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Stozek rogdwki (ang. keratoconus, KTCN), to choroba oczu charakteryzujaca si¢ postepujacym
Scienczeniem rogoéwki 1 jej specyficznym uwypukleniem. Nieprawidlowosci strukturalne w
poszczegbdlnych warstwach rogéwki powodujg zmiany refrakcji i znaczne pogorszenie widzenia.
Czestos¢ wystgpowania KTCN wynosi od 1/375 do 1/2000 oséb w populacji ogolnej. Pierwsze objawy
KTCN pojawiaja si¢ zwykle w drugiej lub na poczatku trzeciej dekady zycia. Postgpowanie
terapeutyczne w KTCN zalezy od stopnia zaawansowania choroby i obejmuje korekcje wzroku za
pomoca soczewek kontaktowych, zabieg sieciowania kolagenu rogowki (CXL) lub przeszczep rogowki.
Na rozwdj choroby wptywaja czynniki srodowiskowe, takie jak pocieranie oczu lub noszenie soczewek
kontaktowych. Wazng role w KTCN odgrywajg rowniez czynniki genetyczne.

Ludzka rogéwka zbudowana jest z pieciu warstw: nabtonka, btony granicznej przedniej, istoty
wlasciwej rogéwki (zrebu), blaszki granicznej tylnej i $rodbtonka. W przypadku stozka rogowki w
kazdej warstwie rogOwki mozna zaobserwowac nieprawidtowosci. Co wigcej, te zmiany sa ré6zne w
poszczegOlnych regionach kazdej warstwy, co jest najbardziej widoczne w nabtonku rogéwki, w postaci
$cienczenia w miejscu szczytu stozka, otoczonego zgrubieniem.

Uwaza sig¢, ze rolg w patogenezie KTCN odgrywajg liczne zmiany w genach. Jednak na
podstawie naszych dotychczasowych badan wnioskujemy, ze obraz molekularny choroby jest niepetny
i nalezy go uzupeti¢ o dodatkowy element — calogenomowe badanie metylomu.

Na aktywno$¢ gendw wplywa wiele czynnikdw, nie ograniczajacych si¢ wylacznie do
sekwencji DNA. Metylacja DNA jest jendym z mechanizméw epigenetycznych modelujgcym ekspresje
gendw, obejmujgcym obecno$é grup metylowych w dinukleotydach CpG poprzez modyfikacje pozycji
C5 cytozyny w celu utworzenia 5-metylocytozyny poprzez dodanie grupy metylowej. Nieprawidtowe
poziomy (wzrosty lub spadki) metylacji DNA nazywane sa odpowiednio hipermetylacjg lub
hipometylacjg. Wysokie poziomy metylacji DNA w regionach promotorowych genéw sa zazwyczaj
skorelowane negatywnie z ekspresjg genow. W trakcie rozwoju, profil metylacji DNA zmienia si¢ w
efekcie proceséw metylacji i demetylacji de novo. Zatem dojrzate (zréznicowane) komorki posiadaja
unikalny profil metylacji DNA odpowiadajacy za ekspresje genoéw specyficzng dla danej tkanki.

W naszych badaniach stawiamy hipoteze, ze metylacja DNA dziata jak modulator ekspresji
gendw w poszczegoOlnych warstwach i regionach rogowki w KTCN. Poniewaz zalezno$¢ pomiedzy
metylacja a fenotypem KTCN pozostaje niejasna, szczegblowe badanie trzech obszarow
topograficznych nabtonka, zrebu i $rodbtonka rogowki pozwoli odpowiedzie¢ na pytania dotyczace
wskaznikow epigenetycznych KTCN oraz aspektow mechanistycznych w procesie tworzenia stozka.

Celem tego projektu jest znalezienie miejsc o zréznicowanej metylacji w sekwencji catego
genomu oraz wskaznikdéw epigenetycznych KTCN.

Badanie zostanie przeprowadzone na ludzkich rogéwkach pobranych od 22 pacjentow z KTCN
poddawanych przeszczepowi rogowki oraz 22 rogowkach z banku tkanek, pochodzacych od zmartych
0sob stanowigcych grupe kontrolna. W celu identyfikacji i rozdzielenia warstw oraz regionow
topograficznych rogéwki wykonana zostanie laserowa mikrodysekcja. Ocena metylomu zostanie
przeprowadzona z wykorzystaniem metody enzymatycznej i sekwencjonowania catogenomowego.
Analizy bioinformatyczne bedg prowadzone w kierunku selekcji miejsc o zroznicowanej metylacji,
zwlaszcza tych zlokalizowanych w wyspach CpG, promotoréw, UTR i enhanceréw. Dodatkowe
analizy, integracyjne, obejmg zebrane dane transkryptomiczne (RNA-Seq, transkryptomika
przestrzenna), proteomiczne (MALDI-MS), genomiczne (WGS, ES) i inne dane epigenomiczne
(ATAC-Seq) pochodzace z tego samego materialu biologicznego. Wyniki zostana najpierw
zweryfikowane z uzyciem metody pirosekwencjonowania, a nastepnie funkcjonalnie za pomoca
systemu edycji epigenomu dCas9 CRISPR.

Badanie umozliwi zrozumienie roli metylacji DNA w patogenezie KTCN. Kompleksowy model
badania obejmujacy multi-omike, w tym analizy integracyjne, umozliwi identyfikacj¢ wskaznikow
epigenetycznych KTCN.



