alkoto atomok egy sikban helyezkednek el. A plandris peptidkotés a szomszédsagéaban talal-
hat6 két C,, atommal bezart szogek, a Ramachandran torziés szogek alapjan jellemezhetd. A C,-N
atomok kozotti kotés szogét ¢(fi) torzids szognek, mig a C,-C atomok kozotti kotés szogeét (pszi)
torzios szognek nevezziik (Damodaran, 2008; Vasudevan et al., 2019) (2. abra). A fehérjék, poli-
peptidek folancat, gerincét a peptidkotéssel 6sszekotott savmaradékok oldallancok nélkiili fiizére

adja.

4.3.2. Szerkezeti szintek

Fehérjemolekulak esetén négy szerkezeti szint kiilonitheto el.

Az elsddleges szerkezet a fehérjemolekulat alkoté amindsav maradékok meghatarozott sorrend-
je (B.Zhangetal.,2018) (2. abra). Azelsddleges szerkezet és az aminosav szekvencia felcserélhetd
kifejezések.

Masodlagos szerkezetnek a polipeptid gerinc lokalis konformacioit tekintjiik. A szabalyos is-
métlédéseket masodlagos szerkezeti elemeknek nevezziik (2. dbra). A masodlagos szerkezeti ele-
meket fOként a folanc torzids szogei €s az oldallancok hatdrozzak meg (Sun et al., 2004). A DSSP
konvenci6 alapjan (8 allapoti rendszer) megkiilonboztetiink a-hélixet, 31o-hélixet, w-hélixet, -
strand-et, 5-kanyart, S-hidat, S-bend-et és coil-t (Kabsch & Sander, 1983). Az a-hélix esetén egy
fordulat 5.41A, amire 3.6 savmaradék jut, ¢=-57° és 1)=-47° torzids szogek mellett. Ez a szer-
kezeti elem nem rendelkezik jol meghatarozott hosszusaggal, az a-hélix szakaszok altalaban 5 és
40 savmaradékot tartalmaznak (Backman, 2019). Ebben a szerkezeti elemben az i-ik savmaradék
karbonil csoportjanak oxigénje 1ép kapcsolatba hidrogén hid kotésen keresztiil az i+4-ik savmara-
dék amid csoportjdnak nitrogénjével. A 3;4-hélix esetén ez a hidrogén hid az i-ik savmaradék és az

i+3-1k oxigén €s nitrogén atomjai kozott jon 1étre és egy fordulatra 3.2 savmaradék jut (Vieira-Pires
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& Morais-Cabral, 2010). A hidat létrehoz6 oxigén és nitrogén atomok kozott 10 masik atom he-
lyezkedik el. A m-hélixben ¢p=-57° és 1)=-70°. Ezt a szerkezeti elemet is hidrogén hid stabilizalja,
viszont ebben az esetben a szoban forgd kotés az i-ik savmaradék és az i+5-ik savmaradék kozott
alakul ki (Backman, 2019). A f-lemez elemek a savmaradékok kozott 3.2-3.4A-6t tartalmaznak
¢=-130° és 1=120° torzios szogekkel. A [-lemez elem 6nmagaban termodinamikailag nem tul
kedvezd, igy 2 vagy tobb ilyen elem [-reddket alkot. S-kanyaroknal a peptidgerinc kozel 180°-os
fordulatot vesz. Egy (S-kanyart 4 savmaradék hatdroz meg. Az i-ik és az i+3-ik savmaradékok C,
atomjai kozott 7A a tavolsag (Chackalamannil et al., 2017) a S-kanyarokban. A rovid, 3-red6kre
jellemz6 kotodést mutatd fragmenteket S-hidaknak nevezziik (Peter et al., 2019). A [-bend a (-
kanyar egyik specialis esete. A coil masodlagos szerkezeti tipusba pedig minden az el6zéekben
nem meghatarozott szerkezeti elem tartozik.

Harmadlagos szerkezeti szintnek a fehérjék atomi szintli, 3D szerkezetét nevezziik (2. abra).
Ezen a szerkezeti szinten sok fehérje rendelkezik doménekkel, amik 6nall6 feltekeredésre képes
egységek altalaban 100-200 savmaradékkal.

Léteznek olyan fehérjék, amelyek tobb polipeptid lanc alegységet is tartalmaznak. Ezeknek a
polipeptid lancoknak a fehérjén beliili elhelyezkedése adja adott molekula negyedleges szerkeze-

tét (Sun et al., 2004).

4.3.3. Az oldoszer szamara valo hozzaférhetéség

A fehérjék funkciojukat a molekulafelszinen keresztiil fejtik ki. A molekulaalkoté savmara-
dékok a harmadlagos térszerkezetben szomszédos savmaradékokkal és/vagy a molekulan kiviili
térrel 1épnek kolcsonhatasba. A kdlcsonhatas mindségét az olddszer szdmara valo hozzaférhetdség
mérdszama irja le (Accessible Surface Area-SA) (Faraggi et al., 2014). Az SA szdmitasa a legtobb
esetben egy oldoszer molekula (bioldgiai rendszerek esetén legtobbszor egy vizmolekula) toltésvi-
szonyait kozelité modellel torténik, amivel ”letapogatjak™ a fehérje atomi felbontasti harmadlagos
térszerkezetét (2. abra). Ezt az eljarast “rolling ball” algoritmusnak hivjuk. Az SA mértékegy-
sége A? (Lee & Richards, 1971). Egy savmaradék esetén megadhatd az abszolut SA és a relativ
SA (RSA) is. Az RSA kiszamitasahoz minden egyes amindsav esetén egy tripeptidet (Gly-X-Gly)
hasznalnak, amiben az adott aminosav savmaradékat két semleges glicin savmaradék fogja kozre.
Az igy kapott érték, az adott savmaradék maximalis SA értéke szolgal az RSA-hoz kelld norma-
lizaci6 alapjaul. Ebbdl adéddan az RSA értéke nem lehet 1 felett. Az RSA=1 is csak abban az
esetben értelmezhetd, ha adott amindsav 6nalldan van jelen az oldoszerben. Ez legtobbszor mérési

hibara utal (Tien et al., 2013a).
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Az SA hagyomanyos uton torténd meghatarozasahoz (rolling ball”) sziikség van adott mole-

kula atomi szinti térszerkezetére.
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2. ébra. A peptidkotés kialakuldsa (1-2. pont) a jellemzd torzios szogekkel (2. pont), elsddleges
(3. pont) és masodlagos szerkezet elnyerése (4. pont) az inzulin Ramachandran diagramjaval, az
SA ¢és a nukleinsav kotés meghatarozasaval (5. pont).

A 4. pont masodlagos szerkezeti elemei koziil a sotét rozsaszin a hélixre, a sarga a S-redore €s a
z6ld a coil-ra utal.
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4.3.4. Nukleinsavak kotése

A fehérjék és nukleinsavak interakcidi a centralis dogma minden egyes 1épését befolyasoljak.
Ennek megfeleléen a modern hatdéanyag-fejlesztés egyik leginkabb kutatott teriilete a fehérje nuk-
leinsav komplexek gyodgyszermolekuldkkal torténd célzott médositasa. Ezeknek a komplexeknek
az azonositasa és modositasa komoly kihivast jelentd feladatok még a legelterjedtebb komplexek
(transzkripcios faktorok és promoterek) esetén is (Radaeva et al., 2021). A fehérje nukleinsav
komplexek azonositdsdhoz a komplexalkotok egyiittes szerkezetének meghatarozasa sziikséges,

ami nagyon idéigényes feladat (R. Wang et al., 2011; Su et al., 2019).
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5. Anyag és modszer

A statisztikai analizist a Python programnyelv Scipy (verzioszam: 1.6.2) és Numpy (verzio-
0.24.2) és umap (verzioszam: 0.5.3) konyvtarakban végeztiik (Virtanen et al., 2021; Harris et al.,
2020; Pedregosa et al., 2011; Mclnnes et al., 2018). A feliigyelet nélkiili tanulast megvalosito tS-
NE modell zavarossag (PP) és tanulasi rata (LR) hiperparamétereit az un. grid-search eljarasban
optimalizaltuk. Az optimalizaci6 soran a maximalis PP minden esetben a bementi adathalmaz mé-
retének 1/10-e, mig az LR az 1/12-e volt. UMAP paraméterek (n neighbors és minimalis tdvolsag)
esetén is hasonloképpen jartunk el az optimalizacio soran.

Az abrak Matplotlib (verzidoszdm: 3.4.3), Seaborn (verzidszam: 0.11.2) és InkScape (verzio-

szam: 1.2.0) programokban késziiltek (Hunter, 2007; Waskom, 2021; Bah, 2009).

5.1. NUMT biologia

A nytl genomot (OryCun2.0) kromoszomalis és mitokondrium szekvenciajat az Ensembl ge-
nom adatbazisbol szereztiik be (http://ftp.ensembl.org/pub/release-104/fasta/oryctolagus cunicu-
lus/dna/). Irodalmi adatok alapjan meghataroztunk egy e-érték illesztési kiiszobot (10~*) (Tsuji
et al., 2012; Schiavo et al., 2017). Ennek az értéknek a kiszamitasahoz a fizikailag megforditott
sorrendii (nem komplmenter) nytl mtDNS-t illesztettiik a genomra. Az illesztéshez a LASTAL
szoftvert (verziészam: 1219) hasznaltuk a kdvetkezd beallitasokkal: match=1, mismatch=-1, gap
open penalty=7, gap extension penalty=1 (Kielbasa et al., 2011). Az igy kapott illesztések koziil
a legalacsonyabb e-értéket tekintettiik kiiszobértéknek. A késobbi illesztések koziil csak azokat
vontuk be a tovabbi analizisbe, ami ettdl kisebb értékkel birt. A felvazolt modszer biologiai alap-
ja, hogy az mtDNS reverzidja egy bioldgiailag értelmetlen, véletlenszerli szekvenciat eredményez.
A véletlenszerii szekvencia és a gDNS illesztésének legkisebb e-értékii talalata a véletlennek ko-
szOnhetd, igy az ettdl szignifikdnsabb talalatrdl nagy biztonsaggal megallapithatd a mitokondriélis
eredet azaz, hogy NUMT.

A korabban mar publikalt eredményeknek megfelelden, dupla mtDNS-t illesztettiink a gDNS-
re (Tsuji et al., 2012; Schiavo et al., 2017). Ennek a modszernek a haszndlataval lehetdségiink
nyilik azoknak a NUMToknak a deteklasara is, amelyek magukban foglaljadk az mtDNS lineariza-
cids pontjat. Az igy kapott adathalmazt szlirtiik az el6z6ekben mar bemutatott e-értékre vonatkozo
illesztési kiiszobértéknek megfelelden.

crcr

netic code: 02 és Vertebrate beallitasok hasznalata mellett (Bernt et al., 2013).
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A gDNS GC aranyénak ¢és ismétlédé motivumok meglétének vizsgalatdhoz minden NUMTot
tartalmazo kromoszémat megmintaztunk véletlenszeriien az adott kromoszoéman 1évé NUMTok
szamanak ¢€s méretének megfelelden. Az ismétlodo elemek jelenlétét a NUMTok 5000 bazispar (5
kb) hatarold régidiban RepeatMasker programmal vizsgaltuk, amit szerveren
(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables) és lokalisan (verzioszdm: 4.1.2-p1) futtattunk.

A fals pozitiv arany (false positive rate - FPR) csokkentése érdekében megvizsgaltuk, hogy
a szkaffoldokrol szarmaz6 NUMTok egyeznek-e a kromoszomakrol szarmazéo NUMTokkal. Eh-
hez a szkaffoldokat és a kromoszomakat illesztettiik egymashoz a fenti pontozési sémat (1,-1,7,1)
hasznalva. Ennek az illesztésnek az eredmény¢ébdl kizarolag azokat a talalatokat vizsgaltuk, amiket
elozoleg NUMTként definidltunk. Ezekben az esetekben a NUMTok kromoszomalis és szkaffold
hatarol6 régidinak a hasonlosagat és ismétlodo elem aranyat vetettiik 6ssze. A hasonldsagot Bi-
oPythonban (verzidszam: 1.78) kivitelezett paros illesztésekkel vizsgaltuk szintén a fenti séma
hasznalataval (Cock et al., 2009).

A hatérol6 régiokat a SAMTOOLS program (verzidszam: 1.6) segitségével nyertiik ki a gDNS
fajlbol (Li et al., 2009).

A normalitast Anderson Darling teszttel vizsgaltuk 0.05 p érték mellett (Egyenlet. 5.1). Ez a
teszt egy ismert eloszlashoz hasonlitja a minta eloszlasat a két empirikus eloszlasfiiggvény gorbe
alatti teriileteinek Osszevetésével. Abban az esetben, ha a gorbe alatti teriiletek kiilonbsége atlép

egy kiiszobértéket, a kisérleti eloszlas nem tekintheté Gauss féle eloszlasnak.

Anderson — Darling = n/ (Fo(2))*w(z)dF (x) (Egyenlet. 5.1)

—0o0

ahol F'=ismert eloszlasfiiggvény (pl.: normal, binomialis stb),
F'n=minta eloszlasfiiggvénye,
n=mintaelemszam,

w(z)=sulyfiiggvény

A normalitas vizsgalat eredményének fliggvényében t-probat vagy Wilcoxon féle probat hasz-
naltunk. A kromoszomaméret és az adott kromoszoman 1évo NUMTok szama, hossza kozotti
osszefliggéseket Pearson (PCC) (Egyenlet. 5.2) és Spearman féle rang- korrelacids (SCC) (Egyenlet. 5.3)

egylitthatd szamitasaval elemeztiik.
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S (o - D)y - 7)
PCC = E nlet. 5.2
NOICET T (Beyenlet. >.2)

ahol x és y a korreldltatni kivant valtozok,

mig z és y a valtozok atlagai.

N 12
SCC=1- 02y @i iz i
3 (Egyenlet. 5.3)

ahol N=mintaelemszam.

A nem normadl eloszldst mutat6 adathalmazok esetén azért volt sziikség az SCC alkalmazésara,
mert sokkal kevésbé érzékeny a kiugro értékekre, mint a PCC.
Adott genomrészlet és az annak megfeleld6 NUMTok ko6zotti osszefliggés soran a pontokra il-

lesztett egyenes egyenletét a legkisebb négyzetek modszerével szamitottuk (Egyenlet. 5.4).

y=mx+Db
m = nzzxyx;_z(%%)g (Egyenlet. 5.4)
poXy-—mia
n

ahol n=mintaelemszam,
b=az egyenes y-tengely metszéspontja,

mig m=az egyenes meredeksége.

crcr

Ez amoddszer feliigyelt tanulést hajt végre, ebben az esetben kategorikus kimenettel (klasszifikacio).
Az SVM MI lényege, hogy meghatarozott adathalmazokat probal egymastol a lehetd legnagyobb
mértékben szepardlni. Abban az esetben, ha adott adathalmazok linearisan nem szeparalhatok, egy
transzformacios fiiggvény (Kernel) az eredetileg n dimenzios problémat egy n + 1 dimenzids prob-
1émava alakitja. A transzformacié kovetkeztében az n + 1 dimenzidju térben 1évé adathalmazok
linearisan szeparalhatova valnak. A linedris szepardci6 egy bindris probléma esetén a kdvetkezok-

ben definialt fliggvény hasznalataval valdsithaté meg (Egyenlet. 5.5).
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f(z,w,b) = sign([xl, T, xgxn} - [wl, wo, w3...wn] b) (Egyenlet. 5.5)

ahol sign()=az eldjelfiiggvény, ami az eldjelnek megfelelden kétféle kimenettel (1;-1) rendelkezik,
r=bemenetvektor,
w=sulyvektor,

mig b=az eltolas értéke.

Az SVM modell teljesitményét k-szoros keresztvalidacios (£=3) eljarassal és a tévesztési mat-

rixbol szdrmaztatott mutatdkkal is teszteltiik (Confusion Matrix - CM) (Egyenlet. 5.6). Az adatszi-

crer

lizéltuk a bementeket a minimum-maximum normalizacios eljarasnak megfeleléen (Egyenlet. 5.7).

TP FP

CM = (Egyenlet. 5.6)
FN TN

Tnorm = T Tmin (Egyenlet. 5.7)
Tmazr — Tmin

A NUMTok ¢és a megfelel6 mtDNS szekvenciadk genetikai tavolsagat a hianyz6 nukleotidokat

is elfogad6 modositott Kimura2 paraméterrel becsiiltiik (Nishimaki & Sato, 2019).

K= Zwlogw — %log(S —P)\/S+P—-Q (Egyenlet. 5.8)

ahol w=annak a val6szinlisége, hogy adott pozicioban nukleotid van,

S=ny/n,

ny=azoknak a pozicidknak a szdma, ahol a két 6sszehasonlitott szekvencia azonos nukleotidot tar-
talmaz

n=az 0sszes nukleotid szama,

P=ns/n,

nog=a tranziciora (purinbdl purin vagy pirmidinbdl pirimidin) visszavezethetd mutaciok szama,

ns=a transzverziora (purinbdl pirimidin vagy vicaversa) visszavezethetd mutdciok szama.
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Az elérhet6 emlds genomokat atfogo vizsgalatokhoz a nuklearis
(https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/refseq/vertebrate mammalian/) és a mitokondrialis
(https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/refseq/mitochondrion/) genom szekvenciakat is az NCBI adat-
1ést hasznaltuk. A taxondmiai adatok integracidja soran az azonositokat
(https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/GENOME REPORTS/eukaryotes.txt) és a rangokat
(https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/taxonomy/new_taxdump/new_taxdump.zip / rankedlineage.dmp)
is az NCBI adatbazisbol nyertiik ki.
derson Darling (Egyenlet. 5.1) és x? tesztekkel vizsgaltuk.

Az 5kb-os hatarold régiokat a SAMTOOLS program (verzidészdm: 1.6) segitségével nyertiik ki
a gDNS f3jlokbdl (Li et al., 2009). Ezeket a hatarolo régiokat a RepeatMasker programmal (ver-
zioszam: 4.1.2-pl) vizsgaltuk fajspecifikus beallitdsok mellett.

A filogenetikai vizsgélatokat az R programnyelv ape csomagjaval (verzidoszam: 5.6-2) végez-
tiikk (Paradis & Schliep, 2019), mig a filogenetikai fat a ggtree csomaggal (verziészam: 3.2.1)
vizualizaltuk (Yu, 2020).

A NUMT bioloégiaval kapcsolatos vizsgalatok folyamatat a 3. dbra mutatja.

25



DNS " illesztés
9 mtDNS .
3 Bemeneti

S

5' zekvenciak

¢ ™

illesztés
rmtDNS dmtDNS mtDNS
3 A 5 (valtozatok
5' 3
. v o
9. . Klszobeértéek
EP_lesls szamitasa
w w =
X v
‘g Kiiszobérték
3 ‘0 alkalmazasa

=
}E

} Ertékelés

3. dbra. A NUMT biologiaval kapcsolatos vizsgélatok folyamata.
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5.2. Proteomika

A komplett human protedémot a UniProt adatbazisbol nyertiik ki (“UniProt: the universal protein
knowledgebase in 20217, 2021). Azért esett a valasztasunk erre a protedmra, mert a komplemen-
taritas vizsgalatdhoz elengedhetetlen kisérleti adatokbol e faj esetén taldlhatjuk meg a legtdbbet.
A “Fragment” cimkével ellatott fehérjék eltavolitasaval 43 789 szekvenciat kaptunk. A Protein
Data Bank (PDB) vonatkoz6 térszerkezeteit a SIFTS program segitségével térképeztiik a meglévo
UniProt szekvencidkra (Berman et al., 2000; Dana et al., 2019). Ezeket a térszerkezeti fajlokat
kinyertiik a PDB adatbazisbol. A PDB fajlokban rejlé informaciok szolgéltak Gn. valos osztaly-
cimkeként, referenciaadatként a masodlagos térszerkezet és az SA vizsgalata soran.

A 30 aminodsavnal kisebb peptideket kizartuk a tovabbi vizsgalatokbol. Abban az esetben, ha
egy UniProt szekvenciat tobb PDB lanc is jellemzett, kizardlag a leghosszabb szerkezetet tartot-
tuk meg. Ha tobb szerkezet fedte egy UniProt szekvencia ugyanazon részét, akkor a legnagyobb
felbontassal rendelkezd szerkezetet vontuk be a tovabbi kutatdsokba. Ezeknek a 1épéseknek az
eredményeként 5 133 UniProt szekvenciat €s az ezeknek megfeleld 6 417 PDB szerkezetet vizs-
galtuk.

Az SA ésamasodlagos szerkezetre vonatkozo6 adatokat kdzvetleniil a PDB alloméanyokbol nyer-
tiikk a DSSP algoritmust hasznalva (Kabsch & Sander, 1983). A DSSP a mésodlagos szerkezetre
vonatkozdan egy 8 allapotl osztalyozast hasznal. Annak érdekében, hogy ez a komplementaritas
vizsgalata soran Osszehasonlithatd legyen az altalunk valasztott prediktor kimenetével (McGuffin
et al., 2000), atalakitottuk a 8 allast osztalyozast 3 allastivd. Ennek megfelelden a 319- és az a-
hélixeket az altalanos hélix (H), a S-red6t €s -hidat az altalanos 5-redd (E) és az eldz6 két osztalyba
nem sorolhato szerkezeteket a coil (C) kategoriaba soroltuk. Az abszolut SA értékeket irodalmi ma-
ximum SA értékeknek megfeleléen normalizaltuk megkapva igy a relativ SA (RSA) értékeket (Tien
et al., 2013b). Az SA relativizacié ebben az esetben is azt a célt szolgalta, hogy a referenciaadat és
a vonatkozo prediktor kimenete 6sszevethetd legyen (Faraggi et al., 2014).

A nukleinsav kotés referenciaadatat a BioLip adatbazis szolgéaltatta (J. Yang et al., 2012). A
BioLip annotaciot feltérképeztiik a kivalasztott UniProt szekvencidkra. Ez a térképezés 175 fehér-
jében 3 557 DNS kot6 €s 106 fehérjében 2 368 RNS kotd amindsavat eredményezett.

A normalitast ebben az esetben is Anderson Darling teszttel (Egyenlet. 5.1) vizsgaltuk 0.05 p
érték mellett. A normalitds vizsgalat eredményének fliggvényében t-probat vagy Wilcoxon féle
probat hasznaltunk. Tobbszori 0sszehasonlitds esetén Bonferroni modszerrel korrigaltuk a p érté-
keket. Az SA referencia ¢€s predikcid kozotti kapcesolatot PCC (Egyenlet. 5.2), SCC (Egyenlet. 5.3)
¢s atlagos abszolut hiba (Mean Absolute Error - MAE) (Egyenlet. 5.9) szamitasaval elemeztiik. A
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masodlagos szerkezet predikcidjanak pontossagat a Q3 érték szamitasaval vizsgaltuk, ami a helye-

sen prediktalt savmaradékok szamanak az aranyitja az 6sszes prediktalt savmaradék szaméhoz.

MAE _ Zi:l |€’L|
n (Egyenlet. 5.9)

|€i| = |33i - yi|

ahol n=mintaelemszam.

A nukleinsav kotés eldrejelzésének pontossagat az un. karakterisztika goérbe (Receiver Operat-
ing Characteristic curve - ROC) abrazolasaval vizsgaltuk. Ehhez meghataroztuk a valodi pozitiv
(TP), valddi negativ (TN), fals pozitiv (FP) és fals negativ (FN) értékeket. TP az eset, amit a
modell helyesen nukleinsav kdtének, TN pedig, amit helyesen nem kotonek jelzett. FP az eset,
amit a modell helyteleniil nukleinsav kotonek, FN az eset, amit pedig helyteleniil nem kotonek
jelzett. Kovetkezd 1épésként ezekbdl a valodi pozitiv (TPR) (Egyenlet. 5.10) és a fals pozitiv
(FPR) (Egyenlet. 5.11) ardnyokat szamitottuk ki.

TP

TPR= ——— E let. 5.1
TP+ N (Egyenlet. 5.10)
TN
FPR= ——— E let. 5.11
TN + FP (Egyenlet. 5.11)

A masodlagos szerkezet predikcidjanak pontossagat a valds és predikalt szerkezeti elemeket
tartalmazo szegmensek Osszevetésével vizsgaltuk. Ezt az 6sszefiiggd szegmensek értékének mé-

részama (Segment OVerlap score - SOV) tette lehetdvé (Egyenlet. 5.12).
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Sty = {(s1,82)[s1 N 52 # 0}
S = {(s1, 82)|81V32 =0}

minov(sy, So) + o(s1, S2)
SOV = 100 l
©= Z Z mazxov(sy, Sg) en(s1)]
zE{HE C} Sw)

N = Zlen $1 —i—Zlen s1)

5 (i) (Egyenlet. 5.12)

(
maxov(sy, S2) — minov(sy, S2)

minov(sy, $2)
o(s1,82) = min

int(len(%))

\int(len(%))

ahol s; és so=egy i konformacios allapotban {H, E/, C'} 1év6 megfigyelt és prediktalt szegmenspar,
S(iy=az 1 konformacios allapotban 1€v6 atfedd szegmensparok (s1, s2) halmaza,

S (=51 szegmensek halmaza, amelyek nem rendelkeznek atfedd parral az s,-bol,

minov(sy, so)=egy ¢ konformacios allapotban {H, F, C'} 1év6 megfigyelt és prediktalt szegmens-
par kozos elemeinek szama,

mig mazxov(sy, $2)=egy i konformacios allapotban {H, F, C'} 1év6 megfigyelt és prediktalt szeg-

menspar 0sszes elemeinek szdma.

A proteomikaval kapcsolatos vizsgalatok folyamatat a 4. dbra mutatja.
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4. abra. A proteomikaval kapcsolatos vizsgalatok folyamata.
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6. Eredmények

6.1. NUMT biologia
6.1.1. A nyul genom NUMTjainak jellegzetességei

A nyul genomjaban 153 NUMTot térképeztiink fel, amik a D-loop kis részétdl eltekintve az
egész mtDNS-t tobbszordsen is lefedték (5. abra). Az azonositott NUMTok nagy része, mintegy
100 db, szkaffoldokrol szarmazott.

ANUMTok méretbeli eloszlasa nagy heterogenitast mutat, de legnagyobb résziik (130 db) 2000
bp alatti méretii. A 2000 bp feletti méreti NUMTok egy kivételtdl eltekintve szkaffoldokon helyez-

kedtek el. Vizsgalataink alapjan az 5,6,8,10 és 21-es kromoszémak nem tartalmaztak NUMTokat.

Chrid .
150 . ; 7 = 13 18 —-—
= 2 = 8 14 = 19 J
3 9 m 15 20 ——
= 4 10 16 = 21
5 = 11 m 17 = Scaffold
= 6 12

L
——
el
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e
e
0
NS R
) v AR > ST RN S R Y &
& & & & R S S S S & & S S

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000
Mitokondrium (bp)

5. dbra. A nyul genomban azonositott NUMTok genomon beliili elhelyezkedése és mtDNS-beli
eredete.
Az x tengelyen 1évé mitokondrialis annotacid a 100 bp-nél kisebb rRNS géneket nem
tartalmazza. A Chr id az adott genomi részlet azonositdjara utal.

Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk arrdl, hogy a szkaffoldokon észlelt NUMTok nem
szekvenalasi miitermékek, megvizsgaltuk a kromoszomakon és a szkaffoldokon elhelyezkedé NUM-
Tokat (6. éabra). A kromoszémakon ¢és a szkaffoldokon elhelyezkedé NUMTok illesztése soran
szamos esetben magas fokl homologiat talaltunk, ugyanakkor a NUMTok hatarol6 régioi minden
esetben eltértek egymastol (6.4bra/a). Egy genom szekvenalasakor az ismétlddé elemek magas
aranyu jelenléte pontatlanna teszi az dsszeszerelést, szkaffoldokat eredményezve. Ez a lehetdség

a nyul genom esetén nem valdszini, hiszen a kromoszomalis és szkaffoldon lokalizalt NUMTok
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hatarol6 régioit megvizsgalva nincs statisztikailag igazolhato kiilonbség (p>0.05) az ismétlodo ele-

mek tekintetében (6.abra/b).
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6. abra. A nyul genom szkaffoldjainak vizsgéalata. Az (a) rész a a szkaffold és kromoszoma
lokalizalt NUMTok és hatarolo régidik illesztési értékeit, mig a (b) rész a hatarolo régiok repetitiv
elem részesedését mutatja. Mindkét esetben az adott NUMTnak megfeleld hosszisagu hatarolo
régiot vizsgaltunk. A szignifikdns eredményeket * jeloli.

Adott genomi részlet (kromoszéma vagy szkaffold) hossza és az azon elhelyezked6 NUMTok
kumulalt hossza kdzott nagyon gyenge (praktikusan nem 1étezd) sszefliggést talaltunk (PCC:0.046;
SCC:-0.185). Ez az 0sszefiiggés linearisan jol jellemezhetdve erdsodik (PCC:0.845; SCC:.0701),
ha a vizsgalt adathalmazbdl eltavolitjuk a szkaffoldokat (7. abra/a-b). Az adott genomi rész-
let hossza és az azon elhelyezked6 NUMTok szdma kozotti sszefliggés is hasonldan irhato le,
tehat a kromoszomak és a szkaffoldok egyiittes vizsgalata esetén gyenge Osszefiiggést kaptunk
(PCC:0.199; SCC:0.242), ami kozel egyenes aranyuva valik a szkaffoldok vizsgalatbol torténd

eltavolitasaval (7. abra/c-d).
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7. abra. Adott kromoszoma (b,d) és szkaffold (a,c) méretének ¢s NUMTjainak kumulalt hossza
(a,b) illetve szama (c,d) kozotti osszefiiggés.
A p<0.001 eredményeket * jeloli.

A kromoszomalis NUMTok (8.abra/a) kozel 1/5-e (9 db) az 1-es kromoszomaba integralddott.
A kromoszémaba integralodott NUMTok koziil a leghosszabb egy majd 5 kb méretli az 1-es kro-
moszéma CFAP300 génjébe épiilt be. Az 50 db koriili kromoszémalis NUMTboI 12 intragenikus
NUMTot mutattunk ki. A NUMTokat tartalmaz6 gének a kovetkezok: SESNI] (Sestrin 1), LRRC9
(Leucine Rich Repeat Containing 9), SEC23B, CFAP300 (Cilia And Flagella Associated Prote-
in 300), PLEKHAI (Pleckstrin Homology Domain Containing A1), MEMOI (Mediator Of Cell
Motility 1), KIAA1328, PYGO2 (Pygopus Family PHD Finger 2), MED13L (Mediator Complex
Subunit 13L) (8.abra/b).

33



(a) (b)

50 50
gDNS elhelyezkedés (Chr)
u

- m MED13L
1 "8 15 KIAA1328
.2 9 16 - = PYGO2
3 10 u 17 KIAA1328
. 4 .- 1 18 L]
= s 2 m o1 o MEMO1
= H 6 m 13 20 -
s 7 u o om o2 e = MEMO1
=) =
2 2 PLEKHAL
2 I w0
£ T 2 e ——
c i3 CFAP300
(e} r c
N [}
[%]
o — =2
IS — p=]  SEC23B
S F £
3 of LRRCY
= SESNIiRRC9
0 = & 0 L Q
@ ~ o o Qoo M 3 v © S @ ~ o o Noo M X v © S
g ¢ 8F 5 BB 585 ¢ 22 §F 5S8R 555 ¢
< < < < o VUmm O CC C < < o Q < < < < o vUmm U CC < < < o Q
AN AN AN A ANAANA A A A AN AN AN AN AAAANAS —AA A A
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000
Mitokondrium (bp) Mitokondrium (bp)

8. abra. A nyul genomban azonositott kromoszomalis (a) és intragenikus (b) NUMTok.
Az x tengelyen 1€vé mitokondrialis annotacié a 100 bp-nél kisebb rRNS géneket nem tartalmazza.

A NUMTokban és a hatarol6 szekvencidikban 7 kozosen megjelend RepeatMasker ismétlodo
elem osztalyt, a DNA, SINE, LINE, Low complexity, LTR, Simple repeat ¢s tRNA-t talaltunk.
Ezekbol a csoportokbol a Short Interspersed Elements (SINE), Long Interspersed Nuclear Ele-
ments (LINE) és Simple repeat tartalmazott olyan ismétlddd elemet, ami szignifikans kiilonbséget
mutatott a vizsgalt csoportok kozott frekvenciajat tekintve (9. abra). A SINE osztalybol a MIRb
5’ és 3’ hatarolo régiok frekvenciai kiilonboztek egymastol. Az 5° hatarold régiok €s a genomi
minték 0sszevetésekor a Mammalian-wide Interspersed Repeats (MIR) és MIR3 ismétlddd elemek
frekvenciai mutattak kiilonbséget rdadasul a MIR3 a 3’ hatarol6 régié genommal vald dsszevetése-
kor is szignifikans eredményt produkalt. A LINE osztalybdl a L1MS5 elem mutatott frekvenciabeli
eltérést, amikor a 3’ hatarolo régiot vetettiik 6ssze a genomi mintakkal. A Simple repeat osztaly-
bél a (TG)n oligomerek frekvenciaja tért el mindkét hatarold régioban, mikor a genomi mintadkhoz

hasonlitottuk dket (9. abra).
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9. abra. Az ismétlédo elemek frekvencidjanak alakuldsa a NUMTok kornyezetében.
A piros vonal feletti eredmények szignifikansak (p<0.05).

A GC ardny vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a NUMTok és az mtDNS is alacsonyabb GC
tartalommal birnak, mint a gDNS. Ugyanakkor a NUMTokat hatarolo gDNS régiok is kiilonboztek
a genom véletlenszer(i pontjaibdl szarmazoé gDNS mintaktol (alacsonyabb értékkel birtak) a GC

tartalom tekintetében (10.4bra).

e o

NUMT gDNS hatérolé gDNS mtDNS gDNS

10. abra. A GC arany Osszevetése.
A szignifikans (p<10~°) eredményt * jel6li. A p>10~5 eredmények esetén a 3 tizedesre kerekitett
p értékeket tiintettiik fel.

A véletlenszerli szekvencidk NUMTként torténd azonositdsanak kisziirése érdekében RBF-
kernel SVM-et tanitottunk a NUMTok és véletlenszerli szekvenciak klasszifikacidjara. Ez az SVM
megbizhatoan osztalyozta a bemeneteket (k-szoros CV (k=3) esetén 0.7 koriili maximalis pontos-
sag) (11.abra). A modelliink mindegyik komplexitas érték esetén jobban teljesitett, mint az ugy-
nevezett "dummy classifier”, ami minden esetben a leggyakoribb osztalyt jelzi elére. Abban az

esetben, ha a predikcidohoz az el6zdleg emlitett minden ismérvet felhasznaltunk, az SVM-iink ké-
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pes volt eldonteni, hogy az adott szekvencia NUMT-e ¢és azt is, hogy szkaffoldrol vagy éppen
kromoszomarol szarmazik-e (Egyenlet. 6.1). Az SVM modell az optimalis predikcios pontossagot
abban az esetben érte el, ha az egyes tanitasi pontok hatésa, a modell komplexitasa a 10~6-10~14
kozotti y-értéket vett fel (11.4abra/a). A rendelkezésre all6 adatok az SVM tanitasahoz elegendének
bizonyultak (11.4bra/b).
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11. dbra. NUMTok és véletlenszerti szekvenciak klasszifikacidjara tanitott RBF-kernel SVM
validécios (a) és tanulasi (b) gorbéje.
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SVM-mel a NUMTok és véletlenszerti szekvencidk klasszifikacioja abban az esetben is sike-
rult, ha kizardlag a hatarold régiok GC ardnyan tanitottuk a mesterséges intelligenciat. Ugyanakkor
a dontési hatarok alakulasat szemlélve, ebben az esetben a predikcid pontossaga nem volt 0ssze-

vethetd a tobb bemenetre alapozott tanulds pontossagéaval (12. abra).

Scf Chr " Chr Scf

°  NUMT NUMT véletlenszer( véletlenszer(

y=0.001 y=1

5' GC ardny

y=50

0.0 0.5 1.0 0.0 0.5 1.0 0.0 0.5 1.0
3' GC ardny

dontési hatarainak alakulasa kiilonb6z6 y-paraméterek mellett.
A Chr és az Scf a kromoszoémara és a szkaffoldra utalnak.

6.1.2. Egységes keretrendszer NUMTok banyaszatara

Az éltalunk vizsgalt emlés NUMTok jellegzetességei alapjan jol elkiilonithetdk a filogenetikai
rendek (Mellékletek/tablazat). UMAP dimenzi6 csokkentés hasznélata esetén a rendekre jellemzd
centrumok is kirajzolodtak (13. édbra/a). Bizonyos esetekben az alacsonyabb taxondmiai szinteknek
megfeleld centrumok is elkiilonithetdk, azonban ekkor kozel sem annyira kifejezettek az emlitett
centrumok (Mellékletek/18. abra).

Az emlés NUMTok adott faj mitokondriumjanak hosszdhoz viszonyitott relativ mérete torzi-
tott eloszlast mutatott, jellemz6 a kisebb mérett NUMTok feliilreprezentaltsaga (13. abra/b). Ez
a tendencia szignifikans (p<0.05). Az abszolut NUMT hosszak teljes interkvartilis terjedelme 600
bp alatti volt, mig medianja joval 250 bp alatt helyezkedett el (13. dbra/b). Harom faj esetén (be-
luga, palackorra delfin és kanadai hod) kaptunk 1.0 feletti relativ NUMT méretet, tehat ezekben a
nukledris genomokban az adott faj egész mitokondriumja megtalalhato.

Az adott mitokondrium hosszahoz viszonyitott pozicid tekintetében azt tapasztaltuk, hogy a
linearizalt mitokondriumok sz¢lsé nukleotidjai gyakrabban vesznek részt a NUMTogenezis folya-

mataban (p<0.05) (13. abra/g).
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A NUMTok gDNS GC tartalmédhoz viszonyitott relativ GC aranyanak éatlaga 1.0 alatti érték-
kel birt, mig az mtDNS-hez viszonyitott relativ GC arany atlaga 1.0-nak bizonyult. Az gDNS GC
tartalmahoz viszonyitott relativ NUMT GC arany nagyobb szorassal rendelkezett, mint az mtDNS
GC tartalmahoz viszonyitott relativ NUMT GC arany (13. abra/e).

Az 5kb-os hatarolo régiokban jelenlévo 1smétlddd elemek vizsgalata soran szamos olyan ismét-
16d6 elem osztalyt mutattunk ki, amelyek gyakorisaga a NUMTokhoz kézeledve folyamatosan no-
vekszik (13. abra/d, Mellékletek/19. 4bra). Ezek az ismétlddd elemek a DNA/hAT-Charlie, Simple
repeat, LTR/ERV1, LINE/L1, LTR/ERVL-MaLR, DNA/TcMar-Tigger, LTR/ERVL, LINE/L2, SI-
NE/MIR ¢és SINE/Alu csoportokba sorolhatok (Mellékletek/19. abra).

A genomméret és a NUMTok szdma kozott gyenge pozitiv kapcsolat (0.378, p<0.0001) mu-
tathat6 ki. Ezzel ellentétben a genomok mérete ¢s a NUMTok kumulalt hossza kozott egy gyenge
negativ kapcsolat (-0.42, p<0.001) a jellemz6 (13. 4bra/c,f).
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13. abra. Az NCBI adatbazisban fellelheté emlds genomok NUMTjainak jellegzetességei.

A NUMTok szamos ismérve alapjan szamitott UMAP centrumok és az egyes rendeknek
megfeleltethetd filogenetikai klaszterek (a). A NUMTok méretének gyakorisagi diagrammyja és
adott faj mtDNS-ének hosszahoz viszonyitott relativ mérete (b). Adott genom mérete és
NUMTjainak 6sszesitett hossza (c) illetve szdma (f) kozotti 6sszefiiggés. A LINE/L1 ismétlédo
elem feldusulasa a NUMT 200/200 bp-os kornyezetében (d). NUMTok gDNS és mtDNS GC
tartalmahoz viszonyitott relativ GC aranya (e). NUMTok elhelyezkedésének relativ pozioi (g).
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6.2. Proteomika

6.2.1. Az SA és a masodlagos szerkezet osszefiiggeései

Vizsgalataink alapjan a C masodlagos szerkezetben 1év6 savmaradékok rendelkeztek a legna-
gyobb (tehat a leginkabb kitettek az olddszernek), mig az E tipust savmaradékok a legkisebb SA
értékekkel. A helikalis savmaradékok (H) minden esetben dtmenetet képeztek a C és E masodlagos
szerkezetben 1év0 savmaradékok kozott. Ezek az eltérések szignifikansak (p<10~°) és szignifikans
jellegiik az SA és masodlagos szerkezet predikcidjanak és kisérleti adatanak tetszdleges kombina-
cioiban is megmarad (14. abra).

Ez a tendencia annak ellenére is megmarad, hogy a kisérleti iton meghatarozott SA értékek
nagyobb skalan mozogtak (14.4bra/a-b), mint a prediktalt SA értékek (14.abra/c-d). A predikcid
esetén az SA értékek eloszlasa sokkal kiegyenlitettebb, mint a kisérleti iton meghatarozott SA ada-
tok esetén (14. abra).

A masodlagos szerkezet predikcidjanak pontossagat az SOV érték (Egyenlet. 5.12) kiszami-
tasaval vizsgaltuk, ami a teljes adathalmazon 0.568-nak bizonyult +-0.13-as szords mellett. A

SOV (1.5 értékei 0.63 (+-0.28), 0.55 (+-0.3) és 0.53 (+-.016) voltak.
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14. dbra. Az SA és a mésodlagos szerkezet predikcidjanak és valds értékeinek Osszefliggései.
A H ahélix, az E a f-redd, mig a C a coil masodlagos szerkezeti elemre utalnak. A felsd sor esetén
(a,b) az RSA értékei kisérleti adatokbol, mig az also sor esetén (c,d) predikcidbol szarmaznak. Az

elso oszlop esetén (a,c) a masodlagos szerkezetek kisérleti adatokbol, mig a méasodik oszlop

esetén (b,d) predikciokbol szarmaznak. A szignifikans (p<10~°) eredményeket * jeldli.

6.2.2. Az SA és a nukleinsav kotés osszefiiggései

A DRNApred nukleinsav kotés predikciojanak pontossagat TPR-FPR ardnyositassal végeztiik.
Akiilonbozo kiiszobértékek (n=1000) esetén kapott TPR-FPR parokat abrazoltuk, ami ROC gorbét
eredményezett. Az AUROC érték DNS kotés predikcidja esetén 0.69, mig RNS kotés predikcidja
esetén 0.56 volt (15. abra).
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15. dbra. A nukleinsav kotés predikciojanak alakulasa kiilonboz6 kiiszobértékek esetén az ROC
gorbe alatti teriiletével.
A kék gorbék a DRNApred DNS (a) és RNS (b) predikciojat, mig a narancssarga egyenesek a
véletlenszert klasszifikaciot jelolik.

A DNS kotés és az SA vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a DNS-sel interakcioba 1ép6 sav-
maradékok magasabb SA értékekkel rendelkeztek (azaz nagyobb volt az oldhatésaguk), mint azok
a savmaradékok, amelyek nem Iéptek interakcioba a DNS-sel. Ezek az eltérések szignifikansak
(p<107°) és szignifikans jellegiik az SA és a DNS kotés predikciojanak és kisérleti adatanak tet-
sz6leges kombinacidiban is megmarad. Altaldnossagban elmondhaté a DNS kétés és az SA kap-
csolatarol, hogy a kisérleti uton meghatarozott SA értékek nagyobb skalan mozogtak és tobb kiugrd

adatot (RSA=1) tartalmaztak, mint a prediktalt SA értékek (16. abra).
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16. abra. Az SA és a DNS kotés dsszefiiggései.

A felsd sor esetén (a,b) az RSA értékei kisérleti adatokbol, mig az also sor esetén (c,d)
predikcidbol szarmaznak. Az els6 oszlop esetén (a,c) a DNS kotés kisérleti adatokbdl, mig a
maésodik oszlop esetén (b,d) predikciokbol szarmaznak. A szignifikans (p<10~°) eredményeket *
jeloli.

A DNS kotés és az SA kozott megfigyelt Osszefliggések az RNS kotés és az SA kapcsolatara
is érvényesek. Tehat az RNS-sel interakcidba 1épé savmaradékok SA értékei szignifikansan maga-
sabbak, mint az RNS-sel interakcioba nem 1€p6 savmaradékok SA értékei. Ez a jellegii 6sszefiiggés
az RNS kotés esetén is megmarad az SA és az RNS kotés predikciojanak és kisérleti adatanak tet-

sz6leges kombinacidiban (17. ébra).
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17. dbra. Az SA és az RNS kotés 0sszefiiggései.
A felsd sor esetén (a,b) az RSA értékei kisérleti adatokbol, mig az also sor esetén (c,d)
predikcidbol szarmaznak. Az els6 oszlop esetén (a,c) a RNS kotés kisérleti adatokbol, mig a
mésodik oszlop esetén (b,d) predikciokbol szarmaznak. A szignifikans (p<10~°) eredményeket *

jeldli.
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7. Kovetkeztetések és javaslatok

7.1. NUMT biologia
7.1.1. A nyul genom NUMTjainak jellegzetességei

Sok mas eukariota genomhoz hasonloan, a nyul gDNS is tartalmaz NUMTokat (Calabrese et
al., 2017). Vizsgalataink alapjan a kromoszoémakon és szkaffoldokon 1évé NUMTok sok esetben
nagyfoku szekvencia-hasonldsagot mutattak. Ez a jelenség megnovelheti az FPR-t és félrevezetd
eredményekkel szolgalhat abban az esetben, ha az adott szkaffold egy kromoszéma része. Ennek
a kérdésnek az eldontésére terveztiink egy vizsgalatot, ami 0sszehasonlitotta az egyez6 NUMTok
kromoszomalis és szkaffold hatarol6 régidinak hasonlosagat és a hatarolo régidkban 1évo ismétlo-
do elemek frekvenciajat. Ezekbdl az eredményekbdl az a kovetkeztetés vonhato le, hogy a nyul
gDNS-ben 1év6 és szkaffoldokrol szarmazé NUMTok nem tekinthet6k FP-knek €s valoszintileg
egy copy-paste mechanizmusnak kdszonhetd a jelenlétiik, amely jelenség lehetdségét mar szamos
tanulmany valdszintsitette (Hazkani-Covo & Covo, 2008; Lutz-Bonengel et al., 2021; Calabrese
et al., 2017). Azonban a teljesség végett meg kell emliteni, hogy pillanatnyilag nincs konszenzus
a tudomanyos kozosségen beliil a szkaffoldokrdl szarmazé NUMTokkal kapcsolatban. Léteznek
olyan tanulméanyok, amelyek kizarolag a kromoszoma lokalizalt NUMTokat vonjak be a tovabbi
kisérletekbe (Grau et al., 2020; Behura, 2007), mig tobb szerz6 a szkaffold lokalizalt NUMTokat
is analizalja (Calabrese et al., 2017; Shi et al., 2017; J.-X. Wang et al., 2020). Eredményeinket
erdsiti a tény, hogy az altalunk a nyal gDNS-ben lokalizalt 153 db NUMT szama nagysagrendileg
megegyezik egy korabban publikalt atfogobb jellegii tanulmany adataival (Hazkani-Covo et al.,
2010a), amelyben 180 db koriili NUMTot valoszintisitettek a nyal gDNS esetén.

Vizsgalataink alapjan bizonyos kromoszomak (5,6,8,10,21) egyaltalan nem rendelkeznek NUM-
Tokkal, mig példaul az 1-es kromoszomaba 9 NUMT integralodott. A NUMTok koromoszéma
szintll eloszldsanak ilyen jellegli egyenldtlensége megfigyelhetd példaul az eurépai méh (Behura,
2007), a szarvasmarha (Grau et al., 2020) és szamos denevérfaj (G. Zhang et al., 2021) esetén is.

Abban az esetben, ha a szkaffoldokat is bevontuk a vizsgalatainkba, azt talaltuk, hogy az
adott genomi régio (kromoszéma vagy szkaffold) mérete és az abba integralodott NUMTok szama,
hossza kozott nincs kapcsolat. Viszont, ha kizarélag a kromoszomakat és az azokba integralodott
NUMTokat vizsgaltuk, erds pozitiv kapcsolatot kaptunk. Ezek az eredmények eltérnek az eurdpai
méh gDNS-ben feltart kapcsolatoktdl, ahol a szkaffoldok eltavolitdsa utan sem talaltak kimutathat6
kapcsolatot a kromoszoma méret €¢s a NUMTok szama, mérete kozott (Behura, 2007).

Ismert jelenség, hogy a NUMTok altal indukalt inszercids mutagenezis befolyasolhatja kiilon-
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b6z6 betegségek kialakulasat (Ju et al., 2015; Singh et al., 2017; Wei et al., 2022). Az altalunk
azonositott 12 intragenikus NUMT sok esetben olyan génekbe épiilt be, amelyek termékei olyan
jelatviteli Gitvonalakban vesznek részt, amelyekben bekdvetkezé modosulas fejlodési rendellenes-
ségek kialakuldsahoz és malignus transzformacidkhoz vezethet. Példaul a CFAP300 génben beko-
vetkezd mutacid hozzdjarulhat a him fertilitas csokkenéséhez (Aprea et al., 2021) mig a MEMO!
tak (Schotanus & Van Otterloo, 2020).

A GC tartalom vizsgalatakor azt az eredményt kaptuk, hogy a NUMTok genomi kérnyezetének
¢s a NUMToknak is szignifikdnsan alacsonyabb a GC tartalma, mint a gDNS-bdl vett véletlensze-
ri mintdknak. Ez kozvetett mddon bizonyitja, hogy az altalunk NUMTként definialt szekvenciak
ténylegesen a mitkondriumbo6l szarmaznak. A NUMTok kornyezetiiktdl eltéré GC tartalma tobb
tanulmanyban is megjelenik (Porter & Hajibabaei, 2021; Srinivasainagendra et al., 2017; Behura,
2007; Calderon, 2012), s6t human NUMTok esetén hasonl6 tendenciat mutattak ki, tehat a NUM-
Toknak és kornyezetiiknek is alacsonyabb volt a GC aranya, mint a gDNS mas részeinek (Mishmar
hogy ezek a genomi régiok altalaban nem tartalmaznak géneket, igy a NUMTokon nem érvényesiil
szelekcios nyomas (Lascaro et al., 2008). A NUMTok kornyezetében megfigyelt alacsonyabb GC
tartalom diszkutdlasakor mindenképpen meg kell emliteni egy eddig még kisérletekkel nem ala-
tamasztott, spekulativ magyarazatot. Ez pedig, hogy a kromoszomalis szerkezet nagymértékben
befolyasolhatja a NUMT integraciot. Egy GC gazdag genomi régid stabilabb a nagyobb szdmu
hidrogén hid kotés kovetkeztében, mint egy hasonld hossziusagu AT gazdag régio (H. Chen & Sky-
laris, 2021). Ebbdl adododan az alacsony GC tartalom szerkezetileg instabil genomi régiot jelezhet,

A NUMTok kornyezetében feldusuld ismétlodd elemeket mar tobb tanulmény is leirta (J.-
X. Wang et al., 2020; Mishmar et al., 2004). A szignifikans dusulast mutaté SINE ¢és LINE csopor-
tok Uin. non-long terminal repeat (non-LTR) tipusu retrotranszpozonok (Richardson et al., 2015).
Szamos esetben kimutattdk, hogy a mar gDNS-en beliili NUMT elterjedés retrotranszpozonokra
vezethetd vissza (Krampis et al., 2006; Black IV & Bernhardt, 2009), s6t nem lehet kizarni azt a le-
hetdséget sem, hogy a transzpozonok kozrejatszanak magéaban az integracids eseményben is (Song
etal., 2013).

Az SVM-mel kapott eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a nyul genomban feltart NUMTok
nyezetének GC tartalmat felhasznélva a tanitds soran. A modelliink a 10716-10~ kozotti komp-

lexitas tartomanyban optimalisan teljesitett (sziirke szaggatott vonalak kozotti tartomany a  11.
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abran). Az emlitett tartomany eldtt a tanito ¢és a teszteld adathalmazon kapott pontossag értékei
folyamatosan javultak. 10~'* komplexitas érték felett a tanitd adathalmazon tapasztalt pontossag
novekedett, mig a teszteld adathalmazon mérhetd pontossag értéke csokkent, ami klasszikus jele a
gépi tanulas soran elkovetett legjellegzetesebb hibanak, a taltanuldsnak (DemsSar & Zupan, 2021).
Ekkor a modell a tanul6 adathalmazban 1évd lokalis motivumokra nagy pontossaggal illeszt gor-
bét. Azonban a modell altal felsimert torvényszertisgek kiterjesztése, az altalanositas soran egy
ismeretlen adathalmazra (teszteld adathalmaz) is ezt a gorbét probalja illeszteni, ami alacsony pon-

tossagban fog megmutatkozni.

7.1.2. Egységes keretrendszer NUMTok banyaszatara

Az emlds NUMTok altalunk vizsgalt jellegzetességeik alapjan az adott faj taxondémiai rend;é-
nek megfeleld6 UMAP centrumokat mutatnak. Ez az eredmény igazolja a NUMTok filogenetikai
alkalmazasanak relevancigjat. A NUMTok filogenetikai felhasznalasa bevett gyakorlat bizonyos
fajokat illetéen (Ko et al., 2015; Nacer & do Amaral, 2017), azonban sajat eredményeink alapjan a
NUMTokra alapozott filogenetikai vizsgalatok megalapozottnak tekinthetok nagyobb taxonomiai
egységek esetén is.

A NUMTok rovidsége (eltekintve néhany kiugrd, adott mitokondrium felét vagy egészét érintd
NUMToktol) nagy valoszintiséggel az integraciot kdvetd fragmentaciora és transzpozon aktivitasra
vezethetd vissza (J.-X. Wang et al., 2020). Ezt az elméletet erdsiti, hogy a NUMTok tobbségének
GC tartalma joval elmarad az adott gDNS GC tartalmatol.

A szamos ismétlddé elem NUMTok kornyezetében megfigyelhetd feldusuldsanak ténye a NUM-

Togenezis nem véletlenszerii moédjara enged kovetkeztetni (Tsuji et al., 2012).

7.2. Proteomika

Vizsgalatainknak megfelelden a coil méasodlagos szerkezetben 1évé samaradékok rendelkeztek
megfigyelés megfelel a szakirodalmi adatoknak (Zhu & Blundell, 1996; H. Zhang et al., 2009).
A [-red6 konformacidban 1évé savmaradékok alacsonyabb SA értékeire a kdvetkezokben bemu-
tatott modon, a fehérjék folding mechanizmusa szolgal magyarazatul. A bioldgiai reakciok vizes
kozegben mennek végbe (Ball, 2017). Ebbdl addddan a vizben oldhato fehérjék feltekeredését ter-
modinamikai szempontbol elsédlegesen a hidrofob erd hajtja (Haque & Bayford, 2019), aminek
kovetkeztében mar a folding folyamatanak elején kialakul egy hidrofob mag (Kalinowska et al.,

2017). A magot alkotd hidrofob jellegli savmaradékok sok esetben S-reddkbe tomoriilnek, hiszen
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a hidrofob oldallancok “elrejtésére” ez a masodlagos szerkezeti elem a legkedvezdbb a vizes ko-
zegben mutatott aggregicio és kompakcié miatt (Lins et al., 2003; Fujiwara et al., 2012; Ilyina et
al., 1997). A coil masodlagos szerkezetbe tomoriilé savmaradékok szignifikdnsan magasabb SA
értékeit igazolja a tény, hogy a coil konformacidé magasabb szerkezeti flexibilitassal jellemezhetd,
ami utal az ilyen jellegli savmaradékok molekula felszinen val6 elhelyzkedésére (H. Zhang et al.,
2009).

A teljes humén protedmon kivitelezett nukleinsav kotés predikcidjanak pontossaga (DNS AU-
ROC=0.69, RNS AUROC=0.56) (15. abra) bizonyos mértékben elmarad az irodalmi adatoktol
(DNS AUROC=0.77, RNS AUROC=0.67) (Yan & Kurgan, 2017). Ez az eltérés nagy valoszinli-
séggel az altalunk hasznalt adathalmaz komplexitasabol adodik. Ugyanakkor a DRNApred pre-
dikcid a kisérletes uton alatdmasztott irodalmi adatoknak megfeleléen reprodukalta a nukleinsavat
kotd és nem kotd savmaradékok SA értékei kozotti Osszefliggést.

A nukleinsav kotés predikcidjanak pontossagaban nagy a kiilonbség annak a fiiggvényében,
hogy DNS vagy RNS kotést prediktalunk, hiszen mig DNS kotés esetén 0.69 AUROC-ot kaptunk,
addig RNS kotésnél ez az érték 0.67-nek bizonyult (15. abra). Ennek a kiilonbségnek tobb oka is
lehet. Egyrészt a fehérjék RNS kotésének biofizikai hattere még nem teljesen tisztazott, rdadasul az
RNS-ek szamtalan konformacios allapotban lehetnek jelen fiziologias koriilmények kozott (Miao
& Westhof, 2015), igy nem sikeriilt olyan jellemz6t leirni, ami egyértelmiien meghatarozna egy
fehérje savmaradék RNS kotésének tényét és megfeleld bementként szolgalna a kiilonb6z6 mo-
dellek szadmara. Masrészt az RNS kotés vizsgalatahoz szilikséges kisérleti adatok kozott nagysag-
rendekkel nagyobb a szdma az olyan savmaradékoknak, amik nem kotnek RNS-t. Ez a bizonyos
bemenet feliilreprezentaltsaga okozta kiegyensulyozatlansag taltanulast okozhat, ami nagymérték-
ben ronthatja a predikci6é pontossagat (Tang et al., 2017). A fentebb emlitetteken kiviil az RNS
kotés becslésének alacsonyabb pontossaga részben visszavezethetd a keresztpredikciora is, azaz
arra a jelenségre, mikor egy RNS kot savmaradékot a modell DNS koté savmaradékként értékel.
Ennek a tipust keresztpredikcionak a {6 oka, hogy sok RNS tipus fehérjékkel torténd interakcidja
hasonl¢ toltésviszonyok kozott megy végbe, mint ami a DNS-fehérje interakciokra jellemzé (Yan
& Kurgan, 2017).

Eredményeink alapjan a nukleinsavakkal interakcioba 1ép6 savmaradékok minden esetben na-
gyobb SA értékekkel rendelkeznek, mint azok a savmaradékok, amik nem Iépnek interakcioba
nukleinsavakkal. A magasabb SA érték oka, hogy a nukleinsavakkal interakcioba 1épd savmara-
dékoknak a fehérjemolekula felszinén kell elhelyezkedniiik annak érdekében, hogy a kapcsolat
kialakulhasson. Igy a felszinen elhelyezkedd savmaradékoknak nagyobb lesz az SA értékiik, mint

azoknak a savmaradékoknak, amik nem Iépnek interakcidba nukleinsavakkal ¢s a molekula belse-
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jében helyezkednek el (Mukherjee & Bahadur, 2018; Ahmad et al., 2004; Pan et al., 2020; T. Zhang
etal., 2010).
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8. Uj tudomanyos eredmények

. Els6ként tartuk fel a nyul genom NUMTjait

. Sikeriilt a NUMTok GC aranyanak a genomhoz viszonyitott eltérését bizonyitanunk nyul

esetén

. Leirtunk néhany repetitiv elemet, amelyek frekvenciaja feldisul a nyul genom NUMTjainak

kornyezetében

. Az NCBI adatbazisban fellelhetd 6sszes emlos genom NUMTjait jellemeztiink, amelyek ko-

zO6tt szamos olyan genom volt, aminek a NUMTjait még nem irtak le

. Bizonyitottuk a savmaradék szintli SA, masodlagos szerkezet és nukleinsavakkal térténd in-
terakciokra vonatkozo predikciok kisérletes adatokkal valdo komplementaritasat a human pro-

tedm esetén

. A komplementaritas vizsgalataval a prediktiv teljesitmény becslésére egy 1j munkamenetet

dolgoztunk ki
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9. Osszefoglalas

A technologiai elérehaladas kovetkeztében 6ndllo diszciplinava fejlodé adattudomany egyre in-
kabb athatja az ¢lettudomanyokat is. A nagyméretii és komplex adathalmazok megjelentek a bio-
logia “omika” teriiletein, a rendszerbiologidban de még az egyed feletti szervezddési szintet kutatd
okologiaban is. Ami még fontosabb, hogy szamos bioldgiai adatbazis publikusan hozzaférhetd és
az ezeken torténd navigacio illetve tobb, alapvetd vizsgalat elvégzése nem igényel nagy szamita-
si és tarolasi kapacitast a felhasznaloi oldalrol. Természetesen az adatbazisok mellett az azokban
rejlo mintazatokat kimutatni képes algoritmusok is fejlédésen mentek keresztiil. Példaul az RNS
szekvenalasi kisérletek egyik alapvetd modszerének, a PCA-nak a 1étrejottét is az adattudomany
tette lehetové. Enélkiil a metddus nélkiil nagyon problémas lenne az esetenként tobb ezer gén exp-
resszidjaban beallo valtozadsok emberek szdmara értelmezheté modon torténd bemutatasa. Az igy
kialakult adat-infrastruktura (adatbazisok €s a valamilyen mdédon hozzajuk kapcsoldédé modszerek)
legnagyobb vivmanya, hogy képesek a korabban értelmezhetetlen adathalmazokat jelentéssel felru-
hazni azéltal, hogy felszinre hozzak ¢s megmutatjak az azokban 1év0 bels6 szerkezeteket. Doktori
disszertacidomban a biologia két részteriiletének (mitokondrialis genomika és proteomika) egy-egy
szeletét vizsgaltuk meg az adattudomany iranyabol kozelitve. A mitokondridlis genomika teriileté-
hez tartoz6 NUMTogenezis jelenség folyaman a feldarabolodo mitokondridlis genombol a sejtmagi
genomba beékelddo szekvencidkat, a NUMTokat kutattuk. A NUMTok jelentds szerepet jatszanak
bizonyos daganattipusok kialakuldsaban, de felhasznalhatok filogenetikai és igazsagiigyi vizsgéla-
tokhoz is. Disszertacidomban els6ként a nytl genom NUMTjait jellemeztiik. Ezekben a vizsgala-
tokban meghataroztuk a NUMTok sejtmagi genomban értelmezett koordinatait, majd ezek alapjan
azonositottuk az intragenikus NUMTokat. A NUMTok kdrnyezetének vizsgalataval bebizonyitot-
tuk, hogy a NUMTok hatarolé régidiban alacsonyabb a GC tartalom, mint a sejtmagi genom egy¢b
részein. Tovabba sikeriilt kimutatnunk, hogy bizonyos ismétlddo elemek eléfordulasa is gyakoribb
a NUMTok kornyezetében, mint az varhato lenne. Az altalunk vizsgalt ismérveken tanitott SVM
modelliink képes volta NUMTok és véletlenszerii szekvenciak nagy pontossagu elkiilonitésére. Ezt
kdvetden, a nyul genomon kivitelezett vizsgalatokat kiterjesztettiik az NCBI adatbazison elérhetd
emlds genomokra. A 150 koriili emlds genomban fellelhetd6 NUMTok altalunk vizsgalt jellegze-
tességei alapjan a taxonomiai rendeknek megfeleld elkiiloniilést mutattak. Azonban a kiterjesztett
NUMT bényaszati vizsgalat legfontosabb eredménye, hogy szamos ismétlddd elem esetén sike-
rilt bizonyitanunk, hogy azok a NUMTok kornyezetében feldusulnak. A NUMTokkal kapcsola-
tos kutatasaink egyik 1j tudomanyos eredménye, hogy az eddigi legatfogobb jellegli vizsgalatban,

egységes modszertannal jellemeztiik az elérhetd emlds genomokat. Szamos olyan faj genomjat
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vizsgaltuk, amiknek a NUMTogenezis iranyabdl torténd leirasa eziddig még nem tortént meg. A
mitokondrialis genomikai vizsgalatokat a Magyar Agrér és Elettudomanyi Egyetem Genetikai és
Biotechnoldgia Intézetének Allatbiotechnolégia tanszékén végeztiik Dr Hoffmann Orsolya Ivett
témavezetésével. A doktori disszertaciom altal érintett mésik teriiletettel, a proteomikaval kapcso-
latos kutatasokat a Virginiai Nemzetk6zosségi Egyetem Mérnoki Kar Szamitogéptudomanyi Inté-
zetének szerkezetbioinformatikai laboratériumaban végeztem Dr Lukasz Kurgan mentoralasaval.
Ebben a témakdrben a fehérjék savmaradék-ion szintli méasodlagos szerkezetét és kiilonbozo funk-
cioit elérejelzé modellek komplementaritasat vizsgaltuk a kisérleti adatok fiiggvényében. A téma
jelentdsége, hogy szamos mesterséges intelligencia alapt modellt hoztak 1étre, amik képesek a fe-
hérjék szekvencidjabol valamilyen jellegzetességiiket megbizhatoan elore jelezni. Azonban ezen
modellek teljesitményének becslése sok esetben valamilyen szempontbol szirt (szubcellularis lo-
kalizacid, meghatarozott feladat stb.) adathalmazon torténik annak ellenére, hogy a bemenetiik
ugyanaz a szekvencia. Doktori dolgozatomnak ebben a részében a human protedm fehérjéinek
oldhatosagat, masodlagos szerkezetét és a nukleinsavakkal vald kolesonhatasat vizsgaltuk. A kiva-
lasztott ismérvek fontossaga foként a gydgyszertervezés felgyorsitasiban mutatkozik meg. Sikertilt
bizonyitanunk, hogy az élvonalba tartozoé eldrejelz6 modellek a kisérleti adatoknak megfeleld vi-
szonyokat megbizhatoan reprodukaljak. Raadasul a kisérleti adatoknak megfelel6 mintazat abban
az esetben is megmarad, ha a bementek forrasat tetszélegesen kombinaljuk. A modellek telje-
sitményének ilyen jellegli becslése tovabb ndveli a mesterséges intelligencia alapt eldrejelzések
pontossagat, ami szamos felhasznalasi teriileten megmutatkozik. Raadasul ez a szemlélet segitsé-
giil lehet a modellekhez sziikséges “feature engineering/extraction” sordn is, amikor cél a minél

nagyobb prediktiv erével biro ismérvek kimutatasa.
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10. Summary

As technology proceeds, data science is getting more and more prominent in nearly every scien-
ce application. This tendency also effects and somehow revolutionizes life sciences. Huge and
complex data sources are getting into omics, system biology as well as supraindividual biology
aka ecology. What is even more striking is that countless publicly available biological databas-
es do exist. As to an end user the computational and storage cost of navigating and performing
basic analyses on these databases are negligible. Beside database evolution, the associated algo-
rithms also became more developed. For instance, PCA became the first go-to when it comes to
RNA-sequencing which is primarily due to the achievements of data science. It would be qui-
te challenging and nearly impossible to wrap our heads around the complexity of the changes of
thousands and thousands of gene’s expressions without dimension reduction methods like PCA.
The biggest know-how of this data science based infrastructure (databases and the associated met-
hodology) is that it is able to transform complex data sets into human readable form by extracting
inner, hidden structures. In my doctoral dissertation, parts of two distinct areas of biology ha-
ve been investigated (namely mitochondrial genomics and proteomics) from a data science point
of view. In the mitochondrial genomics part, nuclear sequences with mitochondrial origins aka
NUMTSs were scrutinised. NUMTs have strong influence on cancer biology research and they ha-
ve important applications in the fields of phylogeny and forensic studies also. In my dissertation,
firstly the NUMTs of the rabbit genomes were characterized. In this part, the genomic coordinates
of the NUMTs were defined and so based on these coordinates we were able to identify intragenic
NUMTs. By the investigation of the GC content of the flanking regions of NUMTs, it turned out
that genomic surrounding of NUMTs have significantly altered, namely the flankings had lower
GC content than the rest of the genome. Moreover, we proved that the frequency of several re-
petitive elements are persistent near the NUMTs. Then, based on the features on NUMTs a SVM
was taught to be able to differentiate NUMTs from random sequences. After all, the previously
described workflow has been scaled up to all mammalian genomes of NCBI and so a NUMT mi-
ning pipeline has been established. The NUMTs from nearly 150 genomes showed distinguishing
features based on taxonomy data. The most important result of this NUMT mining workflow is that
several repetitive elements displayed elevated frequency in the flanking regions of NUMTs. New
scientific finding is that several previously uncharacterised genomes have been investigated from
the NUMTogenesis point of view with a uniform methodology. As to our current knowledge, this
study is the biggest high throughput analysis of NUMTs in different species. The mitochondrial

genomic part of my doctoral dissertation was performed at the Hungarian University of Agriculture
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and Life sciences, Institute of Genetics and Biotechnology, Department of Animal Biotechnology
under the supervision of Dr Orsolya Ivett Hoffmann. While the proteomics related part of my
dissertation was done at the Virginia Commonwealth University, College of Engineering, Depart-
ment of Computer Science in the structural bioinformatics laboratory of Dr Lukasz Kurgan. In
the proteomics part of my dissertation, the residue level complementarity of protein structure and
function predictors were evaluated on the human proteome. The significance of this topic is that
several artificial intelligence based predictors have been published recently which inputs are pro-
tein sequences. However the predictive performance of these models are evaluated on somehow
preprocessed, prefiltered datasets (subcellular localisation, defined function etc.) even though their
inputs are the same sequences. In this section we investigated residue level solvent accessibility,
secondary structure and interactibility with nucleic acids. These features are extremely important
at different steps of drug design. We proved that state-of-the-art predictive models successfully re-
produce the motifs that are present in the experimental dataset. Additionally we found these motifs
even when different data sources were combined arbitrarily. This kind of evaluation of predictive
methods can help to achieve elevated predictive performance. Moreover this evaluation method is

able to facilitate feature engineering/extraction.
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11.2. Tovabbi mellékletek

11.2.1. M1. Az egységes keretrendszer fejlesztése soran felhasznalt NCBI genomokhoz tar-

toz6 fajnevek

Gepard (Acinonyx jubatus), Oriaspanda (diluropoda melanoleuca), Aotus nancymaae, Jamai-
kai Gylimolesdenevér (Artibeus jamaicensis), Csukabalna (Balaenoptera acutorostrata), Kék Bal-
na (Balaenoptera musculus), Amerikai Bolény (Bison bison), Zebu (Bos indicus), Vadjak (Bos
mutus), Szarvasmarha (Bos taurus), Hazi Vizibivaly (Bubalus bubalis), Fehérpamacsos Selyem-
majom (Callithrix jacchus), Eszaki Medvefoka (Callorhinus ursinus), Kétpapu Teve (Camelus
bactrianus), Egypupu Teve (Camelus dromedarius), Camelus ferus, Sziirketarkas (Canis lupus),
Fiilop-szigeteki Koboldmaki (Carlito syrichta), Kanadai Hod (Castor canadensis), tengerimalac
(Cavia porcellus), Szélesszaji Orrszarvl (Ceratotherium simum), Kormos Mangéabé (Cercocebus
atys), Vapiti (Cervus canadensis), Gimszarvas (Cervus elaphus), Csincsilla (Chinchilla lanige-
ra), Sargahast Szavannacerkof (Chlorocebus sabaeus), Kéthjja Lajhar (Choloepus didactylus),
Chrysochloris asiatica, Csillagorri Vakond (Condylura cristata), Kinai Horcsog (Cricetulus gri-
seus), Kilencoves Tatu (Dasypus novemcinctus), Beluga (Delphinapterus leucas), R6t Vérszopod
Denevér (Desmodus rotundus), Torpeoposszum (Dromiciops gliroides), (Echinops telfairi), El-
ephantulus edwardii, Tengeri Vidra (Enhydra lutris), Haziszamar (Equus asinus), L6 (Equus ca-
ballus), Europai Siin (Erinaceus europaeus), Steller-oroszlanfoka (Eumetopias jubatus), Macska
(Felis catus), Fukomys damarensis, Malaj Repiilomaki (Galeopterus variegatus), Hossziiszarnyu
Gombolyufejii-delfin (Globicephala melas), Gorilla (Gorilla gorilla), Gracilinanus agilis, Ku-
pos Foka (Halichoerus grypus), Csupasz Trukalo (Heterocephalus glaber), Hipposideros armiger,
Ember (Homo sapiens), Leopardiirge (Ictidomys tridecemlineatus), Egyiptomi Ugréegér (Jacu-
lus jaculus), Csendes-0cedni Fehérsavos Delfin (Lagenorhynchus obliquidens), Geoffreoy-macska
(Leopardus geoffroyi), Weddell-foka (Leptonychotes weddellii), Kinai folyamidelfin (Lipotes vex-
illifer), Afrikai Elefant (Loxodonta africana), Eurdpai Vidra (Lutra lutra), Kanadai Hiaz (Lynx
canadensis), Voros Hiuz (Lynx rufus), Kozonséges Makako (Macaca fascicularis), Rézuszmajom
(Macaca mulatta), Emsemakéako6 (Macaca nemestrina), (Mandrillus leucophaeus), Javai Tobzos-
ka (Manis javanica), Bengali Tobzoska (Manis pentadactyla), Sargahasi Mormota (Marmota fla-
viventris), Mastomys coucha, Europai Borz (Meles meles), Mongol Futoéegér (Meriones ungui-
culatus), Sziriai Aranyhorcsog (Mesocricetus auratus), Sziirke Egérmaki (Microcebus murinus),
Microtus ochrogaster, Déli Elefantfoka (Mirounga leonina), Brazil Oposszum (Monodelphis do-
mestica), Narval (Monodon monoceros), Ryukyu Egér (Mus caroli), Hazi Egér (Mus musculus),

Mus pahari, Hermelin (Mustela erminea), Voroshatu Erdeipocok (Myodes glareolus), Brandt-
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denevér (Myotis brandtii), Myotis davidii, Kis Barna Denevér (Myotis lucifugus), Kozonséges De-
nevér (Myotis myotis), Neophocaena asiaeorientalis, Fehérarcu Bobitasgibbon (Nomascus leuco-
genys), Plateau Pika (Ochotona curzoniae), Amerikai Pocoknyul (Ochotona princeps), Fehérfarku
Szarvas (Odocoileus virginianus), Kardszarny Delfin (Orcinus orca), Kacsacsorit Emlds (Ornit-
horhynchus anatinus), Foldimalac (Orycteropus afer), Ureginytl (Oryctolagus cuniculus), Hazijuh
(Ovis aries), Bonob6 (Pan paniscus), Kozonséges Csimpanz (Pan troglodytes), Oroszlan (Panthe-
ra leo), Leopard (Panthera pardus), Tigris (Panthera tigris), Tibeti Antilop (Pantholops hodgso-
nii), Anubisz-pavian (Papio anubis), Fehérlaba Egér (Peromyscus leucopus), Ozegér (Peromyscus
maniculatus), Szavannai Varacskosdiszn6 (Phacochoerus africanus), Koala (Phascolarctos cinere-
us), Borjufoka (Phoca vitulina), Nagy Ambréscet (Physeter catodon), Szumétrai Orangutan (Pon-
go abelii), Leopardmacska (Prionailurus bengalensis), Haldszmacska (Prionailurus viverrinus),
Propithecus coquereli, Fekete Repiilokutya (Pteropus alecto), Orias repiilékutya (Pteropus vampy-
rus), Hegyi Oroszlan (Puma concolor), Jaguarundi (Puma yagouaroundi), Vandorpatkany (Rattus
norvegicus), Hazipatkany (Rattus rattus), Jinnani Piszeorra Majom (Rhinopithecus bieti), Arany
Piszeorra Majom (Rhinopithecus roxellana), Nilusi Repiilokutya (Rousettus aegyptiacus), Boliviai
Moékusmajom (Saimiri boliviensis), Erszényes Ordog (Sarcophilus harrisii), Erdei Cickany (Sorex
araneus), Szurikata (Suricata suricatta), Vaddiszné (Sus scrofa), Rovidszori Hangyaszsiin (7Tachy-
glossus aculeatus), Ibériai Vakond (Talpa occidentalis), Dzseladapavian (Theropithecus gelada),
Trachypithecus francoisi, Karibi Manatusz (Trichechus manatus), K6zonséges Rokakuzu (7richos-
urus vulpecula), Palackorrt Delfin (Tursiops truncatus), Sarki Urge (Urocitellus parryii), Fekete
Medve (Ursus americanus), Barna Medve (Ursus arctos), Jegesmedve (Ursus maritimus), Alpaka
(Vicugna pacos), Vombat (Vombatus ursinus), Sarki Roka (Vulpes lagopus), Voros Roka (Vulpes

vulpes), Kaliforniai Oroszlanfoka (Zalophus californianus)
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11.2.2. M2. Kiilonb6zo taxonémiai szinteknek megfelel6 UMAP centrumok

rend nemzetség

18. 4bra. Kiilonb6zd taxondmiai szinteknek megfeleld6 UMAP centrumok
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11.2.3. M3. Ismétlodo elemek gyakorisaganak valtozasa a NUMTok kornyezetében
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19. abra. Ismétlodo elemek gyakorisdganak valtozasa a NUMTok kornyezetében.
Az’y’ tengelyen minden esetben az adott ismétlédo elem gyakorisdga lathato.
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11.2.4. M4. Az emloés NUMTok taxonomiai rend szintii 6sszefoglalasa

Rend Csaladok Nemzetségek Fajok NUMTok NUMTok
szama szama szama szama atlagos
hossza (bp)

Carnivora 8 23 32 16650 418
Primates 9 19 23 17131 948
Chiroptera 5 7 11 3640 342
Artiodactyla 10 20 25 13389 913
Rodentia 10 21 24 6963 559
Pilosa 1 1 1 278 494
Eulipotyphla 3 4 4 1381 250
Cingulata 1 1 1 251 508
Microbiotheria 1 1 1 194 504
Macroscelidea 1 1 1 1808 240
Perissodactyla 1 1 2 1095 330
Dermoptera 1 1 1 888 861
Didelphimorphia 1 2 2 2006 724
Proboscidea 1 2 2 1614 558
Pholidota 1 1 2 803 1070
Lagomorpha 2 2 3 785 465
Monotremata 2 2 2 641 238
Tubulidentata 1 1 1 490 528
Diprotodontia 3 3 3 552 733
Dasyuromorphia 1 1 1 3888 492
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11.2.5. MS. Kiilso intézmény hozzajarulo nyilatkozata

Virginia Commonwealth University
May 9, 2022 Department of Computer Science

College of Engineering, East Hall, 4th
To whom it may concern, Floor, Room E4225

401 West Main St

Box 843019

I, Dr. Lukasz Kurgan, who served as a temporary supervisor and mentor of Richmond, Virginia 23284-3019
Balint Bird during his stay at the Structural Bioinformatics Laboratory in the 804 828-0575 » Fax: 804 628-2771
Department of Computer Science at the Virginia Commonwealth University T0D: 1 0
(Richmond, VA, USA) hereby confirm that Balint can include his work that he keios@veu.edu

. . . . . . . computer-science.egr.vcu.edu
performed during his visit as a part of his Ph.D. dissertation. o ‘ ¢

His research in my lab concerned annotation of human protein sequences

with experimental data derived from the PDB data using the DSSP program and the BioLip database.
Moreover, using these data as the ground truth, Balint performed novel assessments and analyses of
results produced by several popular machine learning based predictors of intrinsic disorder (flDPnn),
secondary structure (PSIPRED), solvent accessibility (ASAquick) and nucleic acid binding (DRNApred and
DisoRDPbind).

These results are included as a part of the paper entitled “Complementarity of the residue-level
protein function and structure predictions in human proteins” which was recently published in the
Computational and Structural Biotechnology Journal (https://doi.org/10.1016/j.csbhj.2022.05.003).
Balint was the co-lead on this project, did extremely well, and deservingly he is the first co-author on
this article.

With best regards,

Lukasz Kurgan, Ph.D., AIMBE and AAIA Fellow
Robert J. Mattauch Endowed Professor

Department of Computer Science, Virginia Commonwealth University
Phone 804-827-3986; Email: Ikurgan@vcu.edu; http://biomine.cs.vcu.edu/
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12. Fontosabb Tudomanyos Publikaciok

12.1. Az értekezés témajaban megjelent impakt faktorral rendelkez6 tudo-

manyos cikkek

* Bir6, B., Zhao, B. and Kurgan, L. (2022). Complementarity of the residue-level protein
function and structure predictions in human proteins. Computational and structural biotech-

nology journal, 20, 2223-2234. D1 Biofizika, IF: 7.271

e Biro, B., Gal, Z., Schiavo, G., Ribari, A., Utzeri, V. J., Brookman, M., ... and Hoffmann, O.
I. (2022). Nuclear mitochondrial DNA sequences in the rabbit genome. Mitochondrion, 66,
1-6. Q2 Sejtbiologia, IF: 4.35

12.2. Az értekezés témajaban megjelent impakt faktorral nem rendelkezo6 tu-

domanyos cikkek

 Biro, B., Gal, Z., Brookman, M. and Hoffmann, O. 1. (2022). Patterns of NUMTogenesis in

sixteen different mice strains. bioRxiv.
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13. Koszonetnyilvanitas

Ko6szondm Dr. Hoffmann Orsolya Ivett témavezetOmnek a szakmai segitségét, meglatasait és a
tudomanyos munkam véleményezését. Nagyon halas vagyok neki, hogy megengedte az idokozi
témavaltast, de legféképpen azt, hogy személyesen és szakmailag is tiamogatott az amerikai tanul-
manyutam kapcsan. A tudomanyos munkaban mindig partner volt és sok esetben olyan 1ij irdnyokat
mutatott, amik a késdbbiekben fontosnak bizonyultak. A kutatdi attitidom bizonyos részleteit min-
denképpen neki kdszonhetem.

Nagy kdszonettel tartozom masik témavezetdmnek Dr. Lukasz Kurgannak is foként azért, hogy
tapasztalatlansagom ellenére fogadott a nagy presztizsii tudomanyos mithelyében. Az altala szer-
vezett, sokszor nehezen abszolvalhato heti beszamoldkat a szakmai fejlodés legfobb mozgatéru-
gojanak tartom. Nem tulzo kijelentés, hogy gondolkoddsmaddja és moralis intelmei befolyasoltak
a vilagnézetemet.

Ko6szonom a richmondi labortarsaknak, hogy biztositottdk a megfelelé munkakori 1égkort €s
azt is, hogy barmilyen trividlis kérdéssel fordulhattam hozzajuk. Koziiliik szeretném kiemelni Dr.
Bi Zhao-t és Dr. Akila Imesha Katuwawala-t, akik nagyban hozzajarultak kintlétem eredményes-
ségéhez. Programozasi €és bioinformatikai alapjaim nélkiiliik nem léteznének.

Halas vagyok a MATE GBI Allatbiotechnoldgia labortarsaimnak is a segitségért és a megfelel6
légkorért. Koziiliik is kiemelenddé Gal Zoltan, aki kutatoi palyam elején sokat segitett a molekularis
¢s embriologiai modszerek megfeleld elsajatitasaban.

Ko6szonom Dr. Hiripi Laszlonak, hogy barmikor kérdezhettem tdle szakmai vonatkozasu dol-
gokat.

Nagyon koszondm Dr. Szalai Bencének, hogy megismertetett a rendszerszemlélet és a vekto-
rizalt miveletek fontossagaval. Ugyan rovid ideig dolgoztunk egyiitt, de sokat tanultam tdle.

Halaval tartozom Dr. Pitlik Laszlonak is, aki filozofiai eszmecserékkel segitett a megfeleld
gondolkodés kialakitasaban.

Nagyon halas vagyok a Feleségemnek, hogy végig tamogatott a doktori tanulmanyaim soran
€s mar puszta jelenlétével enyhitette az érzelmi kilengéseket, amik térvényszertiek a tudomanyos
munka jellegébdl adodoan. Nélkiile sem johetett volna létre a dolgozatom jelen formaban.

Koszonom a sziileimnek és a tdgabb csaladomnak, hogy neveltetésemmel eliiltették bennem a
teremtett vilag részleteinek megismerése utani vagyat.

Ko6szondom batyamnak a tudomanyfilozofiai adalékokat.

Szinte biztos vagyok benne, hogy jo néhany személyt kihagytam, akik nélkiil a doktori kutata-

som nem johetett volna létre. Természetesen nekik is halaval tartozom.
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