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stożku rogówki, badany z wykorzystaniem  sekwencjonowania całego genomu (kierownik: mgr 
Katarzyna Jaśkiewicz, okres realizacji: 2.02.2023- 1.02.2026).  
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Wykaz skrótów: 

AS-OCT tomografia przedniego odcinka oka (ang. anterior segment optical coherence 
tomography) 

CE  nabłonek rogówki (ang. corneal epithelium) 
CXL  zabieg sieciowania włókien kolagenowych (ang. corneal collagen crosslinking) 
DALK keratoplastyka warstwowa przednia głęboka (ang. deep anterior lamellar 

keratoplasty)  
ES  sekwencjonowanie eksomu (ang. exome sequencing)  
Kmax  maksymalna keratometria (ang. maximal corneal curvature) 
KTCN  stożek rogówki (ang. keratoconus) 
K1  keratometria płaska (ang. flat keratometry)  
K2  keratometria stroma (ang. steep keratometry) 
LSCs  komórki macierzyste rąbka rogówki (ang. limbal stem cells) 
PRK  fotokeratektomia refrakcyjna (ang. photorefractive keratectomy) 
RNA-Seq sekwencjonowanie RNA (ang. RNA sequencing) 
TCT  najmniejsza wartość grubości rogówki (ang. thinnest corneal thickness) 
WGS  sekwencjonowanie całego genomu (ang. whole genome sequencing)  
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Wykaz nazw genów 

BCL2L1 Bcl-2-like protein 1 

CAPZB Capping Actin Protein Of Muscle Z-Line Subunit Beta 

CLTB  Clathrin Light Chain B 

CNOT3 CCR4-NOT Transcription Complex Subunit 3 

CTDSP2 CTD (Carboxy-Terminal Domain, RNA Polymerase II, Polypeptide A) Small 

Phosphatase 2 

DOCK9 Dedicator Of Cytokinesis 9 

ENO1  Enolase 1 

IPO5  Importin 5 

JUNB  JunB Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor Subunit 

KRT12  Keratin 12 

LTBP3  Latent Transforming Growth Factor Beta Binding Protein 3 

NFYA  Nuclear Transcription Factor Y Subunit Alpha 

PDPK1 3-Phosphoinositide Dependent Protein Kinase 1 

PTPN1 Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 1 

SPATA13 Spermatogenesis Associated 13 

SPRA  Sepiapterin Reductase 

STK24  Serine/Threonine Kinase 24 

TCHP  Trichoplein Keratin Filament Binding 

TFDP1 Transcription Factor Dp-1 

TGFB2 Transforming Growth Factor Beta 2 

TGFBI  Transforming Growth Factor Beta Induced 

TLN1  Talin 1 

TP53  Tumor Protein P53 

TRIM8  Tripartite Motif Containing 8 

VSX1  Visual System Homeobox 1 

WNK1  WNK Lysine Deficient Protein Kinase 1 
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Wprowadzenie 

 

Stożek rogówki (ang. keratoconus, KTCN) jest postępującym schorzeniem 
degeneracyjnym rogówki oka [1]. Choroba charakteryzuje się pogłębiającym się ścieńczeniem 
rogówki, w wyniku którego przyjmuje ona stożkowaty kształt. Uproszczony schemat budowy 
rogówki oraz zmian w stożku rogówki przedstawiono na Rycinie 1. Ze względu na proces 
ścieńczenia, KTCN należy do szerokiej grupy ektazji rogówki [2]. Szczyt stożka, miejsce 
największego uwypuklenia i ścieńczenia, jest zazwyczaj umiejscowiony w części dolno-
skroniowej rogówki [3]. Powstające w strukturze rogówki nieprawidłowości prowadzą do 
aberracji optycznych, co w efekcie przyczynia się do znacznego upośledzenia wzroku i 
pogorszenia jakości życia pacjentów [4]. KTCN jest opisywany jako choroba obojga oczu, 
jednak często objawia się jako zaburzenie asymetryczne [2]. Pierwsze symptomy choroby mogą 
pojawić się już w okresie dojrzewania, by kolejno ulegać progresji przez trzecią/czwartą dekadę 
życia, a  pacjenci z rozpoznanym KTCN w młodym wieku cechują się szybszą progresją [5]. 

 

 
Rycina 1. Schemat budowy oka ludzkiego. A. Prawidłowa rogówka z normalną grubością. B. 
Warstwy rogówki. Rogówka jest złożoną tkanką składającą się z pięciu warstw (od 
zewnętrznej): nabłonka, błony Bowmana, istoty właściwej, błony Descemeta i śródbłonka. C 
Rogówka ze stożkiem rogówki, z charakterystycznym ścieńczeniem i stożkowatym 
uwypukleniem. Źródło: Karolak JA, Gajecka M. Mol Genet Genomics, 2017.  

 

KTCN jest najczęstszym typem ektazji rogówki i dotyka światową populację z 
częstością 1 na 2000 osób [1]. Choroba dotyczy wszystkich grup etnicznych i obu płci, jednak 
w badaniach epidemiologicznych wskazywane jest częstsze występowanie KTCN wśród 
mężczyzn, jak również u mieszkańców Bliskiego Wschodu i Azji [2, 6]. Brak jest aktualnych 
analiz dotyczących rozpowszechnienia KTCN w Polsce, a szacowana częstość występowania, 
zgodnie z Polską Kartą Problemu Zdrowotnego, wynosi 200-250 na 100 000 mieszkańców [7]. 
W jednoośrodkowym (szpitalnym) badaniu epidemiologicznym, opublikowanym w 1989 roku, 
nie podano częstości występowania KTCN w Polsce, wykazano jednak, że również w polskiej 
populacji KTCN w większym stopniu dotyczy mężczyzn (64% pacjentów z KTCN stanowili 
mężczyźni) [8].  
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Zaawansowaną postać KTCN można rozpoznać bez użycia sprzętu okulistycznego 
obserwując tzw. objaw Munsona, będący uwypukleniem powieki dolnej w kształcie litery V 
przy spojrzeniu w dół [9]. Z kolei w lampie szczelinowej można zaobserwować obecność 
złogów żelaza w głębokich warstwach nabłonka (pierścień Fleischera), linie napięcia błony 
Descemeta na szczycie stożka (linie Vogta) oraz blizny obecne w istocie właściwej rogówki 
[10]. Co ważne, u pacjentów z wczesnym i średniozaawansowanym KTCN, rogówka w lampie 
szczelinowej może wyglądać prawidłowo. W diagnostyce początkowych etapów rozwoju 
choroby wykorzystuje się topografię rogówki (krążki Placido), tomografię rogówki (kamera 
Scheimpfluga) oraz tomografię przedniego odcinka oka (ang. anterior segment optical 
coherence tomography, AS-OCT) [11–13]. Tomografia, która pozwala ocenić grubość rogówki, 
uniesienie powierzchni przedniej oraz tylnej jest obecnie głównym narzędziem 
wykorzystywanym do oceny parametrów rogówki u pacjentów z KTCN [2]. W ostatnich latach 
zwraca się uwagę na fakt, że pierwsze objawy KTCN można zaobserwować w nabłonku 
rogówki (ang. corneal epithelium, CE) obrazowanym za pomocą AS-OCT [14, 15]. Często 
początkowe stadia choroby są niemożliwe do rozpoznania w rutynowym badaniu 
okulistycznym, a zgłaszane przez pacjentów objawy podmiotowe (takie jak pogorszenie 
ostrości wzroku, dwojenie jednooczne, nadwrażliwość na światło, swędzenie i zaczerwienienie 
oczu) nie są patognomoniczne [5]. W celu rzetelnej oceny stanu pacjenta, u każdej osoby, u 
której podejrzewa się KTCN należy wykonać kompleksowe badanie okulistyczne obejmujące 
ocenę nieskorygowanej i skorygowanej ostrości wzroku, badanie odcinka przedniego w lampie 
szczelinowej oraz mapowanie rogówki (tomografia rogówki) i CE (AS-OCT) [16]. 
Konieczność wykonania badań z użyciem zaawansowanej aparatury (niedostępnej w każdym 
gabinecie okulistycznym) sprawia, że pacjenci trafiają do specjalistycznych gabinetów dopiero 
z zaawansowanymi stadiami choroby. Zatem rzeczywista częstość występowania KTCN w 
populacji wydaje się być znacznie niedoszacowana. Mimo trudności diagnostycznych, 
rozpoznanie KTCN w najwcześniejszym stadium zaawansowania (m.in. w postaci 
subklinicznej) pozostaje szczególnie ważne w kontekście efektywniejszego leczenia pacjentów 
i długoterminowego rokowania. 
 Leczenie KTCN ma na celu zatrzymanie postępu ektazji i poprawę widzenia. Wybór 
najlepszej metody leczenia zależy od stopnia zaawansowania choroby, ostrości wzroku oraz 
wieku pacjenta [2]. Korekcja ostrości wzroku za pomocą okularów jest zwykle możliwa tylko 
u pacjentów z łagodnym KTCN [17]. Ze względu na nieregularny astygmatyzm stosuje się tzw. 
„miękkie” soczewki (hydrożelowe, silikonowo-hydrożelowe, miękkie toryczne), jednak w 
przypadku dużej wady rozważa się tzw. soczewki „twarde” (sztywne soczewki 
gazoprzepuszczalne, twardówkowe lub hybrydowe) [18]. Niekiedy stosuje się implantację 
pierścieni śródrogówkowych lub kombinacje wyżej wymienionych metod [19]. Metodą, którą 
należy rozważyć u pacjentów z postępującym KTCN oraz KTCN o wysokim ryzyku progresji 
(w przypadkach rozpoznania KTCN u dzieci i młodzieży) jest zabieg sieciowania włókien 
kolagenowych (ang. corneal collagen crosslinking, CXL) [20]. W trakcie zabiegu CXL na 
rogówkę podaje się ryboflawinę, która w warunkach tlenowych pod wpływem promieniowania 
UVA powoduje powstanie tlenu singletowego, który wchodzi w reakcję, z tworzącymi warstwę 
istoty właściwej, włóknami kolagenowymi, powodując tworzenie dodatkowego usieciowania 
tych włókien wiązaniami krzyżowymi [21]. Zabieg CXL wykonywany jest w celu zwiększenia 
wytrzymałości mechanicznej tkanki poddanej zabiegowi, co ma prowadzić do spowolnienia 
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progresji stożka rogówki, dodatkowo w niewielkim stopniu poprawia jakość widzenia 
pacjentów [22]. W przypadku pacjentów z najbardziej zaawansowanym KTCN przeprowadza 
się keratoplastykę. KTCN jest drugą przyczyną przeszczepów rogówki na świecie, przy czym 
tradycyjna keratoplastyka drążąca obejmująca wszystkie warstwy rogówki, często zastępowana 
jest keratoplastyką warstwową przednią głęboką (ang. deep anterior lamellar keratoplasty, 
DALK) [23]. Natomiast potencjalne terapie komórkowa i genowa wciąż pozostają w sferze 
badań naukowych i klinicznych [24, 25].  

Nieprawidłowości histopatologiczne rogówki pacjentów z rozpoznanym KTCN 
obejmują wszystkie warstwy rogówki [26, 27]. Średnica rogówki u dorosłego człowieka 
wynosi około 11.5 mm [28], z kolei jej średnia grubość w części centralnej u zdrowych osób 
mieści się najczęściej w zakresie od 520 µm do 600 µm [29]. Rogówka zbudowana jest z pięciu 
warstw: nabłonek rogówki (CE),  błony Bowmana (blaszka graniczna przednia), istoty 
właściwej (zrąb), błony Descemeta (blaszka graniczna tylna) oraz śródbłonka [10]. CE składa 
się z 5-6 warstw nabłonka wielowarstwowego płaskiego nierogowaciejącego, o łącznej 
grubości ok. 50 µm [30]. Komórki nabłonka rogówki podlegają nieustannemu ścieraniu (m.in. 
w wyniku mrugania), a za ich ciągłą regenerację i przebudowę odpowiadają komórki 
macierzyste rąbka rogówki (ang. limbal stem cells, LSCs), zlokalizowane na granicy rogówki i 
spojówki [31]. U pacjentów z KTCN mapy nabłonka rogówki odzwierciedlają 
charakterystyczną strukturę obwarzanka (ang. doughnat pattern), wynika to z faktu, że 
nabłonek, próbując ‘ukryć’ powstające uwypuklenie istoty właściwej staje się najcieńszy na 
szczycie stożka [32, 33]. W fizjologicznie bezkomórkowej błonie Bowmana pojawiają się 
komórki apoptotyczne oraz pęknięcia [26]. Z kolei najbardziej charakterystyczną zmianą 
histologiczną jest ścieńczenie istoty właściwej rogówki będące wynikiem zmniejszonej ilości, 
zmienionej orientacji i nieregularnego rozmieszczenia włókienek kolagenowych. W 
konsekwencji tych zmian dobrze zorganizowana architektura istoty właściwej zapewniająca 
przezroczystość rogówki zostaje zaburzona. Dodatkową cechą obserwowaną w przebiegu 
KTCN jest zmniejszona gęstość keratocytów w tej warstwie [10, 26, 27]. Z kolei z błonie 
Descemeta mogą pojawić się pęknięcia, a komórki śródbłonka ulegają wydłużeniu i 
uszkodzeniu [10]. 

KTCN jest uznawany za chorobę wieloczynnikową, a przyczyny jego powstawania nie 
są w pełni poznane. Wśród czynników środowiskowych zwiększających ryzyko rozwoju 
KTCN wymienia się częste i intensywne pocieranie oczu, katar sienny czy astmę [2]. Z kolei 
wśród czynników genetycznych zwiększających ryzyko rozwoju KTCN wskazuje się 
rozpoznanie u pacjenta zespołu Downa, wrodzonej ślepoty Lebera, zespołu Ehlersa-Danlosa 
czy też zespołu Noonan [5]. Oszacowano, że ryzyko rozwoju KTCN u krewnego osoby 
obarczonej chorobą jest od 15 do 67 razy większe niż u osoby, u której w rodzinie nie 
rozpoznano KTCN [34]. 

Podłoże genetyczne KTCN obejmuje liczne zidentyfikowane loci chromosomowe, w 
tym 13q32 [35], 5q31.1-q35.3 [36], 2q13-q14.3, 20p13-p12.2 [37] oraz warianty sekwencji w 
obrębie genów kandydujących, do których należą m.in. VSX1, DOCK9, STK24, IPO5 i TGFBI 
[36, 38, 39]. Dotychczas raportowano replikację tylko jednego locus KTCN (5q21.2)[36], a 

szczegółowe badania kluczowych genów kandydatów nie przyniosły jednoznacznych 
wyników. Często odkryte warianty uznawane są za istotne jedynie w przypadku konkretnej 

grupy etnicznej pacjentów czy wyłącznie rodziny, co wskazuje na dużą heterogeniczność 
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choroby. W większości przypadków KTCN występującego rodzinnie wskazuje się na 
dziedziczenie tej cechy w modelu autosomalnym dominującym z niepełną penetracją [40]. 
Najprawdopodobniej genetyczna predyspozycja (rozumiana jako nagromadzenie wielu 

sprawczych wariantów genetycznych) wraz z czynnikami środowiskowymi i behawioralnymi 

powodują rozwój KTCN [41]. Wskazane elementy podłoża genetycznego opisane zostały w 
pracy przeglądowej – w rozdziale „The Genetics of Keratoconus and Related Disease” w 
książce „Genetic Diseases of the Eye 3rd Edition”.  

Poza badaniami wykonywanymi w celu poznania dziedzicznych wariantów 
genetycznych w KTCN, prowadzone są rozległe badania molekularne obejmujące analizy 
cząsteczek RNA i białek [42]. Zidentyfikowano zaburzenie syntezy i szlaków dojrzewania 
kolagenu, a także obniżony poziom ekspresji elementów szlaków sygnałowych TGF-β, Hippo 
i Wnt, wpływających na organizację rogówki [43, 44]. 

Historycznie KTCN był uznany za chorobę niezapalną, co obecnie jest podważane przez 
klinicystów i badaczy [45, 46]. Wielokrotnie w badaniach naukowych odnotowano powiązanie 
KTCN ze znaczącymi zmianami w zakresie mediatorów stanu zapalnego, m.in. w analizach 
cytokin i proteaz płynu łzowego pacjentów, i tym samym wskazywano na utrzymujący się stan 
zapalny [47–50]. Dodatkowo przypuszcza się, iż nagromadzenie w rogówce pacjenta z KTCN 
reaktywnych form tlenu wywołuje kaskadę zdarzeń (poprzez apoptozę komórek aż do 
włóknienia tkanki), co pośrednio przyczynia się do wspomnianego zapalenia [51–53]. 
Równocześnie nie wykazano genetycznych przyczyn/podstaw nawracających/przetrwałych 
reakcji zapalnych układu odpornościowego u pacjentów z KTCN. 

Podobnie jak w procesie poszukiwania czynników sprawczych w etiologii innych 
chorób wieloczynnikowych, aby zrozumieć procesy biologiczne leżące u podstaw KTCN, 
konieczna jest równoczesna analiza różnych aspektów biologicznych i danych pochodzących z 
wysokoprzepustowych analiz omicznych. Ponadto podejmowane w przyszłości badania 
powinny koncentrować się na poznaniu podstaw molekularnych etapów kształtowania się 
stożka w KTCN z uwzględnieniem interpretacji zmian patologicznych w rogówce w osiach 
wertykalnej (podział na warstwy rogówki) oraz horyzontalnej (podział na regiony 
topograficzne w obrębie każdej warstwy rogówki). Dlatego też, zespół którego jestem 
członkiem, po raz pierwszy w historii badań nad KTCN przeprowadził sekwencjonowanie 
całego genomu (ang. whole genome sequencing, WGS) oraz zdefiniował trzy regiony 
topograficzne rogówki. 
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Cel rozprawy doktorskiej 
 

W niniejszej rozprawie doktorskiej postawiono hipotezę, że przebudowa nabłonka 
rogówki w przebiegu KTCN stanowi istotny element obrazu klinicznego choroby. Mimo 
obserwowanych zmian okulistycznych, w dotychczasowych badaniach naukowych nie 
poświęcono dostatecznej uwagi tej warstwie rogówki, a charakterystyczne zmiany grubości 
nabłonka, rozpoznawane jako struktura obwarzanka, nie zostały uwzględnione podczas 
przeprowadzonych badań molekularnych. Podjęte dotychczas próby biologicznej interpretacji 
zintegrowanych wyników badań klinicznych i molekularnych były niedostateczne by 
zrozumieć procesy leżące u podstaw KTCN. 
 

Celem badań przedstawionych w rozprawie było poszerzenie wiedzy na temat zmian 
molekularnych w poszczególnych regionach topograficznych nabłonka rogówki, w tym w 
aspektach transkryptomicznych, proteomicznych oraz dotyczących wariantów sekwencji w 
kodujących i niekodujących częściach genomu. Zaplanowano ponadto identyfikację czynników 
środowiskowych warunkujących fenotyp KTCN. 
 

Cel badań został osiągnięty poprzez  realizację następujących zadań badawczych: 
 

1. Przegląd dostępnych danych literaturowych dotyczących klinicznych, środowiskowych i 
genetycznych aspektów KTCN. 
 

2. Charakterystyka regionów topograficznych w nabłonku rogówki u pacjentów z KTCN: 
 A. Zdefiniowanie trzech regionów topograficznych rogówki i ich charakterystyka 
morfologiczna, 
 B. Analiza ekspresji genów i białek w nabłonku rogówki w trzech regionach 
topograficznych, 
 C. Identyfikacja korelacji cech klinicznych pacjentów z danymi transkryptomicznymi, 
 D. Wskazanie procesów kształtujących przebudowę nabłonka rogówki u pacjentów oraz 
propozycja mechanizmu warunkującego tę przebudowę. 
 

3. Analiza wpływu czynników środowiskowych, behawioralnych i socjoekonomicznych na 
ryzyko wystąpienia stożka rogówki u pacjentów polskich: 
 A. Charakterystyka środowiskowych, behawioralnych i socjoekonomicznych 
czynników ryzyka, 
 B. Identyfikacja korelacji czynników ryzyka z danymi transkryptomicznymi. 
 

4. Ocena zróżnicowania wariantów sekwencji DNA w regionach topograficznych rogówki: 
 A. Charakterystyka wariantów sekwencji kodujących genomu, 
 B. Charakterystyka wariantów sekwencji niekodujących genomu. 
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Omówienie prac włączonych do cyklu publikacji stanowiących rozprawę doktorską 

 

Artykuł I:  
Rozdział “The Genetics of Keratoconus and Related Diseases” 

w książce “Genetic Diseases of the Eye, 3rd Edition”. Praca przeglądowa. 
Jaskiewicz K and Gajecka M. 
Oxford University Press, praca zaakceptowana do publikacji  (13-09-2023). 
 

Rozwój wysokoprzepustowych metod w biologii molekularnej w ostatnich latach 
znacząco przyczynił się do poszerzenia wiedzy o czynnikach warunkujących choroby oczu, w 
tym KTCN. W konsekwencji niezbędne było uaktualnienie i uszeregowanie doniesień 
naukowych w książce „Genetic Diseases of the Eye”, powstającej po ponad dziesięciu latach 
od poprzedniej edycji. W rozdziale będącym pracą przeglądową przedstawiono aktualny stan 
wiedzy o aspektach genetycznych w etiologii KTCN oraz powiązanych chorób, łącząc je z 
wybranymi elementami klinicznymi i środowiskowymi.  

Dokonano przeglądu 282 pozycji literaturowych, co pozwoliło na sformułowanie treści 
siedmiu podrozdziałów. Pierwszy rozdział zawiera krótką charakterystykę KTCN. W drugim 
podrozdziale omówiono etiologię, częstość występowania oraz historię naturalną choroby. W 
kontekście niniejszej pracy doktorskiej ważnym elementem dyskutowanym w tym rozdziale 
jest  tło zapalne w przebiegu KTCN. W kolejnym podrozdziale omówione zostały aspekty 
kliniczne KTCN obejmujące diagnostykę w różnych stanach zaawansowania choroby i zależne 
od tych stanów dostępne opcje terapeutyczne. Dodatkowo w tym miejscu pracy uwzględniono 
potencjalne możliwości terapii komórkowej i genowej. W podrozdziale czwartym 
przedstawiono środowiskowe i behawioralne czynniki ryzyka,  podkreślając, że czynniki takie 
jak przewlekłe tarcie oczu, alergia, atopia, astma, ekspozycja na promieniowanie UV, czy też 
noszenie soczewek kontaktowych mogą wpłynąć na ujawnienie i rozwój KTCN u osób 
predysponowanych genetycznie. W najobszerniejszym z podrozdziałów, podrozdziale piątym, 
omówiono wyniki badań molekularnych umożliwiających zrozumienie natury KTCN. 
Podsumowano wyniki badań genomowych, transkryptomicznych, proteomicznych, 
metabolomicznych oraz mikrobiologicznych wskazując na doniesienia naukowe (m.in. 
dotyczące genów kandydatów) weryfikowane przy użyciu różnych technik molekularnych, jak 
również różnych materiałów biologicznych. W przedostatnim rozdziale wskazano na choroby 
współwystępujące/powiązane z KTCN, w tym zespół Downa, zespół Ehlersa-Danlosa i 
dystrofię Fuscha. Z kolei w ostatnim podrozdziale podsumowano złożoność aspektów 
molekularnych w KTCN i wskazano przyszłe kierunki badań opierające się na analizach 
omicznych. 

Przedstawiona praca przeglądowa obejmuje najważniejsze zagadnienia związane z 
KTCN i może być przydatna zarówno klinicystom, jak i naukowcom. Wnioski dotyczące  
złożoności genetycznych aspektów choroby wysunięto na podstawie badań własnych jak i 
danych pochodzących z literatury światowej. Z punktu widzenia przedkładanej rozprawy 
doktorskiej kluczowym elementem tego rozdziału w książce są tabele, w których zestawiono 
najważniejsze sprawcze geny, ze wskazaniem na specyficzne dla KTCN warianty sekwencji 
czy różnice w ekspresji na poziomie RNA i białek. Zarówno mnogość doniesień, sprzeczności 
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pomiędzy nimi, jak również mała powtarzalność i spójność wyników pomiędzy różnymi 
populacjami wskazują na potrzebę prowadzenia wielopoziomowych analiz omicznych. 

 

 Wkład Katarzyny Jaśkiewicz w publikację: wybór opisanych danych literaturowych; 
przygotowanie figury i tabel; pisanie manuskryptu. 
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Figure 16.1 
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Figure 16.2 
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Figure 16.3 
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Artykuł II:  
The Impaired Wound Healing Process Is a Major Factor in Remodeling of the Corneal 
Epithelium in Adult and Adolescent Patients with Keratoconus.  
Jaskiewicz K, Maleszka-Kurpiel M, Matuszewska E, Kabza M, Rydzanicz M, Malinowski R, 
Ploski R, Matysiak J, Gajecka M.  
Invest Ophthalmol Vis Sci. 2023 Feb 1;64(2):22. 
 

Wstęp: Fenotyp stożka rogówki jest prawdopodobnie efektem wielopoziomowych 
zmian strukturalnych i czynnościowych w rogówce, w tym w nabłonku rogówki (CE). Mając 
na uwadze rozpoznane przez klinicystów charakterystyczne zmiany w grubości nabłonka w 
rogówce pacjentów z KTCN (strukturę obwarzanka), wskazano i wyodrębniono trzy regiony 
topograficzne CE. Postawiono hipotezę, że zmiany molekularne w CE pacjentów z KTCN są 
różne w poszczególnych regionach topograficznych i wpływają na przebudowę CE w przebiegu 
choroby. Ponieważ nieprawidłowości w zakresie krzywizn rogówki nasilają się wraz z 
postępem choroby (wzrost wartości), porównanie materiału biologicznego pozyskanego od 
pacjentów nastoletnich i dorosłych może ukazać istotę tej przebudowy.  

Wyniki: Badania prowadzono wykorzystując próby CE od 17 dorosłych i sześciu 
nastoletnich pacjentów z KTCN, zebrane podczas zabiegów sieciowania włókien 
kolagenowych (ang. corneal collagen crosslinking, CXL). Materiałem kontrolnym były próby 
CE od pięciu osób poddanych laserowej korekcji wady wzroku metodą fotokeratektomii 
refrakcyjnej (ang. photorefractive keratectomy, PRK). 

Stwierdzono statystycznie istotne różnice w wartościach parametrów klinicznych takich 
jak keratometria płaska (ang. flat keratometry, K1), keratometria stroma (ang. steep 
keratometry, K2), maksymalna keratometria (ang. maximal corneal curvature, Kmax), 
uniesienie przednie, uniesienie tylne oraz najmniejsza wartość grubości rogówki (ang. thinnest 
corneal thickness, TCT), porównując pacjentów z KTCN i osoby z grupy kontrolnej. Ponadto, 
parametrem różnicującym dorosłych i nastoletnich pacjentów z KTCN było uniesienie tylne 
rogówki. 

Na podstawie badań klinicznych i morfologicznych scharakteryzowano trzy regiony 
topograficzne CE w rogówkach pacjentów z KTCN: centralny, pośredni i obwodowy. Regiony 
te odzwierciedlają charakterystyczne dla KTCN zróżnicowanie grubości nabłonka tworzące 
tzw. strukturę obwarzanka, ze ścieńczeniem w regionie centralnym i zgrubieniem w 
otaczającym go regionie pośrednim. Rozpoznano istotne różnice w grubości CE pomiędzy tymi 
regionami topograficznymi, jak również znamienne różnice w ilości i gęstości jąder 
komórkowych. 

Przeprowadzono analizę danych z RNA-Seq, w tym zestawów genów hallmark 
(MSigDB Collections) i wskazano, że w poszczególnych regionach topograficznych CE w 
KTCN, w różnym stopniu nadreprezentowane są procesy apoptozy, naprawy DNA, przejścia 
epitelialno-mezenchymalnego oraz ścieżek interleukin i interferonów. Dokonano oceny 
korelacji cech klinicznych pacjentów z danymi transkryptomicznymi, w efekcie której 
rozpoznano korelacje pomiędzy poziomami ekspresji 8 genów (TCHP, SPATA13, CNOT3, 
WNK1, TGFB2, KRT12, ENO1, CLTB) a wartościami uniesienia tylnego rogówki lub 
keratometrii. 
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Z wykorzystaniem techniki spektormetrii mas (MALDI-TOF/TOF Tandem Mass 
Spectrometry) zidentyfikowano 11 białek sklasyfikowanych jako odróżniające centralny region 
CE u dorosłych pacjentów z KTCN w porównaniu z grupą kontrolną. W porównaniu 
pośredniego regionu CE u dorosłych pacjentów z KTCN wskazano pięć różnicujących białek. 
Z kolei dla regionu obwodowego rozpoznano 14 białek o zmienionym poziome ekspresji. 

Zaproponowano mechanizm przebudowy nabłonka rogówki w KTCN, w którym 
zarówno pocieranie oczu, jak i rozregulowana odpowiedź immunologiczna nieprzerwanie 
uaktywniają procesy gojenia się ran (ang. wound healing process). W mechanizmie tym 
wskazano na indukcję apoptozy i różnicowania mezenchymalnego wynikające z 
nagromadzenia czynników wzrostu, cytokin i produktów degranulacji neutrofilów. Dodatkowo, 
zaburzony proces migracji komórek powoduje, że proces gojenia się ran z chwilowego staje się 
permanentny. Początkowo ochronny stan zapalny przyczynia się do postępującego osłabienia 
biomechanicznego, a region centralny CE odpowiadający szczytowi stożka stanowi strefę 
najbardziej podatną na dalsze uszkodzenia. Nasilona migracja komórek z peryferyjnego do 
pośredniego regionu topograficznego CE i jednocześnie zmniejszona migracja komórek z 
regionu pośredniego do centralnego, zmiana orientacji wrzeciona podziałowego z poziomej do 
pionowej, a także zmiany w cyklu komórkowym, procesach naprawy DNA i apoptozy 
powodują akumulację komórek i zwiększoną grubość nabłonka w środkowym regionie 
topograficznym CE. Jednocześnie czynniki te prowadzą do zmniejszenia liczby komórek i 
grubości nabłonka w regionie centralnym. 
 Wnioski: Po raz pierwszy w światowych badaniach nad KTCN zdefiniowano i 
oceniono morfologicznie oraz molekularnie trzy regiony topograficzne CE. Rozpoznane cechy 
molekularne, morfologiczne i kliniczne wskazują na wpływ rozregulowanego procesu gojenia 
się ran na przebudowę CE w KTCN, co pośrednio wpływa na powstawanie 
charakterystycznego fenotypu stożka. 
 

 Wkład Katarzyny Jaśkiewicz w publikację: koncepcja i plan badań, zbieranie i 
przygotowanie materiału biologicznego od pacjentów, przeprowadzenie wywiadów z 
pacjentami; przygotowanie bibliotek RNA-Seq; przygotowanie materiału do analizy MALDI-
TOF/TOF Tandem Mass Spectrometry; przeprowadzenie oceny morfologicznej materiału; 
przeprowadzenie eksperymentów RT-qPCR; udział w analizach bioinformatycznych i 
statystycznych; analiza i interpretacja danych transkryptomicznych, proteomicznych, 
morfologicznych i klinicznych; przygotowywanie rycin i tabel; pisanie manuskryptu. 
 

Załączniki i informacje dodatkowe związane z niniejszą publikacją (62 strony) są dostępne pod 
następującym adresem internetowym:  
https://iovs.arvojournals.org/article.aspx?articleid=2785390. 
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Artykuł III:  
Non-allergic eye rubbing is a major behavioral risk factor for keratoconus. 
Jaskiewicz K, Maleszka-Kurpiel M, Michalski A, Ploski R, Rydzanicz M, Gajecka M.  
PloS One. 2023 Apr 13;18(4):e0284454. Doi: 10.1371/journal.pone.0284454. 
 

Wstęp: Czynniki środowiskowe, behawioralne i społeczno-ekonomiczne pozostają 
słabo poznane w etiologii stożka rogówki. Celem pracy było scharakteryzowanie wybranych 
czynników jako potencjalnych czynników ryzyka oraz elementów wpływających na 
kształtowanie fenotypu KTCN, a zwłaszcza na nieprawidłowości w CE. W badaniu wzięło 
udział 118 pacjentów z KTCN i 73 osoby z grupy kontrolnej, które zostały zbadane klinicznie 
i odpowiedziały na pytania dotyczące środowiskowych, behawioralnych i społeczno-
ekonomicznych czynników ryzyka KTCN. Zebrane dane zostały opracowane statystycznie, a 
wybrane wyniki, rozpoznane jako specyficzne dla KTCN, skorelowano z wynikami badań 
transkryptomicznych uzyskanych dla prób CE. 
 Wyniki: W analizie wieloczynnikowej badanych czynników ryzyka wykazano, że płeć 
męska, pocieranie oczu, czas spędzony przed komputerem w czasie wolnym od pracy/szkoły 
oraz obecność kurzu/zapylenia w środowisku pracy są najistotniejszymi czynnikami ryzyka z 
wartościami ilorazu szans odpowiednio 8.66 (95% CI: 3.16-23.79), 7.36 (95% CI: 2.02-26.89),  
2.35 (95% CI: 1.42-3.88)  i 5.25 (95% CI: 1.23-22.33). Analizując geny, których poziom 
ekspresji w centralnym regionie topograficznym nabłonka rogówki był skorelowany ze 
sposobem/intensywnością pocierania oka, wykazano nadreprezentację ścieżek molekularnych 
apoptozy (TP53, BCL2L1), białek opiekuńczych (TLN1, CTDSP2, SRPRA), odpowiedzi na 
niesfałdowane białka (NFYA, TLN1, CTDSP2, SRPRA), adhezji komórkowej (TGFBI, PTPN1, 
PDPK1) i stresu komórkowego (TFDP1, SRPRA, CAPZB). Ponadto rozpoznano korelacje 
poziomów ekspresji trzech genów (TRIM8, JUNB, LTBP3) z czasem spędzonym przed 
komputerem w czasie wolnym od pracy/szkoły. Stwierdzono, że geny, których ekspresję 
ekstrapolowano na stan alergii, nie są powiązane ze szlakami zapalnymi, w tym z IgE-
zależnymi. 
 Wnioski: Pocieranie oczu powoduje uszkodzenie CE i wyzwala stres komórkowy, który 
poprzez wpływ na apoptozę, migrację i adhezję komórek kształtuje fenotyp KTCN. Tym 
samym zweryfikowano wcześniejsze przypuszczenia dotyczące przewlekłego urazu 
mechanicznego rogówki w KTCN. 
 

 Wkład Katarzyny Jaśkiewicz w publikację: koncepcja i plan badań, zbieranie i 
przygotowanie materiału biologicznego od pacjentów, przeprowadzenie wywiadów z 
pacjentami; opracowanie danych klinicznych i ich analiza statystyczna; przygotowanie 
bibliotek RNA-Seq; analiza i interpretacja korelacji danych transkryptomicznych i klinicznych; 
przygotowywanie rycin i tabel; pisanie manuskryptu. 
 

Załączniki i informacje dodatkowe związane z niniejszą publikacją (24 strony) są dostępne pod 
następującym adresem internetowym: 
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0284454. 
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Popularyzacja wyników badań nad stożkiem rogówki 

Wyniki prac badawczych dotyczących czynników środowiskowych, a w szczególności 
charakterystyki sposobów pocierania oczu przez pacjentów ze stożkiem rogówki (Artykuł III: 
Non-allergic eye rubbing is a major behavioral risk factor for keratoconus. Jaskiewicz K, 
Maleszka-Kurpiel M, Michalski A, Ploski R, Rydzanicz M, Gajecka M. PloS One. 2023 Apr 
13;18(4):e0284454. doi: 10.1371/journal.pone.0284454), zyskały aprobatę amerykańskiej 
Narodowej Fundacji Stożka Rogówki w USA (ang. The National Keratoconus Foundation, 
NFKC, https://nkcf.org/) oraz zostały przedrukowane w NKCF May 2023 Update newsletter: 
A Deeper Dive into Eye Rubbing (https://nkcf.org/may-2023-update-newsletter/, w załączeniu). 
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Artykuł IV:  
Sequence variants contributing to dysregulated inflammatory responses across 
keratoconic cone surface in adolescent patients with keratoconus.  
Jaskiewicz K, Maleszka-Kurpiel M, Kabza M, Karolak JA and Gajecka M.  
Front. Immunol. 2023 Jul 6;14:1197054. doi: 10.3389/fimmu.2023.1197054 

 

Wstęp: Sekwencjonowanie całego genomu (ang. whole genome sequencing, WGS) 
umożliwia globalną analizę pełnego zestawu wariantów genetycznych w DNA pacjenta. WGS 
w chorobach heterogenicznych, w tym w chorobach okulistycznych i w identyfikacji 
zmienności sekwencji DNA jest bardziej skuteczny niż sekwencjonowanie eksomu (ang. exome 
sequencing, ES). Technika ta do tej pory nie była wykorzystywana w badaniach nad KTCN.  

Historycznie KTCN był uznany za chorobę niezapalną, jednak w ostatniej dekadzie 
aspekt ten jest dyskutowany i kwestionowany przez specjalistów w dziedzinie okulistyki. 
Aktualnie przyjęte przez większość klinicystów stanowisko dotyczące stożka rogówki z roku 
2015 (ang. Global Consensus on Keratoconus and Ectatic), nie odnosi  się do tej kwestii. 
Wcześniej opublikowane wyniki badań transkryptomicznych i proteomicznych dostarczyły 
informacji  dotyczących możliwego wpływu czynników zapalnych na rozwój KTCN. 
Zasugerowano, że niektóre cytokiny zapalne (takie jak IL6, TNFα i MMP9), których 
podwyższony poziom wykryto w płynie łzowym i surowicy pacjentów, przyczyniają się do 
ścieńczenia i osłabienia rogówki w przebiegu KTCN. Jak dotąd nie wykazano jednak 
genetycznych aspektów zaburzeń w funkcjonowania układu odpornościowego w przebiegu 
KTCN.  

Zróżnicowana morfologia, różna intensywność napięcia biomechanicznego, jak i 
zmienna intensywność pro-zapalnych bodźców środowiskowych (m.in tarcia oczu) w obrębie 
CE dodatkowo uzasadnia wybór tej warstwy rogówki do badania aspektów zmienności 
genomowej na przekroju powierzchni stożka rogówki u pacjentów z KTCN i interpretacji 
rozpoznanych wariantów genetycznych w kontekście funkcjonowania układu 
odpornościowego. 
 Wyniki: Nabłonek rogówki (CE) czterech niespokrewnionych nastoletnich pacjentów 
z KTCN i dwóch osób kontrolnych uzyskano podczas procedur CXL lub PRK. Trzy regiony 
topograficzne, centralny, pośredni i obwodowy, zostały rozdzielone w kierunku badania WGS, 
obejmującego łącznie 18 próbek eksperymentalnych. Dla każdego pacjenta z KTCN został 
zdefiniowany zestaw genów z rozpoznanymi wariantami genetycznymi, z którego usunięto 
warianty: I) zidentyfikowane u osób z grupy kontrolnej, II) dla których maksymalna częstość 
występowania allelu w populacji europejskiej (nie-fińskiej) jest ≥0.1 (na podstawie danych z 
baz 1000 Genomes Project phase three, ESP6500SI-V2 oraz gnomAD v2.1). 

Zmienność sekwencji kodujących i niekodujących, w tym zmienność strukturalną, 
oceniono, a następnie zinterpretowano wraz z wcześniej opublikowanymi wynikami 
transkryptomicznymi dla tych samych próbek CE (PMID: 36811882) oraz wynikami 
poprzednich badań dla rogówek pełnej grubości (PMID: 28145428). 

W analizie nadreprezentacji ścieżek molekularnych obejmującej geny z wariantami w 
sekwencji kodującej (specyficznymi dla KTCN i obecnymi u co najmniej dwóch pacjentów) 
wykazano nadreprezentację ścieżek związanych z układem immunologicznym, w tym ścieżek 
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przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. graft versus host disease) oraz procesowania i 
prezentacji antygenu (ang. antigen processing and presentation). 

Zarówno kodujące, jak i niekodujące warianty sekwencji znaleziono w genach (lub w 
ich bliskim sąsiedztwie) powiązanych z wcześniej rozpoznanymi  komponentami 
komórkowymi specyficznymi dla KTCN, w tym cytoszkieletem aktyny, macierzą 
zewnątrzkomórkową, macierzą zewnątrzkomórkową zawierającą kolagen, jak również z 
wcześniej identyfikowanymi procesami biologicznymi adhezji ogniskowej, ścieżki sygnałowej 
Hippo  i ścieżki sygnałowej Wnt. Porównując oceniane regiony topograficzne, nie stwierdzono 
heterogeniczności genomu w CE rogówki. Rozpoznano trzydzieści pięć regionów 
chromosomalnych wzbogaconych zarówno w kodujące, jak i niekodujące warianty sekwencji 
specyficzne dla KTCN, z najbardziej reprezentatywnymi loci 5q, 9q i 16q, które już wcześniej 
uznano za istotne w etiologii KTCN.  
 Wnioski: Po raz pierwszy przeprowadzono sekwencjonowanie całogenomowe prób 
materiału pochodzącego od pacjentów z KTCN. Chociaż pojedyncze warianty mogą wpływać 
na fenotyp KTCN w niektórych rodzinach, uzyskane dane genomowe (warianty sekwencji 
zarówno kodujących, jak i niekodujących) pozwalają przypuszczać, że KTCN w dużej mierze 
może być efektem wzajemnego oddziaływania wielu wariantów, które zaburzają procesy 
fizjologiczne rogówki. Prezentowane wyniki analizy ontologii genów z wariantami sekwencji 
kodujących i niekodujących genomu, podobnie jak wyniki analizy nadreprezentacji ścieżek 
molekularnych, wskazują na spójność na poziomie procesów biologicznych. Założenie o 
jednoczesnym upośledzeniu funkcji wielu genów potwierdza również wzbogacenie sekwencji 
w warianty w 13 regionach chromosomowych w locus 5q.  

Po raz pierwszy w badaniach nad KTCN znaleziono liczne warianty sekwencji 
kodujących i niekodujących w genach mogące mieć znaczenie w procesach wrodzonej i 
adaptacyjnej odpowiedzi układu odpornościowego, co wskazuje na genetyczne aspekty w 
podłożu zapalnym KTCN. Zaburzenia układu odpornościowego, w tym prezentacja antygenu i 
degranulacja neutrofilów, wpływają na hemostazę rogówki, co może skutkować ścieńczeniem 
i osłabieniem tkanki. 

 

 Wkład Katarzyny Jaśkiewicz w publikację: koncepcja i plan badań; zbieranie i 
przygotowanie materiału biologicznego od pacjentów; przeprowadzenie wywiadów z 
pacjentami; przygotowanie prób DNA do eksperymentów WGS; udział w analizach 
bioinformatycznych; analiza i interpretacja danych genomowych i klinicznych; 
przygotowywanie rycin i tabel; pisanie manuskryptu. 
 

Załączniki i informacje dodatkowe związane z niniejszą publikacją (29 stron) są dostępne pod 
następującym adresem internetowym: 
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2023.1197054/full. 
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Podsumowanie i wnioski 

Stożek rogówki jest chorobą wieloczynnikową i aby zrozumieć procesy biologiczne 
leżące u jego podstaw, konieczna jest równoczesna analiza różnych aspektów biologicznych i 
danych pochodzących z wysokoprzepustowych analiz omicznych. W przeprowadzonych 
badaniach uwzględniono zróżnicowanie cech morfologicznych w rogówce, po raz pierwszy 
wyznaczając trzy regiony w obrębie nabłonka rogówki i wprowadzając termin regionu 
topograficznego. W ramach niniejszej pracy wykorzystano  technikę sekwencjonowania całego 
genomu (ang. whole genome sequencing, WGS), która do tej pory nie była stosowana w 
badaniach nad KTCN.   
 

1. W oparciu o dotychczasowe badania nad stożkiem rogówki obejmujące  głównie wybrane 
aspekty molekularne i/lub kliniczne  jak również wyniki badań własnych stwierdzono, że 
jedynie wielopoziomowe analizy/badania molekularne i łączenie aspektów różnych dziedzin 
nauki dają możliwość pełniejszego zrozumienia aspektów biologicznych w złożonej naturze 
KTCN. 
 

2. Charakterystyka trzech regionów topograficznych rogówki, odzwierciedlających strukturę 
obwarzanka w nabłonku rogówki u pacjentów z KTCN, pozwoliła na wskazanie  mechanizmu 
przebudowy nabłonka rogówki w KTCN, w którym kluczowymi elementami są rozregulowane 
ścieżki przejścia epitelialno-mezenchymalnego, komunikacji komórka-komórka i interakcji 
komórka-macierz zewnątrzkomórkowa, biorące udział w procesie gojenia się ran i pośrednio 
wpływające na powstanie charakterystycznego fenotypu stożka. 
 

3. Pocieranie oczu powoduje uszkodzenie CE i wyzwala stres komórkowy, który poprzez swój 
wpływ na apoptozę, migrację i adhezję komórkową kształtuje fenotyp KTCN. 
 

4. Wskazano 35 loci chromosomowych istotnie wzbogaconych w rozpoznane warianty 
sekwencji kodujących i niekodujących, specyficzne dla KTCN, w tym w regionach 5q, 9q i 
16q,  poprzednio rozpoznanych jako powiązane etiologicznie z KTCN.  
W genach lub w ich bliskim sąsiedztwie znaleziono liczne warianty sekwencji kodujących i 
niekodujących, mogące mieć znaczenie w procesach wrodzonej i adaptacyjnej odpowiedzi 
układu odpornościowego, co wskazuje na bardziej złożone niż wcześniej przewidywano 
podłoże zapalne w KTCN.  
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Streszczenie 

Stożek rogówki (ang. keratoconus, KTCN) jest postępującym schorzeniem 
degeneracyjnym rogówki oka występującym w populacji światowej z częstością 1 na 2000 
osób. KTCN charakteryzuje się pogłębiającym się ścieńczeniem rogówki, w wyniku którego 
przyjmuje ona stożkowaty kształt, co prowadzi do znacznego upośledzenia wzroku. Pierwsze 
symptomy choroby mogą pojawić się już w okresie dojrzewania by kolejno ulegać progresji w 
trzeciej/czwartej dekadzie życia. Choroba częściej występuje u mężczyzn.  

KTCN uznawany jest za chorobę wieloczynnikową o niejasnej etiologii, ze złożonym 
podłożem genetycznym obejmującym liczne zidentyfikowane loci chromosomowe, w tym 
13q32, 5q31.1-q35.3, 2q13-q14.3, 20p13-p12.2, oraz warianty sekwencji w obrębie genów 
kandydujących, do których należą m.in. VSX1, DOCK9, STK24, IPO5 i TGFBI. Również 
czynniki środowiskowe są wskazywane jako warunkujące KTCN. Historycznie KTCN uznany 
został za chorobę niezapalną, co obecnie jest podważane przez klinicystów i badaczy ze 
względu na podniesiony poziom ekspresji cytokin i proteaz w płynie łzowym i surowicy 
pacjentów. 

U pacjentów z wczesnym i średniozaawanowanym KTCN, rogówka w lampie 
szczelinowej może wyglądać prawidłowo. W celu rozpoznania KTCN, u każdego pacjenta, u 
którego podejrzewa się chorobę należy wykonać kompleksowe badanie okulistyczne 
obejmujące ocenę nieskorygowanej i skorygowanej ostrości wzroku, badanie odcinka 
przedniego w lampie szczelinowej, tomografię rogówki (kamera Scheimpfluga) oraz 
tomografię przedniego odcinka oka (ang. anterior segment optical coherence tomography, AS-
OCT).  

Nieprawidłowości histopatologiczne rogówki pacjentów z rozpoznanym KTCN 
obejmują wszystkie warstwy rogówki. Najbardziej charakterystyczną zmianą histologiczną jest 
ścieńczenie istoty właściwej rogówki. Z kolei nabłonek rogówki (ang. corneal epithelium, CE), 
wobec powstającego uwypuklenia istoty właściwej staje się najcieńszy na szczycie stożka i 
przyjmuje charakterystyczną strukturę obwarzanka (ang. doughnat pattern). 

W rozprawie doktorskiej postawiono hipotezę, że przebudowa nabłonka rogówki w 
przebiegu KTCN stanowi istotny element obrazu klinicznego choroby. Charakterystyczne 
zmiany grubości nabłonka, rozpoznawane jako struktura obwarzanka, nie były wcześniej 
uwzględnione w badaniach molekularnych. Podjęte dotychczas próby biologicznej interpretacji 
zintegrowanych wyników badań klinicznych i molekularnych były niedostateczne. 

Rozprawa doktorska obejmuje rezultaty badań przedstawione w zbiorze czterech 
publikacji będących efektem eksperymentalnych badań transkryptomicznych, proteomicznych, 
kodujących i niekodujących elementów genomu w nabłonku rogówki, badań 
epidemiologicznych identyfikujących czynniki środowiskowe warunkujące fenotyp KTCN 
oraz przeglądu literaturowego. 

W oparciu o dotychczasowe badania nad stożkiem rogówki, obejmujące  głównie 
wybrane aspekty molekularne i/lub kliniczne, jak również wyniki badań własnych stwierdzono, 
że jedynie wielopoziomowe analizy molekularne i łączenie aspektów różnych dziedzin nauki 
dają możliwość pełniejszego zrozumienia aspektów biologicznych w złożonej naturze KTCN. 

W przeprowadzonych w ramach pracy badaniach uwzględniono zróżnicowanie cech 
morfologicznych w rogówce, po raz pierwszy wyznaczając trzy regiony w obrębie nabłonka 
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rogówki i wprowadzając termin regionu topograficznego. Na podstawie rozpoznanych zmian 
w grubości CE u pacjentów z KTCN scharakteryzowano trzy regiony topograficzne (centralny, 
pośredni i obwodowy), w których zidentyfikowano specyficzne zmiany morfologiczne, 
transkryptomiczne oraz proteomiczne. W wyniku integracji zebranych danych wskazano 
mechanizm przebudowy nabłonka rogówki, w którym kluczowymi elementami są 
rozregulowane ścieżki przejścia epitelialno-mezenchymalnego, komunikacji komórka-
komórka i interakcji komórka-macierz zewnątrzkomórkowa, odpowiadające za proces gojenia 
się ran (ang. wound healing process), który pośrednio wpływa na powstawanie 
charakterystycznego fenotypu stożka. Otrzymane wyniki pozwalają wnioskować, że na etapach 
projektowania i interpretacji biologicznej przeprowadzanych badań molekularnych powinno 
się uwzględniać występowanie trzech regionów topograficznych rogówki. 

Zweryfikowano wcześniejsze przypuszczenia dotyczące przewlekłego mechanicznego 
urazu rogówki u pacjentów z KTCN. Pocieranie oczu, nieskorelowane z alergią, powoduje 
uszkodzenie CE i wyzwala stres komórkowy, który poprzez swój wpływ na apoptozę, migrację 
i adhezję komórkową również kształtuje fenotyp KTCN. 

W ramach niniejszej pracy wykorzystano również technikę sekwencjonowania całego 
genomu (ang. whole genome sequencing, WGS), która do tej pory nie była stosowana w 
badaniach nad KTCN. W genach lub w ich bliskim sąsiedztwie znaleziono liczne warianty 
sekwencji kodujących i niekodujących, mogące mieć znaczenie w procesach wrodzonej i 
adaptacyjnej odpowiedzi układu odpornościowego, co wskazuje na bardziej złożone niż 
wcześniej przewidywano podłoże zapalne w KTCN. Ponadto wskazano 35 loci 
chromosomowych istotnie wzbogaconych w rozpoznane warianty sekwencji kodujących i 
niekodujących, specyficzne dla KTCN, w tym w 5q, 9q i 16q,  poprzednio rozpoznanych jako 
powiązane etiologicznie z KTCN.  

W efekcie przeprowadzonych prac badawczych potwierdzono złożoność podłoża 
genetycznego/molekularnego KTCN oraz znaczenie nawracającego/przetrwałego stanu 
zapalnego, mogącego mieć podłoże genetyczne, na obraz kliniczny stożka. 
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Summary 

Keratoconus (KTCN) is a progressive degenerative disease of the cornea that affects the 
general population with a frequency of 1 in 2,000 people. KTCN is characterized by increasing 
thinning of the cornea, resulting in its conical shape, which leads to significant visual 
impairment. The first symptoms of the disease may appear in adolescence and then progress 
through the third/fourth decade of life. A higher occurrence of the KTCN in male patients has 
been reported. 

KTCN is considered a multifactorial disease, in which a complex genetic background 
embraces numerous identified chromosomal loci, including 13q32, 5q31.1-q35.3, 2q13-q14.3, 
20p13-p12.2, and sequence variants in candidate genes, such as VSX1, DOCK9, STK24, IPO5, 
and TGFBI. Some environmental factors have been previously reported as causative in KTCN 
etiology. Historically, KTCN was considered a non-inflammatory disease, however, this aspect 
is now questioned by clinicians and researchers due to the reports indicating the elevated 
expression of cytokines and proteases in patients' tear fluid and serum samples. 

In patients with early and moderate KTCN, the cornea evaluated by slit lamp 
biomicroscopy may appear normal. In order to diagnose KTCN, a patient should undergo a 
comprehensive ophthalmological examination, including assessment of uncorrected and 
corrected visual acuity, slit lamp examination of the anterior segment of the eye, corneal 
tomography (Scheimpflug camera), and anterior segment tomography (AS-OCT). 

Histopathological abnormalities of the cornea of patients diagnosed with KTCN 
comprise all corneal layers. The most characteristic histological change is the thinning of the 
corneal stroma. In turn, the corneal epithelium (CE), trying to 'mask' the emerging stromal 
irregularities, becomes the thinnest at the top of the cone and forms a characteristic doughnut 
pattern. 

In this doctoral dissertation, it was hypothesized that the remodeling of the corneal 
epithelium in the course of KTCN is an important element of the clinical picture of the disease. 
Previously the characteristic alternations in the thickness of the corneal epithelium, called 
doughnut pattern, have not been considered in the molecular studies. Therefore, attempts to 
interpret the integrated clinical and molecular findings biologically have been insufficient. 

This doctoral dissertation is a collection of four publications resulting from experimental 
studies of transcriptomic, proteomic, coding, and non-coding genome features of the corneal 
epithelium, epidemiological studies identifying environmental factors determining the KTCN 
phenotype, and a literature review. 

Based on previous KTCN studies, covering mainly selected molecular and/or clinical 
aspects, as well as the results of own research, it was concluded that solely multi-level 
molecular approach and integration of different scientific fields provide the opportunity for a 
deeper understanding of the biological aspects in the complex nature of KTCN. 

The conducted research took into account the diversity of morphological features in the 
cornea, defining for the first time three regions within the corneal epithelium and introducing a 
new definition of the topographic regions. Based on abnormalities in CE thickness profiles in 
patients with KTCN, the three topographic regions were characterized (central, middle, and 
peripheral) with specific morphological, transcriptomic, and proteomic alternations. As a result 
of the integration analyses, a mechanism of corneal epithelium remodeling was proposed, 
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highlighting the dysregulation of epithelial-mesenchymal transition, cell-cell communication, 
and cell-extracellular matrix interactions pathways, contributing to the wound healing process, 
which indirectly influences the formation of the keratoconic cone. These recognized 
alternations allow to conclude that the presence of three topographic corneal regions should be 
taken into account during the experimental study design and biological interpretation of the 
molecular findings. 

The previous assumption regarding chronic mechanical corneal injury in KTCN was 
verified.  The eye rubbing, not correlated with an allergy, causes CE damage and triggers 
cellular stress, which, through its effect on apoptosis, migration, and cell adhesion, also 
influences the KTCN phenotype. 

During this study the whole genome sequencing (WGS) technique, which has not been 
used in the worldwide research on KTCN so far, was utilized. The multiple coding and non-
coding sequence variants were found in genes or in their close proximity, contributing to innate 
and adaptive immune system responses, which indicates a more complex inflammatory 
background in KTCN than previously anticipated. Moreover, 35 chromosomal loci were 
identified as significantly enriched in recognized coding and non-coding KTCN-specific 
sequence variants, including 5q, 9q, and 16q loci, previously recognized as etiologically related 
to KTCN. 

The conducted studies confirmed the complexity of the genetic/molecular background 
of KTCN and the importance of recurrent/persistent inflammation (which may have a genetic 
basis) on the clinical picture of the keratoconus.  
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