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Stozek rogoéwki (ang. keratoconus, KTCN) to choroba oczu, ktéra charakteryzuje si¢ stopniowym
Scienczeniem rogdéwki, ktére prowadzi do =zaburzenia jej normalnej krzywizny 1 utworzenia
charakterystycznego stozkowatego ksztaltu. Moze to prowadzi¢ do pogorszenia, a w zaawansowanych
przypadkach nawet do utraty wzroku. Szacuje si¢, ze czestos¢ wystepowania KTCN w populacji ogélnej waha
si¢ od 1/2000 do 1/375 o0s6b i roézni si¢ u pacjentow z réznych grup etnicznych. KTCN stanowi jedno z
glownych wskazan do przeszczepu rogowki w krajach rozwinietych.

Nieprawidtowos$ci zwigzane z KTCN moga by¢ obserwowane we wszystkich 5 warstwach rogéwki
ludzkiej, od najbardziej zewngtrznego (1) nabtonka, z odktadajacymi si¢ ztogami zelaza, (2) widocznych
peknie¢ w blonie Bowmana, poprzez (3) zmiane organizacji wiokien kolagenowych w obrebie istoty wlasciwej
1 pekniecia w (4) blonie Descemeta, az po (5) srodblonek, ktory moze wykazywaé wydhluzenie i uszkodzenie
komorek. Pomimo rozpoznanych zmian morfologicznych rogdéwki, zmiany molekularne w komorkach
specyficzne dla poszczegbélnych warstw rogowki w KTCN nadal nie zostaly wyjasnione. Ze wzgledu na
ztozona budowe rogdéwki, w ktora zaangazowane sa rozne typy komorek tworzace w warunkach homeostazy
unikalne $rodowisko, umozliwiajace prawidtowe widzenie, przyczyne powstawania stozka w KTCN powinno
si¢ bada¢ rowniez na poziomie pojedynczych komorek.

W naszych badaniach stawiamy hipotezg, ze okreslone podtypy komorek, a w szczegdlnosci ich
zmienione dynamika i cykl komoérkowy oraz ich wzajemne interakcje w poszczegolnych warstwach rogowki,
moga przyczynia¢ si¢ do powstawania charakterystycznego dla KTCN stozkowatego ksztattu. W ramach
projektu, po raz pierwszy na $wiecie zostanie przeprowadzone sekwencjonowanie RNA na poziomie
pojedynczej komorki (ang. single-cell RNA sequencing, scRNA-seq) obejmujace material pochodzacy z
kolejnych, sasiadujacych krioskrawkéw rogowek, ktore zostaly uprzednio wykorzystane w analizie
transkryptomiki przestrzennej (ST), a nastepnie przeprowadzona zostanie integracja danych uzyskanych z obu
tych podejs¢. Zakladamy, ze przy uzyciu polaczonych technik scRNAseq oraz ST, w podejsciu
okreslanym przez nas zintegrowana ocena typu ‘pomost’, zlokalizujemy w tkance pojedyncze komérki
o charakterystycznych cechach transkrypcyjnych i rozpoznamy brakujgce aspekty mechanistyczne w
etiologii KTCN. Projekt ma na celu poréwnanie rogéwek pozyskanych od pacjentoéw z KTCN i kontrolnych
pod katem: 1) charakterystycznych podtypow komorek i sktadu komorkowego przy uzyciu scRNA-seq; 2)
zmian w dynamice, cyklu komérkowym i wzajemnych interakcji poszczegdlnych typow/podtypow komorek;
oraz 3) okreslenia udzialu podtypéw komoérek w mechanizmie powstawania KTCN przy uzyciu
eksperymentalnego modelu krioskrawkow ludzkiej rogowki.

Badanie zostanie przeprowadzone na ludzkich rogéwkach pobranych od 5 pacjentow z KTCN, ktorzy
przeszli zabieg przeszczepienia petnej rogdwki, oraz 5 rogowkach z banku tkanek, pochodzacych od zmartych
dawcow stanowiacych grupe kontrolng. Kolejno dla kazdej rogowki z grupy badanej i kontrolnej przy uzyciu
kriostatu, uzyskane zostang krioskrawki, ktére postuza do izolacji pojedynczych komoérek z wykorzystaniem
opracowywanego przez nas eksperymentalnego protokotu. Tak przygotowane probki, postuza do
przygotowania bibliotek, ktore nastepnie begda sekwencjonowane (scRNA-seq) a uzyskane dane
transkryptomiczne dla pojedynczych komodrek zostana poddane analizie bioinformatycznej pod katem
charakterystyki specyficznych dla stozka podtypow komorek, sktadu komoérkowego oraz zmian w dynamice,
cyklu komoérkowym oraz interakcji migdzykomorkowych w KTCN. Ponadto zostanie przeprowadzona analiza
integracyjna, ktore obejmie dane transkryptomiczne, genomiczne i epigenomiczne pochodzace z tego samego
materiatu biologicznego, z naszych wczesniejszych oraz obecnie realizowanych projektéw. Uzyskane wyniki
beda zweryfikowane z uzyciem barwienia immunofluorescencyjnego wybranych genéw markerowych,
charakterystycznych dla nowo zidentyfikowanych podtypow komorek w KTCN, na rozszerzonym zestawie
rogoéwek (dodatkowych 5 rogowek z KTCN oraz 5 rogéwek kontrolnych).

Badanie umozliwi wykorzystanie wielu krioskrawkéw danej rogowki w podejéciu multi-omicznym,
ktore to jest uznawane za najbardziej odpowiednie w przypadku chordb wieloczynnikowych, takich jak
KTCN. Maksymalne wykorzystanie materiatu zebranego od danego pacjenta do wielu réznych analiz pozwala
na uzyskanie kompleksowego obrazu, co umozliwia formutowanie bardziej szczegdétowych wnioskéw na
podstawie wygenerowanych danych, prowadzac do glebszego zrozumienia etiologii choroby. Wyniki
wygenerowanej po raz pierwszy zintegrowanej oceny typu ‘pomost’ scRNA-seq-ST, beda publicznie
dostepne w repozytorium, co pozwoli na ponowne ich wykorzystanie w §wiatowych badaniach nad KTCN.



