Streszczenie

Stozek rogowki (ang. keratoconus, KTCN) jest postgpujacym schorzeniem
degeneracyjnym rogéwki oka wystepujacym w populacji §wiatowej z czgstoscig 1 na 2000
0sob. KTCN charakteryzuje si¢ poglebiajagcym si¢ Scienczeniem rogdwki, w wyniku ktorego
przyjmuje ona stozkowaty ksztalt, co prowadzi do znacznego uposledzenia wzroku. Pierwsze
symptomy choroby moga pojawic si¢ juz w okresie dojrzewania by kolejno ulega¢ progresji w
trzeciej/czwartej dekadzie zycia. Choroba czesciej wystepuje u me¢zczyzn.

KTCN uznawany jest za chorobe wieloczynnikowa o niejasnej etiologii, ze ztozonym
podtozem genetycznym obejmujacym liczne zidentyfikowane loci chromosomowe, w tym
13932, 5q31.1-935.3, 2q13-q14.3, 20p13-p12.2, oraz warianty sekwencji w obrebie genow
kandydujacych, do ktoérych nalezg m.in. VSXI, DOCKY9, STK24, IPO5 1 TGFBI. Roéwniez
czynniki Srodowiskowe sg wskazywane jako warunkujgce KTCN. Historycznie KTCN uznany
zostal za chorobe niezapalna, co obecnie jest podwazane przez klinicystow i badaczy ze
wzgledu na podniesiony poziom ekspresji cytokin i proteaz w ptynie lzowym i surowicy
pacjentow.

U pacjentow z wczesnym 1 S$redniozaawanowanym KTCN, rogéwka w lampie
szczelinowej moze wyglada¢ prawidlowo. W celu rozpoznania KTCN, u kazdego pacjenta, u
ktérego podejrzewa si¢ chorobg¢ nalezy wykona¢ kompleksowe badanie okulistyczne
obejmujace ocen¢ nieskorygowanej 1 skorygowanej ostrosci wzroku, badanie odcinka
przedniego w lampie szczelinowej, tomografie rogéwki (kamera Scheimpfluga) oraz
tomografi¢ przedniego odcinka oka (ang. anterior segment optical coherence tomography, AS-
OCT).

Nieprawidlowos$ci histopatologiczne rogdéwki pacjentow z rozpoznanym KTCN
obejmuja wszystkie warstwy rogéwki. Najbardziej charakterystyczng zmiang histologiczng jest
Scienczenie istoty wlasciwej rogéwki. Z kolei nabtonek rogowki (ang. corneal epithelium, CE),
wobec powstajacego uwypuklenia istoty wlasciwej staje si¢ najcienszy na szczycie stozka i
przyjmuje charakterystyczng strukturg obwarzanka (ang. doughnat pattern).

W rozprawie doktorskiej postawiono hipotezg, ze przebudowa nablonka rogowki w
przebiegu KTCN stanowi istotny element obrazu klinicznego choroby. Charakterystyczne
zmiany grubos$ci nabtonka, rozpoznawane jako struktura obwarzanka, nie byly wczesniej
uwzglednione w badaniach molekularnych. Podjete dotychczas proby biologicznej interpretacji
zintegrowanych wynikoéw badan klinicznych i molekularnych byty niedostateczne.

Rozprawa doktorska obejmuje rezultaty badan przedstawione w zbiorze czterech
publikacji bedacych efektem eksperymentalnych badan transkryptomicznych, proteomicznych,
kodujacych 1 niekodujacych elementéw genomu w nabtonku rogéwki, badan
epidemiologicznych identyfikujacych czynniki $rodowiskowe warunkujace fenotyp KTCN
oraz przegladu literaturowego.

W oparciu o dotychczasowe badania nad stozkiem rogéwki, obejmujace gtéwnie
wybrane aspekty molekularne i/lub kliniczne, jak rowniez wyniki badan wtasnych stwierdzono,
ze jedynie wielopoziomowe analizy molekularne i taczenie aspektow réznych dziedzin nauki
daja mozliwos$¢ petniejszego zrozumienia aspektow biologicznych w zloZonej naturze KTCN.

W przeprowadzonych w ramach pracy badaniach uwzgledniono zréznicowanie cech
morfologicznych w rogowce, po raz pierwszy wyznaczajac trzy regiony w obrebie nabtonka



rogowki 1 wprowadzajac termin regionu topograficznego. Na podstawie rozpoznanych zmian
w grubosci CE u pacjentow z KTCN scharakteryzowano trzy regiony topograficzne (centralny,
posredni i obwodowy), w ktorych zidentyfikowano specyficzne zmiany morfologiczne,
transkryptomiczne oraz proteomiczne. W wyniku integracji zebranych danych wskazano
mechanizm przebudowy nabtonka rogowki, w ktorym kluczowymi elementami sa
rozregulowane S$ciezki przejscia epitelialno-mezenchymalnego, komunikacji komorka-
komorka i interakcji komorka-macierz zewnatrzkomoérkowa, odpowiadajace za proces gojenia
si¢ ran (ang. wound healing process), ktory posrednio wpltywa na powstawanie
charakterystycznego fenotypu stozka. Otrzymane wyniki pozwalajg wnioskowac, ze na etapach
projektowania i interpretacji biologicznej przeprowadzanych badan molekularnych powinno
si¢ uwzglednia¢ wystepowanie trzech regiondw topograficznych rogéwki.

Zweryfikowano wczesniejsze przypuszczenia dotyczace przewleklego mechanicznego
urazu rogéwki u pacjentéw z KTCN. Pocieranie oczu, nieskorelowane z alergia, powoduje
uszkodzenie CE i wyzwala stres komérkowy, ktory poprzez swoj wptyw na apoptoze, migracje
1 adhezj¢ komorkowa rowniez ksztattuje fenotyp KTCN.

W ramach niniejszej pracy wykorzystano rowniez technik¢ sekwencjonowania catego
genomu (ang. whole genome sequencing, WGS), ktora do tej pory nie byla stosowana w
badaniach nad KTCN. W genach lub w ich bliskim sasiedztwie znaleziono liczne warianty
sekwencji kodujacych i niekodujacych, mogace mie¢ znaczenie w procesach wrodzonej i
adaptacyjnej odpowiedzi uktadu odpornosciowego, co wskazuje na bardziej zlozone niz
wczesniej przewidywano podtoze zapalne w KTCN. Ponadto wskazano 35 /loci
chromosomowych istotnie wzbogaconych w rozpoznane warianty sekwencji kodujacych i
niekodujacych, specyficzne dla KTCN, w tym w 5q, 9q 1 16q, poprzednio rozpoznanych jako
powigzane etiologicznie z KTCN.

W efekcie przeprowadzonych prac badawczych potwierdzono ztozonos$¢ podtoza
genetycznego/molekularnego  KTCN oraz znaczenie nawracajacego/przetrwalego stanu
zapalnego, mogacego mie¢ podtoze genetyczne, na obraz kliniczny stozka.



