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Abstract | Common genetic variants of mitochondrial DNA (mtDNA) increase the risk of
developing several of the major health issues facing|the western world, including
neurodegenerative diseases. In this Review, we consider how these mtDNA variants arose

and how they spread from their origin on one single molecule in a single cell to be present at
high levels throughout a specific organ and, ultimately, to contribute to the population risk
of common age-related disorders. mtDNA persists in all aerobic eukaryotes, despite a high
substitution rate, clonal propagation and little evidence of recombination. Recent studies
have found that de novo mtDNA mutations are suppressed in the female germ line; despite
this, mtDNA heteroplasmy is remarkably common. The demonstration of a mammalian
mtDNA genetic bottleneck explains how new germline variants can increase to high levels
within a generation, and the ultimate fixation of less-severe mutations that escape germline
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selection explains how they can contribute to the risk of late-onset disorders.

Since their discovery ~25 years ago", Inherited mito- energy metabolism. It has not been clear how these



Ozet

* Mitokondriyal DNA’nin yaygin genetik varyantlari
norodejeneratif hastaliklar da dahil olmak Gzere
bati diinyasinin karsi karsiya kaldigi 6nemli saglik
sorunlarinin gelisme riskini artiriyor.

* Biz bu makalede mtDNA varyantlarinin nasil
ortaya ciktigini, tek bir hicredeki tek bir
molekilden koken alip da spesifik bir organda
nasil yliksek seviyelere ulastigini ve sonucta yasla
iliskili yaygin goriulen bozukluklarin toplumdaki
riskine nasil katkida bulundugunu inceledik.
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Her 4.300 de bir kisiyi etkiledigi bilinmektedir
Yuzlerce farkh nokta mutasyonu ve delesyonu
Birbiriyle orttisen cok fazla sayida klinik fenotip
Dogum<--------=======mmo- <Yaslilik

Sinir sistemi

Yaygin gorulen gec baslangicli hastaliklar,
norodejeneratif hastaliklar, yaslanma fenotipleri



Mitochondrial biogenesis and mtDNA

* 2 milyar yil dbnce Proteobacteria ve
prokaryotik hicre iliskisi ----------------
-2 mitokondri

* Hucresel proteomlarin yaklasik %10 unu
iceren mitokondri hticresel enerji
metabolizmasinda merkezi bir rol oynar.

* Bu proteomlar intrasellller kalsiyum
sinyalizasyonunda, demir-silfiar halkalarinin
biyogenezinde ve apoptotik htuicre dliumunde
onemlidir.



16 569 baz cifti uzunlugunda, cift sarmalli yapi
Agir zincir (H) ve hafif zincirden (L) olusur.
(molekul agirligint isimlendirmede guanin icerigi
etkilidir)

2 rRNA

22 tRNA

13 mRNA olmak tUzere toplam 37 gen bulunur.
Displacement loop (kodlanmayan bolge)

~ 1.500 civari oldugu tahmin edilen
mitokondriyal proteinler



* Displacement loop

e AgIr zincirin
replikasyonunu
kontrol eder.

* Genicermez ve ileri
derecede
polimorfizm
gostermektedir.




Mitokondrial DNA’nin 4 kodonu niikleer
DNA’dan farkli mesajlar tasir.

UGA mitokondride triptofan kodlarken, ntkleer
genomda “stop” kodonudur

AUA mitokondride metionin kodlarken, nukleer
genomda izolésin kodonudur

AGA/AGG mitokondride “stop” kodonu ( ntikleer
kodondada stop kodonu olan UAA ve UAG) iken,
nukleer genomda arginin kodunudur.




mtDNA sirkller yapidadir ve yogun kodlanan
bolgeler icerir.

Bir hiicre icerisinde bagimsiz cogalan cok fazla
sayida kopyasi bulunur.

Kopya sayisi 100 ile yiz bin arasinda hiicre
tiplerine gore degisebilir.

MtDNA hasar tamiri ntikleer DNA tamirine
gore daha az efektif



Homoplazmi

Heteroplazmi

Maternal kalitm
Rekombinasyonlar gostermiyor



MmtDNA mutasyonlariyla hastaliklar arasindaki
baglantiya dair ilk net kanitlar, 1980’li yillarin
sonlarina dogru, aciklanamayan norolojik ve
noromuskuler hastaliklari olan hastalarda yapilan
calismalarda birbirine paralel sonuclarin,
MtDNA’'nin temel patojenik mutasyonlarinin
tanimlanmasini saglamasiyla ortaya ¢cikmistir.

Leber kalitsal optik néropati (LHON)
Mitokondriyal miyopatiler
MELAS



Klinik ve genetik heterojenite

Maternal kalitim

Ayni ailede cok sayida bireyde gorulebilir.
mtDNAdelesyonlari nadir olarak kalitsaldir.

Homoplazmik mtDNA nokta mutasyonlari
genellikle, tipik olarak sadece bir doku veya
organi etkileyen rolatif olarak ilimli
biyokimyasal defektlere sebep olmaktadir.



* Heteroplazmik mutasyonlar, 6zellikle beyin ve
spinalkord, kas, periferik sinirler,kalp ve
endokrin organlar olmak tzere bircok organ ve

sistemlerini etkilemektedir.



* Heteroplazmik mutasyonlar icin cybrid hucre
dizileri kullanilan in vitro calismalar ve doku-
niyopsi orneklerinden izole edilmis tek
nlcreler kullanilarak yapilan calismalar,
niyokimyasal defektin mevcut laboratuvar
tenikleriyle saptanabilmesi icin mutant mtDNA
oranlarinin kritik bir esik degere ( tipik olarak
%60-80 ) ulasmasi gerektigini gostermistir.




® Wild-type mtDNA @ Mutant mtDNA

Biochemical
threshold

Figure 1| mtDNA heteroplasmy and the threshold effect. Mitochondrial DNA
(mtDNA) mutations that have occurred within approximately three human generations
are usually heteroplasmic, and the same cell can contain varying proportions of mutated
and wild-type mtDNA. If a mutation is pathogenic, the cell can usually tolerate a high
percentage level of this variant before the biochemical threshold is exceeded and a
defect in the respiratory chain is detected. Typically, this threshold level is >80%,

suggesting that most mtDNA mutations are haploinsufficient or recessive™,




* Epidemiyolojik calismalar, primer mtDNA
hastaliklarinin yaklasik olarak her 4,300 kisiden
1’ini etkiledigini gostermistir, bu da bu hastaliklari
en yaygin gorulen kalitsal metabolik hastalik
yapmaktadir.

* |lginc bir sekilde, en sik goriilen 10 patojenik
MmtDNA nokta mutasyonunun, genelde disuk
dizeydeki heteroplazmilerde olsa da, yaklasik
olarak her 200 saglikl bireyden 1’inde var oldugu
bulunmustur.



mtDNA somatik mutasyonlari ve
hastaliklari

e Saglikli yaslilardan alinan doku biopsileri cok
distk duzeylerde birkac farkli mtDNA
mutasyonu icermekteydi ve hem mtDNA
delesyonlari hem de nokta mutasyonlari tipik
olarak post-mitotik ( bolinmeyen) dokularda

olmak Gzere ayni saglikli yasl bireylerde tespit
edildi3?-3>



mtDNA somatik mutasyonlari ve
hastaliklari

* Bir doku veya organdaki toplam mutasyonal yik
dusutk olsa da, birbirinden bagimsiz mutasyonlar
hicreler icinde daha yuksek duzeylere akimile
olabilmekte ve boylece biyokimyasal defektlere
sebep olabilmektedir.33

* Gec baslangich norodejenaratif hastaliklarda
( Parkinson3%3/ve Alzheimer3-gibi ) etkilenen
organlarda biyokimyasal olarak yetersiz hiicreler
artmis siklikta gozlemlenmistir.



MmtDNA mutasyon kanser iliskisi

MtDNA mutasyonlari sik gortlen kanserlere
sahip hastalarda da gozlemlenmistir*®4! | bu
da bizi onkogoneze veya metastatik yayillima
katki saglayabilecekleri kanisina
yvonlendirmektedir.

Bu gorus, malignitelerde oksidatif
metabolizmadan glikolize bir kaymanin
( Warburg etkisi olarak bilinir ) olmasi
sebebiyle ilgi cekicidir.



MmtDNA mutasyon kanser iliskisi

* Ancak gunumuzdeki 1,675 tumaorde yapilan en
kapsamli calismalardan elde edilen kanitlara
gore kanserlerde mtDNA mutasyonlarinin
karakterize edilmesinin sonuclari bu gorusu
desteklememektedir.4?

* Yani bu calismalar mutasyonlarin ne malign
surec tarafindan olusturuldugu ne de malign
strece katki sagladigi fikrini olusturmustur.4?



Heteroplazmilerde yasam sliresi
degisiklikleri

 Butin mtDNA mutasyonlari tek bir hiicre
icindeki tek bir organeldeki tek bir molekulden
koken alir.

* Her hucrenin binlerce mtDNA molekuli
oldugu dusunultirse mutasyon iceren tek bir
molekul, en glincel teknolojilerin mutasyon-
saptama esik duzeyinin cok daha altinda
kalmaktadir.



Bolunen hucrelerde heteroplazmi

* Bir hucre bolundigunde, mtDNA molekdilleri
iki yavru hiicreye gecer.

* Eger o sirada bir heteroplazmik varyant
mevcutsa, sansa gore iki yavru hlicre mutant
molekullerden farkh miktarda alabilir.

* Bu surece vejetatif segregasyon denir.



® Wild-type mtDNA
® Mutant mtDNA
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Figure 3 | mtDNA heteroplasmy can change throughout the lifetime of an
individual. When cells divide, the proportion of mutated (red) and wild-type (blue)

mitochondrial DNA (mtDNA) can differ in the daughter cells, leading to a shiftin
heteroplasmy levels (either up or down) over time through vegetative segregation.




Bolunen hucrelerde heteroplazmi

 Mutasyona hiicresel diizeyde seleksiyon:

1 Mitokondriyal kodlanan tRNAleucine 1 ( UUA/G) (MTTL1)

geninde sik gorulen patojenik mutasyon dizeylerinin m.
3243A>G, yasam suresi boyunca kanda katlanarak azalmasi



Bolunmeyen hucrelerde heteroplazmi

* mtDNA relaxed replication denen bir surecle
bolinmeyen hicrelerde bile devamli olarak
vikilmakta ve replike edilmektedir.

 Heteroplazmik bir hiicrede sansa gore bir
varyant molekultin wild-type molekule gore
daha sik replike edileblime ihtimali vardir.
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Bolunmeyen hucrelerde heteroplazmi

* Ancak eger 6zellikle belirli bir varyant molekdl
lehine veya aleyhine egilim olursa, bu durum
relaxed replication dogrultusunu etkileyecektir
ve molekuler varyantlardan birinin birikmesini
hizlandiracaktr.

* Ornegin, patojenik delesyonlu mtDNA molekulleri

wild-type mtDNA molekdlllere gore birkac kilobaz
daha kucuktur.

* Daha kicuk mtDNA molekulleri daha hizli replike
olabilir ve boylece daha fazla replikasyon icin
daha uygun olabilir.




‘Wildtype’in suirdurulmesi’ hipotezi

Eger molekullerden biri mutasyona ugrarsa
hiucre dengeyi korumak adinda biatin mtDNA
vi replike ederek yanit vermektedir.

Bu, kisa donemde wild-type mtDNA oranini
etkilemeyebilir ancak mutant mtDNA
molekdullerinin oraninin uzun vadede %50
sinirint gecme ihtimali vardir



MmtDNA genetik darbogaz hipotezi

 Heteroplazmi duzeyinin germline transmisyonu
sirasinda 6nemli derecede degisebildigi 30 yili askin bir
suredir bilinmektedir.

* Heteroplazmik polimorfik varyantlar tasiyan Holstein
ineklerinde yapilan calisma bir de novo heteroplazmik
mutasyonun 2 veya 3 jenerasyon icinde homoplazmik
hale gelebilecegini gostermistir®79,

 Bu durum, anneden yavrularina biuttin mitokondriyal
genomlardan sadece kucuk bir kisminin gectigini 6ne
siren mitokondriyal genetik darbogaz hipotezini ortaya
cikarmistir.



MmtDNA genetik darbogaz hipotezi
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Germline transmisyonu sirasinda
molekiler seleksiyon

* Disi germline gelisiminde mutasyonun
davranisi notral segregasyonla uyumludur.

* Ancak, bu anneden dogan yavrular cok yuksek
mutasyon duzeylerinin aleyhine gucli bir
sapma gostermektedir, bu da yuksek
dizeylerde mutasyona sahip dollerin
sinirlandirilmasi icin bir post-fertilizasyon
seleksiyon mekanizmasinin varligina isaret

etmektedirs®



Germline transmisyonu sirasinda
molekiler seleksiyon

* Arastirmacilar, homoplazmik durumdaki sineklerde
29°C’'de 4 glinde 6lumcul olan, mitokondriyal olarak
kodlanan sitokrom c oksidaz 1 (mtcol) genindeki®®
sicakliga-hassas bir heteroplazmik mutasyonu kullandi.

* Heteroplazmik sinekler yiksek sicaklikta 6lmedi®®
ancak sicak maruziyetinin 3. glininde arastirmacilar,
mutasyonun dollere transmisyonu aleyhinde glclu bir
sapma gozlemled..

* Bu da molekiler seleksiyonun sinegin oosit gelisiminin
gec germarium evresinde meydana geldigini
gostermektedird?



Germline transmisyonu sirasinda
molekiler seleksiyon

* mtDNA mutasyonlarina karsi seleksiyonun,
disilerde in utero donemde baslayip
menopoza kadar devam eden primer
oositlerin (follikuleratrezi) katsal kaybiyla
baglantili olabilecegi one strulmustir.

* Bu kadinlarin sinirh reproduktif kapasitesi icin
bir aciklama saglayabilmektedir ve bazi
durumlarda da prematur ovarian yetmezlige
sebep olabilmektedir®3.



“Afrika’dan cikis” hipotezi

* Insan populasyonunun ekspansiyonu ve
migrasyonu ile farkli maternal nesillerde yeni
mutasyonlar ortaya cikmistir ( ve cikmaya
devam etmektedir).

* Bu mutasyonlar bir germ hiicresinden ortaya
ctkmis olup jenerasyonlar boyunca devam
etmis ve son olarak bir maternal soyda sabit
hale (homoplazmik) gelmistir.



“Afrika’dan cikis” hipotezi

* mtDNA’ nin uniparental kalitimi ve
intermolekuler rekombinasyonun yoklugu bu
varyantlarin spesifik etnik gruplara sinirli oldugu
anlamina gelmektedir ve populasyon genetikcileri
tarafindan dliinyanin gécu ve kolonizasyonunu
tanimlamak icin kullaniimistir.

* Buyuk-skalali calismalar, insan mitokondrisinin
dinyadaki akrabasal yayiliminin yaklasik 100.000
vil 6nce Afrika kokeninden geldigine dair
geleneksel gorust onaylamistir.



“Afrika’dan cikis” hipoteazi
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MmtDNA polimorfizm hastalik iliskisi

Bazi calismalar sik gorilen mtDNA varyantlarinin
akut sepsis sonrasi hayatta kalma olasiligini
arttirdigini gostermistirt0410>,

Enfeksiyon hastaliklarina maruziyetin hayatta
kalma avantaji saglayan belirli mtDNA
varyantlarini seleksiyona ugratmis olma ihtimalini
ortaya koymaktadir.

Fakat bu varyantlar ayni zamanda gec-baslangicli
dejeneratif hastaliklari predispoze etmektedir.



Sonuclar

* Hem insan populasyonu hem de tek-htcre
duzeyinde genis skalali mtDNA veri-setlerinin
olusturulmasi, mtDNA mutasyonlarinin kokenine,
tespitine ve sonuclarina isik tutmayi saglayabilir.

 Cok dusuk-dizey mtDNA heteroplazmileri saglikli
insanlarda bulunabilir.

* Heteroplazmik varyantlarin maternal soy
boyunca gecisi, organizmayi veya populasyonu
etkileyebilecek potansiyel olarak zararli
mutasyonlara kaynak olabilmektedir.



Sonuclar

* mtDNA darbogazi, germline gelisimi icinde
heteroplazmik varyantlarin homoplazmik
varyantlara hizli segregasyonunu
saglamaktadir.

* Yuksek derecede zararli mutasyonlaricin bu
hizli segregasyon organeller, hicresel veya
organizmal duzeyde germline’i
mutasyonlardan arindirmaktadir.



Sonuclar

* mtDNA mutasyonlari kisa dénemde akut
hastaliklara karsi koruma saglayabiliyor olsa da
uzun donemde bu mutasyonlarin artmis yuku
hlcresel disfonksiyon ve yaslanma iliskilidir.

* Son 20 yilda insan populasyonu
demografilerindeki kayma daha uzun yasam
beklentisini gostermektedir, bu durumda mtDNA
nin gec-baslangich multifaktoriyel dejeneratif
hastaliklar gelistirme riskine katkisi ise artma
egilimindedir.

)



Sonuclar

* Yuksek cozunurlukltG canli hticre gorunttleme
calismalari, kritik noktalarda mtDNA
segregasyon mekanizmalarini aciga
kavusturmak icin kullanisl olacaktir ve ultra-
derin mtDNA sekanslama ve transkriptomik
uygulamalariyla kombine edilmesi dusuk
frekanstaki varyantlarin spesifik hucre
tiplerindeki etkilerini anlamak icin gerekli
olacaktir.



