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Intervertebral Disk Dejenerasyonunda Tek Hiicreli
RNA Dizi Analizi

Single Cell RNA Sequencing Analysis in Intervertebral Disc Degeneration

oz

Gectigimiz on yilda, tek hicreden RNA dizi analizi, hastaliklarin mekanizmalarini arastiran biyolojik calismalarda devrim
yaratmistir. Bu tekniginin degeri yontemin; benzersiz hiicre tirlerini tanimlayabilmesi, alt populasyonlarin belirlenebilmesi ve
tim bunlari karakterize etme yetenegine, kosullar nedeniyle degisen veya bozulan transkripsiyon paternini belirleyebilmesinden
kaynaklanmaktadir. intervertebral disk dejenerasyonu agisindan bakildiginda dejenerasyonun birincil hedef hiicreleri nilkleus
pulpozus, annulus fibrosus, kikirdak, u¢ plaka hiicreleri ve makrofajlardir ve patofizyoloji blylk dl¢tide enflamasyon kaynaklidir.
Diskte yer alan hiicre alt gruplarinin tanimlanmasi, bunlarin fonksiyonel analizleri, cesitli hiicre tiplerinin farklilagsmasi ve
gelisiminin ilerleyen bu teknoloji ile belirlenebilmesi, disk dejenerasyonu tedavisinde yeni terapétik hedeflerin belirlenmesinde
onemli gelismeleri tetiklemistir. Bu derlemede tek hiicreden RNA dizi analizi kullanarak intervertebral disk dejenerasyonunda
cesitli hicre tiplerinin populasyonlarini ve 6zgul hiicre-hiicre etkilesimlerini tanimlayan ¢alismalar incelenmistir. Ayrica, diskin
dejenerasyonunda tek hiicreden RNA dizi analizi i¢in gelecek vaat eden birka¢ arastirma ydntntin alti ¢izilmistir.

Anahtar Sozciikler: intervertebral disk dejenerasyonu, Tek hiicreli RNA dizilimi, Transkripsiyon faktérleri

ABSTRACT

Over the past decade, single-cell RNA-seq analysis has revolutionized biological studies investigating the mechanisms of
diseases. The value of this technique depends on its ability to identify unique cell types, identify their subpopulations and
characterize all of these, as well as its ability to determine the transcription pattern that changes or disrupted due to conditions.
From the perspective of intervertebral disc degeneration, the primary target cells of degeneration are the nucleus pulposus,
annulus fibrosus, cartilage, end plate cells and macrophages, and the pathophysiology is largely caused by inflammation.
The identification of cell subgroups in the disc, their functional analysis, and the ability to determine the differentiation and
development of various cell types with this advancing technology have triggered important developments in the identification
of new therapeutic targets in the treatment of disc degeneration. In this review, studies describing the populations of various
cell types and specific cell-cell interactions in intervertebral disc degeneration using single-cell RNA sequence analysis
were examined. Additionally, several promising research directions for single-cell RNA-seq analysis in disc degeneration are
highlighted.
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GiRiS

Riboniikleik asit (RNA)-sekans (Seq) analizi olarak da bilinen
RNA dizileme analizi, gen ekspresyonunu ve transkriptom
profilini incelemek icin kullanilan bir yéntemdir (6). Mesaj-
ci RNA (mRNA), kodlamayan RNA ve kicik RNA gibi RNA
molekullerinin turlerini ve miktarlarini belirlemek icin bir nu-
munede bulunan RNA molekdillerinin dizilenmesini icerir. Bu
analiz, belirli bir biyolojik drnekte hangi genlerin aktif oldugu-
na, bunlarin nasil diizenlendigine ve ekspresyon seviyelerinin

farkli kosullar altinda veya farkli hiicre tiplerinde nasil degisti-
gine dair bilgiler saglar. Tek hiicreli RNA dizilimi (scRNA-seq)
analizi ise tek hiucre duzeyinde gen ifadesini incelemek igin
kullanilan bir tekniktir. Bir hlicre populasyonu igin ortalama
bir ekspresyon profili saglayan geleneksel RNA dizilemesin-
den farkll olarak scRNA-seq, arastirmacilarin heterojen bir
populasyon icindeki bireysel hiicrelerin gen ekspresyon mo-
dellerini analiz etmesine olanak tanir. ScCRNA-seq analizinde,
tek tek hicreler izole edilir ve RNA’lari sekanslanir.
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Bu, mevcut RNA molekdullerinin tlrleri ve miktarlar da danhil
olmak Uzere, her hiicrenin gen ekspresyon profili hakkinda
ayrintil bilgi saglar (6).

Arastirmacilar, binlerce hlicrenin gen ekspresyon profillerini
analiz ederek farkli hiicre tirlerini tanimlayabilir, populasyon-
lar icindeki hiicreden hilicreye degiskenligi karakterize ede-
bilir ve toplu analizlerde gézden kacgabilecek nadir hiicre po-
pulasyonlarini ortaya cikarabilir. scRNA-seq analizi, hiicresel
heterojenligi, gelisimsel siregleri, hastallk mekanizmalarini
ve doku mikro ortamlarini benzeri gérilmemis bir ¢dézuntr-
|Ukte anlamak igin gigli bir aractir (6).

Molekuler farmakoloji, molekuler biyoloji, biyoinformatik, bi-
yotip, genetik, nérofarmakoloji, ndrobiyoloji, farmakogeno-
mik, onkoloji ve rejeneratif dahil olmak Uzere cesitli alanlarda
yaygin olarak kullaniimaktadir. scRNA-seq analizi, interver-
tebral disk (VD) dejenerasyonu (i\VDD)'nin fizyopatolojisi
altinda yatan molekiler mekanizmalara iligkin bilgiler sag-
layarak, dejeneratif siirecin anlasiimasina potansiyel olarak
katkida bulunabilir. ScCRNA-seq, IVDD'yi dogrudan teshis
edemese de arastirmacilarin, IVD’de farkll hiicre tipleri icin-
deki, dejenerasyonla iligkili olabilecek gen ekspresyon profil-
lerindeki degisiklikleri tanimlamasina yardimci olabilir.

Bununla birlikte, iVDD tanisi tipik olarak klinik degerlendir-
me, gorintlleme teknikleri ve bazen de biyokimyasal belir-
teglerin bir kombinasyonunu icerir. SCRNA-seq analizi de-
gerli molekdiler bilgiler saglarken, su anda klinik ortamlarda
iVDD icin bir teshis araci olarak kullanimamaktadir. Bunun
yerine, hastalik stirecine iligkin anlayisimizi derinlestirecek ve
gelecekteki teshis ve tedavi icin potansiyel yollari belirleye-
cek bir arastirma araci olarak hizmet eder.

IVDD olusum mekanizmasi disk hicrelerinin miktarindaki
azalma ve hiicresel degisiklikleri icerir. VDD konusundaki
anlayisimiz, niikleus pulpozus (NP)’nin transkriptom 6zellik-
lerinin incelenmesi veya yeni kondrositik hilcrelerin tanim-
lanmastyla gelistirilebilir. iVD hticrelerinin genetik bilgilerinin
aydinlatiimasi, gelecekte lomber dejeneratif VD hastalikla-
rina yénelik yeni terapétik yaklasimlarin gelistirilebilmesinin
6nUnd acabilir. scRNA-seq, tek hicre dizeyinde genom ve
transkriptom dizilimi ve analizi gerceklestiren ylksek verimli
bir tekniktir (8).

scRNA-seq teknigdi ile hiicre alt populasyonlar tanimlana-
bilmekte ve hicresel degisiklikler saptanabilmektedir. Bu
nedenle nérofarmakolojik alanla iliskili birgok brans arastir-
malarinda bu teknigin &nemi giderek artmaktadir. IVDD ko-
nusunda yapilan scRNA-seq analizleri, farkli molekdiler ve
hicresel 6zgin 6zellikleri, fonksiyonel gruplamalar ve etki-
lesimleri tanimlamistir.

Son galismalar, iVDD’deki NP, annulus fibrozus (AF), kikirdak
uc plakasi (CEP) hiicreleri ve makrofajlar gibi hiicrelerin he-
terojenligini ve bunlarin biyolojik bilesimlerindeki farkliliklari
ortaya cikarmistir. Temel olarak iVD, NP, AF ve CEP hiicrele-
rini igermektedir, ancak bu hiicre tiplerinin alt siniflandirmasi
hala belirsizligini korumaktadir. Benzerliklerine ragmen bu
hiicreler, hiicre digi matriks (ECM), molekuler fenotipik 6zel-
likleri ve biyomekanik fonksiyonlari agisindan dnemli di¢lide
farklik g&sterir. Disk dejenerasyonunun altinda yatan spesi-
fik hiicresel ve molekuler sirecler geleneksel olarak akade-
mik arastirmalarin konusu olmustur. NP, AF ve CEP hicrele-
rinin patofizyolojisini arastirmak igin transkriptomik ve epi-
genomik analizler yaygin olarak kullaniimaktadir (9). Bununla
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birlikte, dokunun tamaminin incelendigi ¢alismalarda, hiicre
tarleri icindeki ve arasindaki degisikliklerin karmasikligi net
olarak anlasilamamaktadir. NP, AF ve CEP hiicrelerindeki he-
terojenite ve karakterize edilmemis hicre tipleri/belirtecleri
scRNA-seq ydntemine duygulan bilimsel ilgiyi artirmigtir.

iVDD’deki birincil patolojik anormallikler AF’de ortaya gikar
ve NP herniasyonuna, enflamatuvar sitokin salinimina, sinir
kokl ve omuriligin sikismasina yol agcar. NP’deki doku home-
ostazisini koruyan ana hicre tipi NP hicrelerdir. Bu nedenle,
AF’nin tek hiicreli analizleri, IVD’deki gesitli hiicre nislerinin
prospektif transkriptom profili hakkinda fikir verebilmektedir.
CEP siklikla goz ardi edilse de doku devamliiginin saglan-
masinda hayati bir rol oynar.

Bu nedenle iVD homeostazisi ve IVDD ile giiglii bir sekilde
baglantilidir. CEP igindeki cesitli hiicre populasyonlari ara-
sindaki etkilesimlerde tam olarak anlasilamamistir, ¢inku
cogu calisma yalnizca CEP’in kendisine odaklanmistir ve
diger hiicre turleri ile kurduklan iletisim aglarinda bilgi bos-
luklar bulunmaktadir.

Tum bunlara ek olarak son c¢alismalar makrofaj sayisi ile
iVDD’nin siddeti arasinda dogrudan bir iliski oldugunu or-
taya koymaktadir. Gunkl makrofajlar NP’ye sizabilen tek
enflamatuvar hiicrelerdir. iVD’de makrofajlarin heterojenligi-
ni anlamak, disk dejenerasyonunda enflamasyonun rolini
anlamamizi saglayabilecektir. NP, AF, CEP hcrelerinin ve
makrofajlarin gelisimlerini incelemek ve/veya ayrica hlicre
heterojenligini dinamik olarak analiz etmek icin kullanilabilir
yeni bir teknik olan ScCRNA-seq’nin, bu derlemede anlatiima-
sl amaglanmistir.

scRNA-seq teknolojisi

Proteom dizilemenin (PRO-seq) hizla gelismesiyle birlikte,
toplu RNA dizilimi (bRNA-seq) ve tek hicreli RNA dizili-
mi (scRNA-seq) teknolojileriyle ¢oklu omik analizler glincel
arastirmalarin odak noktasi haline geldi. Cok sayida ¢alisma,
proteinlerin IVDD’de énemli bir rol oynadigini géstermistir
(18,22).

Tang ve ark. 2009 yilinda yaptidi calismada tek bir blastomer
ve oositin transkriptomunu dizileyerek scRNA-seq alanin-
da ilk énemli kavramsal ve teknik ilerlemeyi yayinlamislardir
(16). Dizileme teknolojilerinin ilerlemesiyle birlikte, bir hiicre-
den dizi analizi, DNA, RNA dizisini ve bir hiicreye ait epige-
nomik analizi kapsayan guclu bir arac olarak ortaya ¢ikmistir.
Dizileme teknolojileri arasinda scRNA-seq en yaygin olarak
kullanilanlardan birisidir. Bireysel hiicrelerdeki transkriptomik
varyasyonlari tespit edebilir, farkli hiicrelerdeki haberci RNA
ekspresyon heterojenligini agikliga kavusturabilir ve etkili
amplifikasyon ve ylksek verimli sekanslama yoluyla 6rnege
dair cok kapsamli veri toplayabilir.

Ornek boyutu seciminde scRNA-seq teknolojisinin esnekli-
gi hem kiicik hem de biytk 6rnekler icin gegerli olup, yeni
fonksiyonel hiicre alt gruplarinin, terapdtik hedeflerin ve hiic-
re kaynaklarinin ve fonksiyonlarinin tanimlanmasinda ¢ok
onemli oldugu kanitlanmistir. scRNA-seq prosesindeki bi-
rincil adimlar, tek bir hiicrenin yakalanmasi ve izolasyonunu,
hicre lizizini, ters transkripsiyonu, tamamlayici DNA (cDNA)
amplifikasyonunu ve kitlphane hazirlanmasini igerir (21,24).

Bunlardan tek bir hiicrenin yakalanmasi, ters transkripsiyon
ve cDNA amplifikasyonu scRNA-seq’in en zorlu agsamalari-
dir. Tek hiicre izolasyonu ve yakalanmasi igin yaygin yéntem-
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Dokunun kaynaktan alimmasit

Hiicrelerin siispansiyon haline
getirilmesi
Ozgiil hiicre tipinin
ayiklanmasi

Sekil 1: Omurlararasi diskte tek hicreli RNA dizi analizi (scRNA-
seq) icin is akigi (24).

ler arasinda sinirlandirimis seyreltme, floresansla aktiflesen
hiicre siniflandirma (FACS), manyetik aktiflestiriimis htcre
siniflandirma (MACS), mikroakigkan sistemler ve lazer mik-
rodiseksiyon yer alir. cDNA amplifikasyonu, kittiphane olus-
turma ve hicre yakalama icin cesitli teknikler gelistiriimis ve
uygulanmistir. scRNA-seq teknolojisi maliyetleri azaltmayi
ve verimi artirmay! amagclayan teknolojik ilerlemelerle birlikte
gelismeye devam etmektedir (Sekil 1).

Omik teknolojilerinin kullandigi veri tabanlan bambaska bir
derlemenin konusu olmakla birlikte galismalarin birgogunda
Hub genlerini taramak icin makine égrenimi (Machine lear-
ning; ML) algoritmalar kullanilmaktadir. Fonksiyon ve sinyal
yollarini analiz etmek icin Gen Ontolojisi (Gene Ontology;
GO) ve Kyoto Genler ve Genom Ansiklopedisi (Kyoto Encyc-
lopedia of Genes and Genomes; KEGG) veri tabanlari kulla-
nilarak analizler yapilmaktadir. Benzer sekilde hastalikla ilis-
kili proteinleri belirleyebilmek igin protein-protein etkilesimi
(PPI) agindan faydalaniimaktadir. GO ve KEGG analizlerinde
kullanilan platformlara 6rnek olarak OmicsBean (http://www.
omicsbean.cn/) ve PPI icin Cytoscape yazilimini (https://cy-
toscape.org/) kullanan STRING (https://string-db.org/) érnek
olarak verilebilir.

scRNA-seq ve NP hiicreleri

Saglikh bir diskte NP, NP hicreleri tarafindan dretilen ECM
bilesenlerinden olusan oldukc¢a sulu, jelatinimsi bir yapidan
olusur. NP hiicreleri embriyonun notokordundan kaynaklanir
ve viicudun eksenel ve omurga stresine dayanma yetenegin-
de ¢cok 6nemli bir rol oynar (7,18).

iVDD sirasinda hiicre tipleri ve molekiillerdeki degisiklikleri
anlamak icin Ling ve ark. dejenerasyonun cesitli asamalarin-
da insan disklerinden alinan NP inceledi (11). Bu ¢calismada
arastirmacilar alti tip NP hicresi (adesiv, endoplazmik retiku-
lum stresi, fibrokartilajin6z, enflamatuvar yanit ve CD70+ ve
CD82+ NP projenitdr hiicreleri) ve bes tip bagisiklik hicresi
(M1 ve M2 makrofajlari, T hicreleri, nétrofiller ve miyeloid
progenitdrler) tanimlamiglardir. Disk dejenerasyonunun orta
ve gec evrelerinde fibrokartilajindz NP hicrelerinin oraninin
arttigini, metabolik homeostatik NP hicrelerinin ise erken
evrede en fazla oldugunu bulmuslardir. Veriler, NP hiicre-
lerinin enflamatuvar faktorlerden etkilenebilecegini, ¢lnki
cesitli enflamatuvar yanit NP huicrelerinin, derece Il ile kar-

silastinldiginda derece [V’te arttigini, metabolik homeostaz
NP hicrelerinin sayisinin ise 6nemli dlgclide azaldigini gos-
termislerdir (11). Yine bu ¢alisma M2 polarize makrofajlarin
sayisi IVDD ilerlemesiyle 6nemli diclide azaldi. M2 polarize
makrofajlarla karsilastirldiginda, M1 polarize makrofajlarin
fraksiyonu istikrarli bir sekilde artti; bu, makrofaj polarizas-
yonunun, VDD gelisimindeki enflamatuvar kaskati yogun-
lastirmada ¢ok 6nemli olabilecegini gdstermistir.

Han ve ark., alti NP drnegini (normal kontrol, orta ve siddetli
dejenerasyon) scRNA-seq yéntemi ile inceledikleri galisma-
larinda NP’de endotel, makrofaj ve kondrosit olmak Uzere U¢
hiicre soyunu belirledi (5). Arastirmalar 6ncelikle kondrosit
soy grubuna odaklandi ve burada yedi alt tip tanimladilar:
kikirdak progenitor hiuicreleri (CPC’ler), fibrokondrosit proge-
nitorleri (FCP’ler), homeostatik kondrositler (HomC'’ler) ve
C1-4 olarak siniflandirilan dért yeni populasyon. Bu kond-
rosit alt kiimelerinden ticliniin iVDD stireciyle iliskili oldugu
bulundu. C1, dejeneratif hastalik 6rneklerinde en yaygin alt
tipti. Bununla birlikte, iVDD ilerlemesiyle birlikte CPC’lerin
orani garpici bicimde azaldi. C3 orani siddetli dejenerasyon
grubunda orta dejenerasyon grubuna gére daha ylUksekti ve
yalnizca dejeneratif numunelerde tespit edildi. Ozetle, aras-
tirmada C1 ve C3’U enflamatuvar yanitin alt kimeleri olarak
tanimlamislardir. C2, ECM’nin diizenli yapisinin korunmasina
katkida bulunan ylksek dizeyde proteoglikan ve tip Il kol-
lajeni eksprese eder. Fibroblastlara fenotipik benzerligi olan
C4, ECM’nin yeniden sekillenmesine yardimci olabilir. Ayrica
iVDD’deki kondrosit hticreleri ile diger hticreler arasindaki
potansiyel baglantilari da gosterir (5).

Ancak yazarlar bu kondrosit tiplerinin farklilagsma yéninua be-
lirmemislerdir; bu da gelecekte daha fazla arastirma yapil-
masini gerektirmektedir.

ScRNA-seq’i kullanan Zhang ve ark., C1-C4, FCP’ler, CP-
C’ler ve HomC’ler olmak Uzere yedi kondrosit alt kimesi
tanimladi (23). Arastirmacilar bu ¢alismalarinda C1 alt k-
mesinin kemik blylmesinde ve anjiyogenezde rol oyna-
yabilecegini ve C2 alt kiimesinin ise agirlikli olarak ECM
salgilanmasindan sorumlu olabilecegini 6ne strmuslerdir.
Yalnizca dejenere disk dokusunda bulunan C3 alt kiimesin-
de ise ECM’nin enflamatuvar bagisiklik tepkisi ve yeniden
yapilanmasinda rol oynayan genlerin ylksek dizeyde eks-
presse edildigi belirtiimistir. C4 alt kiimesi, kollajen homeos-
tazisini korumak icin gerekli genleri ifade ettigi ve bagisiklik
tepkisine katkida bulundugu gorilmustar (23). Bu bilgiler NP
hiicrelerinin roltne iliskin anlayisimizi genisletmek ve belki
de degistirmekle birlikte, farkll calismalardaki C1-C4 hucre
alt gruplan arasindaki fonksiyonel farkliliklar hala daha faz-
la arastirmayi gerektirmektedir. Tu ve meslektaslari, degisen
derecelerde dejenerasyona sahip sekiz IVDD hastasindan
toplanan NP Uzerinde scRNA-seq gerceklestirdiler (18).

YUksek oranda eksprese edilen genleri analiz ederek ve 6n-
ceki tek hlcre galismalarini gézden gegirerek alti alt popu-
lasyon belirlediler: adeziv, efektdr, homeostatik, diizenleyici
ve hipertrofik kondrosit benzeri NP hicreleri. Daha sonra
hiicre populasyonlarinin dagilimi ile dejenerasyon derece-
leri arasindaki iligkiyi arastirdilar. Derece |l disklerde ana alt
populasyonun dizenleyici ve hipertrofik kondrosit benzeri
NP hcreleri oldugunu, derece Il ve IV disklerdeki ana alt
populasyonlarin ise efektor ve hipertrofik kondrosit benzeri
NP htcrelerinden olustugunu gésterdiler. Derece V diskler-
de, fibroblastik ve yapiskan NP hiicrelerinin ana poptilasyo-
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nu olusturdugunu ve homeostatik NP hicrelerinin sayisinin
azaldigini belirlediler (18). Wang D. ve ark.nin yaptidi calis-
mada VD &rneklerinde, NP hiicreleri, AF hiicreleri, bagisik-
ik htcreleri, endotelyal progenitér, eritrositler ve MKI67+,
MCAM+ ve CD24+ 6nclsuniin Ug progenitdr kiimesi dahil
olmak Uzere sekiz hiicre kimesi tanimlanmistir. Bu hticre
kiimelerinin farkli dejenere IVD derecelerindeki orani ve da-
giimi gosterilmistir. Ayrica NP hucrelerinin kondrosite 6zgi
ECM genlerden COL2A1, ACAN, COMP ve FMOD’un yuk-
sek oranda eksprese edildigi gdsterilmistir (19).

Calismalar iVDD’deki NP hiicrelerinin alt poptilasyonlari ara-
sinda fonksiyonel ve biyolojik varyasyonlarin varligini gos-
termektedir. Farkli hicre populasyonlarinin tanimlanmasi
yani sira diskte dejenerasyon ile beraber izlenen patolojiler
ile hangi genlerin iliskisi olabileceginin daha detayl analizle-
ri de yapilmaya baslanmistir. Ornek vermek gerekirse daha
yakin zamanda yayinlanan NP’de ossifikasyona neden olan
genlerin arastinldidi bir calismada TNF-a, CD74 ve CCL-3
genlerinin stromal hicrelerin ossifikasyon fenotipi ile iligkili
oldugu in vitro olarak belirlenmistir (4).

Benzer sekilde lumbar disk herniasyonunda goézlenen fer-
roptozise neden olan mekanizmalar arastiran bir ¢alisma-
da MYB geninin immiin inflitrasyonun fazla oldugu dejene-
re NP’de, intakt NP’ye oranla artmis oldugu ve ferrotosisle
iliskili oldugu bulunmustur (12). Galismalarin yénelecegi bir
diger alanda VDD tedavisinde kullanilabilecek kék hiicre
gruplarinin belirlenmesi olacaktir. Chen ve ark.nin bu bag-
lamda yaptiklar ¢alismada mezenkimal kdk hiicre adaylari
scRNA-seq yéntemiyle degerlendirilmistir (1).

scRNA-seq ve AF hiicreleri

intervertebral disk hastaliklarinda AF yapisindaki bozulmalari
iceren birincil patolojik degisiklikler dogrudan NP herniasyo-
nuna ve sinir sikismasina yol acar. Sonug olarak, IVDD teda-
visindeki temel zorluk AF kusurlarinin onarilmasinda yatmak-
tadir. Bununla birlikte, AF cesitli AF hicre tipleri nedeniyle
¢ok heterojendir ve hem tiim bu farkl hiicre tiplerini hem de
uygun destegi saglayabilecek ECM’i tek bir hicre tipi veya
indUkleyici bir ortam kullanarak eski haline déndirmenin zor
oldugu kanitlanmistir. Bu sorunlari ele almak, belirli arastirma
bosluklarinin doldurulmasini gerektirmektedir. ilk olarak, AF
hiicrelerinin heterojenliginin derinlemesine anlasiimasi, in-
diksiyon yénteminin hedeflerini belirlemek icin kritik Sneme
sahiptir. AF hicrelerinin heterojenligine iliskin daha fazla bilgi
edinmek icin Wang ve ark., fare AF’de scRNA-seq gergek-
lestirerek 10 6nemli hiicre poptlasyonunu belirlediler (20).

On ana AF hicre tipi genel olarak ¢ ana gruba ayrilabilir:
progenitdr hucreler, fibroblast benzeri hiicreler ve kondrosit
benzeri hiicreler. AF hiicre atlasinin scRNA-seq ile kodunun
¢ozulmesi, AF biyolojisi igin sitolojik bir temel saglar. Bu ke-
siften yola ¢ikarak Wang ve ark., AF kok htcrelerini fibro-
kondrosit benzeri AF hiicrelerine farklilagsmaya tesvik edebi-
len, AF onarimi i¢in umut vaat eden bir kompozit hidrojel ge-
listirdiler (20). Bununla birlikte, bu ¢alismanin bir sinirlamasi,
fare verilerine dayanmasidir ve farelerin IVD’si, insanlarinkine
tam olarak uymayabilir.

Wang D. ve ark.nin insan iVD dokusunu kullanarak yaptigi
calismada D1-D4 iVD’lere kiyasla D5 iVD’lerde NP hiicreleri-
nin sayisi azalirken ve AF hicrelerinin sayisinin arttigini gos-
termistir. Ayrica AF hicrelerinin COL1A1, CRTAC1, ASPN ve
matris metaloproteinaz (MMP)-2 gibi kikirdaga 6zgil ECM
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genlerini ylksek oranda eksprese ettigi belirlenmistir. Yine
bu calismada bagisiklik hiicreleri tim dejenere derecelerde
CD74, SRGN, LAPTM5 ve HLA-DRA belirtecleriyle tanim-
lanmistir ve endotelyal progenitdr hlicrelerde daha énceki
calismalarla tutarli bir sekilde bulunmustur. Birlikte ele alindi-
ginda bu calismanin sonuglari insan iVD’lerinin transkriptom
durumunu tek hlcre diizeyinde gdstermistir (19).

Su anda literatlirde AF hicreleri icin COL1A1, COL4, LAMA1
ve THY1 ve NP hicreleri icin KRT8, KRT18, KRT19, CA12,
ACAN, COL1A2, COL2AT1, TIE2+ ve GD2+ dahil olmak lze-
re bir dizi IVD hiicre biyobelirtegleri agiklanmaktadir (2,10).
Benzer sekilde saglikli insan AF ile NP’nin galisildigi bir aras-
tirmada SFRP1, BIRC5, CYTL1, ESM1 ve CCNB2 genlerinin
Ozellikle AF hicrelerinde ve COL2A1, DSC3, COL9A3, CO-
L11A1 ve ANGPTL7 genlerinin NP hicrelerince ekspresse
edildigi bildirilmistir (3).

scRNA-seq ve CEP hiicreleri

CEP, IVD ile vertebral gévde arasindaki stresi dengelemek
icin kritik bir bilesendir ve vertebral kan damarlar yoluyla
elde edilen besin ve metabolitlerin taginmasini saglar (5).
Kiiclik bir uc plak yaralanmasi bile cevredeki IVD’de bas-
ki stresi dagihminin degismesi, NP’deki intradiskal basincin
azalmasi ve AF’deki sikisma stresinin artmasi gibi yapisal
degisikliklere neden olabilir (7). Rade ve ark., genis bir po-
pulasyonda yaptiklar arastirma lomber diskin tim seviye-
lerinde son plak defektleri ile disk dejenerasyonu arasinda
anlamli bir korelasyon oldugunu gdstermistir (15). Bu ne-
denle CEP hasari veya bozulmasi, disk dejenerasyonunun
baslangicinda anahtar bir baslatici faktér olabilir. Ancak,
CEP’te hiicresel heterojenitenin degerlendiriimesi, CEP’ye
odaklanan scRNA-seq ¢alismalarinin azligi nedeniyle zordur.
CEP’te immUn infiltrasyon durumunu ve hiicresel nisleri sc-
RNA-seq kullanarak arastiran bir calismada CEP dokusunun
onemli dlctide hicreler arasi heterojenlik sergileyen farkl
hicre populasyonlari bulundugunu belirledi ve saptadigi 13
hiicre kiimesini alti kategori altinda siniflandirdi.

Bunlar arasinda NP mezenkimal kok/progenitér hicreler,
mezenkimal kondrositler, stromal hucreler, diiz kas hucre-
leri/perisitler, kan hiicreleri ve endotel hiicreleri yer alir. Bu
alti kategori genel olarak kan hucreleri, kanla ilgili hiicreler,
makrofaj hicreleri ve mezenkimal kondrositler olarak sinif-
landinlabilir (8). Yine bu calismada kan hucrelerinin, antijen
isleme ve sunumunda ve T hcrelerinin, B hicrelerinin ve
makrofaj huicrelerinin aktivasyonu, sitokin aracili sinyalleme,
nikleer faktor kappa B (NF-kB) sinyal yolu dahil olmak Uzere
cesitli bagisiklik hiicresi ile ilgili islemlerde rol oynadigi bu-
lundu. CEP dokusunda bulunan kanlailgili hticreler arasinda
diz kas hucreleri, kan hicreleri ve endotel hicreleri yer al-
maktadir. DUz kas hucreleri, fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)-pro-
tein kinaz B sinyal yolu tzerinden kas kasilmasina, anjiyoge-
nez dizenlemesine ve damar gelisiminin dizenlenmesine
katildigi gosterildi (8).

Dolayisi ile bu calisma NP ve AF’ye besin difizyonunu sag-
layan CEP, dokudaki kan damarlari, kanla ilgili hticrelerin ve
sitokinlerin AF ve NP dejenerasyonunu module etmek igin
nasil birlikte calisabileceginin de altini cizmistir. CEP’teki me-
zenkimal kondrositlerde; homeostatik, efektor ve dlizenleyici
mezenkimal kondrositler olmak Uzere U¢ grupta siniflandi-
nimistir. Homeostatik kondrositler dncelikle kemiklesme ve
kollajen baglanma sireclerine katimaktadir. Duzenleyici
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kondrositler esas olarak uyaranlara ve kontrolll tepkilere ya-
nit vermekte ve efektdr kondrositler ise blylUk 6lgiide meta-
bolik sureclere katiimaktadir. Makrofaj hicreleriyle ilgili ola-
rak hem saglkh hem de dejeneratif CEP dokular éncelikle
mast hicrelerini ve MO makrofaj hiicrelerini icermekte olup,
M1 ve M2 makrofajlari CEP dokularinda ¢ok nadir gézlen-
mektedir (8).

ScRNA-seq ve bagisiklik hiicreleri

iVDD radikuiler sirt ve boyun agrisinin baslica nedenlerinden
biridir, ancak agr her zaman yapisal disk dejenerasyonuy-
la iligkili degildir. Bu nedenle agri muhtemelen, bagisiklik
hicrelerinin yapisal eksiklik bélgesine gé¢ etmesiyle tetik-
lenen, halka seklindeki ¢atlaklardan NP materyalinin sizmasi
veya hasar gdérmesi sonucu ortaya ¢ikan ikincil bir olaydir.
iVDD’nin karakterizasyonu CD68 makrofajlarinin, CD4 ve
CD8 T hiicrelerinin ve nétrofillerin infiltrasyonunu icermekte-
dir. Agri ayni zamanda bu bagisiklik hiicrelerinin kan damar-
larina ve sinir liflerine yayllmasiyla da iligkilidir.

NP, AF ve bagisiklik hicreleri (makrofajlar, T hicreleri ve
noétrofiller dahil), timor nekroz faktéri-alfa, interlékin-1 alfa/
beta (IL-1a/B), IL-6, IL-17, IL-8, IL-2, IL-4, IL-10 ve interfe-
rongama gibi nérojenik faktorler ve sitokinler salgilar. Bu fak-
torler diskojenik agriya ve disk hucrelerindeki patolojik su-
reclere katkida bulunur. Dejeneratif IVDD’de kontrol gruplari-
na gore daha ylksek miktarda diizenleyici T hiicreleri (Tregs)
ve makrofaj infiltrasyonu oldugu bildirilmistir (11). Calismalar
makrofaj birikiminin IVDD ilerlemesi ile belirgin sekilde artti-
gini gdstermektedir (11).

NP, AF ve u¢ plaka dahil olmak Uzere yapisal anormalliklere
sahip dejeneratif VD alanlarinda CCR7+ ve CD163+ gibi ce-
sitli makrofaj belirtecglerinin diizeylerinin énemli él¢lide arttig
gosterilmistir (14). Diger calismalar da Th17/Treg hiicrelerini
iceren bagisiklik tepkisinin kronik bel agrisinin atofizyoloji-
sinde rol oynayabilecegini gostermistir. Th17/Treg oraninda-
ki degisikliklerin yani sira, kronik bel agrisi geken bireylerde
ayrica daha yiksek sayida anti-enflamatuvar Treg gorilmis-
tar (13).

iVDD’nin patolojik stirecinin, diizenleyici T hiicrelerini ve ce-
sitli makrofaj tlrlerini ceken benzersiz bir bagisiklik mikro or-
tami olusturdugu varsayilmaktadir. Bu hicreler, transforme
edici buyume faktoru beta ve IL-10 gibi sitokinler araciligiyla
NP hucreleri, adipositler ve fibroblastlarla etkilesime gire-
rek IVDD’deki patolojik degisiklikleri tesvik eder. Tu ve ark.,
NP’nin ayrica makrofajlari, T hlcrelerini, miyeloid progenitér
hicreleri ve nétrofilleri de kapsadigini gésterdi (18). Bagisik-
lik hiicrelerinin, 6zellikle enflamatuar oldugu iyi bilinen M1 ve
M2 makrofajlarinin, disk dejenerasyonunun tim asamalarin-
da rol oynadigini 6ne siirdiiler. ilging bir gézlem, M2 makrofaj
kiimelerinin oraninin IVDD ilerlemesiyle birlikte azalmasi ve
bunu M1 makrofajlarinda bir artis egiliminin takip etmesidir.
Bu, makrofaj polarizasyonunun enflamatuvar kaskatini artir-
mada cok énemli olabilecegi anlamina gelir. immiin hiicreler
arasindaki hiicresel etkilesimlerin analizinde, NF-kB, M1 ve
M2 makrofajlarinda belirgin bir sekilde eksprese edildigi ve
NF-kB:>nin, bu htcrelerin NP igindeki polarizasyonu icin de
gerekli oldugunu ortaya koydu. Cesitli makrofaj hticre tipleri
ile NP progenitdr hicre tipleri arasindaki yakin iliskiler, ScR-
NA-seq yontemi ile belirlenmistir (11).

Ozetle, ScCRNA-seq NP hiicre kiimelerindeki bagisiklik hiic-
relerinin ekspresyon modellerini ortaya gikarabilmektedir,
dolayisiyla IVDD tedavisine ydn verebilecektir.

SONUC ve PERSPEKTIF

ScRNA-seq teknolojisinin sirekli kullanimi, hiicre heteroje-
nitesinin belirlenmesine ve dolayisiyla IVDD icin tedavi he-
deflerinin belirlenmesine énemli élgtide yardimci olabilir. Bu
teknik ayni zamanda NP, AF ve CEP hlcreleri, makrofajlar ve
diger bagisiklik hicreleri arasindaki soy veya gelisimsel ilis-
kilerin izlenmesinde de etkili olabilir. Cok yakin zamanda ya-
yinlanan bir ¢calismada Autophagy-related gene 9A (ATG9A)
geninin IVDD’de potansiyel bir diagnostik belirtec olarak
kullanilabilecegi 6ne sirtlmustir (17). Teknik NP, AF, CEP
hicrelerinin, makrofajlarin ve diger bagisiklik htcrelerinin
iVDD’deki rollerini daha da aydinlatacak ve yeni alt popiilas-
yonlarin, farklilasmanin ve dinamik slreclerin incelenmesini
kolaylastiracaktir. SCRNA-seq teknolojisi su anda genomik,
transkriptomik ve epigenomik calismalari kapsasa da VDD
arastirmalarinda genomik ve epigenomik analizlerin uygu-
lanmasi hala nadirdir. Hicrelerin islevsel durumu, DNA, RNA
ve proteinler de dahil olmak Uzere birgok molekdiliin karma-
sik bir sekilde diizenlenmesiyle belirlenir. Bu nedenle, hiicre-
sel “kimligi” tam olarak anlamak igin, tek bir hlicrenin birden
fazla omik 6zelligini ayni anda yakalamak ¢ok énemlidir.

Tek hicreli coklu omik yaklasimlar, ¢esitli omik dizeylerinde
tek hticrelerin genomlarinin, transkriptomlarinin, epigenom-
larinin ve proteomlarinin yiiksek verimli analizlerini gercek-
lestirebili. Genomik, epigenetik modifikasyon ve gen eks-
presyonu arasindaki iliskiyi aciklayarak bu yontemler, daha
buylk bir populasyondaki bireysel hicrelerin davranis ve
fonksiyonlarinin ve bunlarin bir bitin olarak organizmayla
iliskilerinin derinlemesine analizi icin yeni bakis agilar sagla-
yabilir. Bu analiz, temel arastirma ve hassas tipta artan 6nem
kazanacak ve VDD tedavisinde daha fazla ilerlemeye yol
acacaktir.
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