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Въведение 
 

Възрастово обусловената катаракта е едно от най-честите заболявания 

сред хората над 50 годишна възраст (1,2). Тя е водеща причина за 

обратима слепота в света с над 17 000 000 ослепели (3). Катаракталната 

екстракция с имплантация на вътреочна леща е най-успешната и най-

често извършвана оперативна интервенция в медицината, като се очаква 

да достигне до 30 милиона годишно. Факоемулсификацията се 

характеризира с по-слабо изразено постоперативно възпаление и по-

ниска вероятност за образуване на вторична катаракта, спрямо останалите 

оперативни техники (2,4–6). 

Захарният диабет тип 2 е неинфекциозно епидемично (социално 

значимо) заболяване с постоянно нарастващ брой заболели, като се очаква 

диабетно болните до 2030 год. да достигнат 439 милиона. Катарактата е 

водеща причина за намалено зрение при пациентите с диабет, като 

нейната честота сред тях е по-висока в сравнение с недиабетно болните 

(7). 

Уплътнението и помътняването на задната лещена капсула, известно 

като „вторична катаракта“ (ВК), е най-честото дългосрочно усложнение 

на катаракталната хирургия (8–11). Съвременните хирургични техники, 

материали и дизайн на вътреочните лещи (ВОЛ) водят до намаляване на 

честотата на ВК. Въпреки това, тя остава значим проблем при 20 до 40% 

от пациентите за периода от 2 до 5 години след катаракталната хирургия 

(8). Наблюдава се повишаване на честотата й с намаляване на възрастта 

на пациентите, като в педиатричната група достига до 100% (12,13). 

Единственият доказал се метод за лечение на ВК е Nd:YAG лазер 

капсулотомията, който от своя страна се свързва с усложнения, като 

отлепване на ретината, увреждане на ВОЛ, кистоиден макулен едем, 

повишено вътреочно налягане, ирисова хеморагия, оток на роговицата, 

сублуксация на ВОЛ и екзацербация на ендофталмит (8). 
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Задълбоченото изучаване на физиологията на лещено епителните 

клетки е от изключително значение за установяване на патогенетичните 

механизми, водещи до образуване на възрастово обусловените и на 

вторичните катаракти, както и за намаляване на тяхната честотата, и 

постигане на дългосрочен положителен ефект от хирургичното лечение. 

 Това е първото по рода си изследване в България, в което се 

култивират и изследват първични човешки лещено епителни клетки от 

недиабетно и диабетно болни пациенти с възрастово обусловена 

катаракта. 
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Глава I 
 

Литературен обзор 

 

1.1.  Ембриология на лещата 

 

Лещата произхожда от кожната ектодерма. Около 27ми гестационен 

ден в нея се образува задебеляване, лещен плакоид, което се прищъпва и 

формира лещено мехурче. То е покрито с единичен слой епителни клетки, 

лежащи върху базална мембрана. Клетките от задната повърхност на 

лещеното мехурче се удължават и образуват първичните лещени влакна. 

Напред те достигат до кубоидните епителни клетки, облитерирайки 

лумена на мехурчето. Първичните лещени влакна се формират до 3ти 

гестационен месец и образуват ембрионалното ядро на лещата. Така 

задният полюс на лещата остава без епител. Вторичните лещени влакна 

водят своето начало от екваториалните клетки на предния епител. Отпред 

се разполагат под епитела, а отзад под лещената капсула. Така се образува 

феталното ядро. Върховете на растящите вторични лещени влакна се 

срещат и образуват Y-подобни шевове. След раждането влакната 

продължават да се удължават и делят, формирайки ювенилното ядро. При 

възрастните, влакната формират възрастното ядро. Растящите около него 

влакна образуват лещения кортекс (14–16) (Фигура 1). 

По време на ембрионалното и фетално развитие, лещата e обвита и се 

изхранва от структура с мезенхимен произход - tunica vasculosa lentis, 

кръвоснабдявана от arteria hyaloidea (15). 

Образуването на лещата се управлява от различни транскрипционни 

фактори и сигнални молекули. Основна роля играят SOX2 и PAX6. Те се 

експресират в очното мехурче, още преди формирането на очната чашка. 

Съществуват данни, че тези два транскрипционни фактора се експресират 
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в предната неврална плака и по цялото протежение на очното мехурче 

още преди формирането на очната чашка (17,18). 

 
Фигура 1. Ембрионално развитие на лещата - (A) Лещеното мехурче 

контактува с повърхностната ектодерма. (B) Лещеното мехурче се 

прилепва към повърхностната ектодерма и бъдещите клетки на лещата се 

издължават, за да образуват лещения плакоид. (С) Плакоидът и външната 

повърхност на очното мехурче се инвагинират, за да образуват съответно 

ямаката на лещата и оптичната чашка. (D) Лещеното мехурче се отделя 

от повърхностната ектодерма. (E) Първичните влакна на лещата се 

удължават и започват да облитерират лумена на лещеното мехурче. (F) 

Конфигурацията на лещата, когато започва да расте. Клетките на 

вторичните влакна все още не са се развили и органелите все още 

присъстват във всички клетки. /Източник: Adler's Physiology of the Eye, Leonard 

Levin, 2011, Chapt. The Lens, p. 258-338, David C. Beebe, Elsevier./  



 11 

1.2.  Анатомия на лещата 

 

Човешката леща е прозрачна, биконвексна структура, която изпълнява 

3 основни функции: да поддържа прозрачността си, да участва в оптичния 

апарат на окото и в процеса на акомодация. Тя няма кръвоносни съдове и 

нервни влакна, като разчита изцяло на вътреочната течност за 

задоволяване на метаболитните си нужди (16,19). Тази характеристика на 

лещата я прави идеален модел за изследване с теоретично и клинично 

значение на процеси като клетъчен растеж, пролиферация и 

диференциация, трансмембранен транспорт, и белтъчен синтез (20). 

Разположена е в задната камера и се поддържа се от т.нар. Цинови връзки, 

произлизащи от непигментирания епител на цилиарното тяло. 

Човешката леща е изградена от лещена капсула, лещен епител (лещено 

епителни клетки, ЛЕК), лещени влакна и зонуларен апарат ( 

Фигура 2, Фигура 3). 

 

 
Фигура 2. IOL Master OCT 
изображение на преден очен 
сегмент и леща на пациент с 
възрастово обусловена катаракта 
/Клиника по очни болести, УМБАЛ 
Александровска/ 

 

 
 

Фигура 3. Схематична структура 

на лещата; /Източник: ААО, Lens and 

Cataract, 2019-2020;/
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Лещената капсула е еластична, прозрачна базална мембрана, съставена 

основно от ламеларно подреден колаген тип IV (21). Наблюдават се три 

зони: най-дебела предна около 16 µm, екваториална и най-тънка задна 

около 2-4 µm. В екваториалната зона се сливат зонулите (22). Под 

предната лещена капсула е разположен един слой кубоидни епителни 

клетки, които поддържат предната лещена капсула и участват в 

метаболитния транспорт. Преекваториално в герминативната зона са 

разположени ЛЕК, които са митотично активни и дават началото на 

вторични лещени влакна. Те се образуват в резултат на миграция и 

диференциация на епителните клетки, при което се удължават и губят 

органели, включително клетъчното ядро, митохондрии, рибозоми. Този 

процес на терминална диференциация протича през целия живот на 

човека и най-младите (т.е. най-късно образуваните лещени влакна) са 

разположени най-повърхностно и са по-дълги от предходните (22,23). 

Хексагоналното сечение и диаметър на лещените влакна са оптимални за 

рефракцията на светлина. Цитоплазмата е богата на протеини, наречени 

кристалини. Кристалините са преобладаващите структурни протеини в 

лещата, съставляващи около 90% от водоразтворимите протеини на 

лещата. Трите основни типа кристалини са α, β и γ кристалини (24). Те са 

склонни да образуват разтворими агрегати с високо молекулно тегло, 

които плътно се пакетират в лещените влакна, като по този начин 

увеличават индекса на пречупване на лещата и същевременно поддържат 

нейната прозрачност. Основните кристалини са α кристалините, 

състоящи се от 2 субединици - αA и αB. Те изпълняват ролята на 

шаперони, които предпазват протеините от агрегация и преципитация 

(22,24–26). Също така участват в състава на междуклетъчните каналчета 

(gap junction), водните канали, адхезиите тип „клетка-клетка“, участват в 

ремоделирането и защитата на цитоскелета, осигуряват прозрачността на 

лещата, инхибират апоптозата и имат антиоксидативна функция (22,27). 
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1.3.  Физиология на лещата 

 

Физиологичната функция на лещата, заедно с роговицата, е да 

фокусира образи върху ретината. За тази цел е необходимо тя да бъде 

прозрачна, да има относително висок рефракционен индекс и да е 

способна да акомодира. Прозрачността изисква минимално наличие на 

разсейващи светлината елементи, еднотипна подредба на фибрилите и 

минимално разстояние между тях (28,29). Високият рефракционен индекс 

- изобилие от водноразтворими цитоплазмени протеини, кристалини, а 

акомодацията изисква флуидност на цитоплазмата и клетъчните 

мембрани (29). 

Лещата е подложена на оксидативен стрес, причинен от кислородни и 

азотни свободни радикали (ROS/RNS) (19). Високата митотична 

активност в преекваториалната зона на предния епител и светлинната 

експозиция, в частност УВ-радиацията са предпоставки за образуването 

на свободни радикали (28). Лещата притежава уникална антиоксидантна 

система, състояща се от редица ензими и молекули, сред тях каталаза и 

глутатион пероксидаза. Каталазата превръща водородния прекис във 

вода, а глутатион пероксидазата, осъществява окисление до глутатион. 

Глутатионът има клетъчно протективна функция и предпазва от 

образуване на катаракта (19,28). 

Поради своята аваскуларна структура, метаболитите се доставят 

основно от вътреочната течност и в по-малка степен от стъкловидното 

тяло (16,19). Обмяната на веществата се извършва чрез транспортни 

механизми в полупропускливата лещена капсула, напр. Na+/K+/АТФ-азни 

помпи (16,28). Мембранното равновесие и хомеостаза се поддържат от 

активнотранспортни Na+K+/2Cl- и K+/2Cl- канали (28,30). Движението на 

вода се осъществява посредством двупосочни аквапорини (28). Лещата 

поддържа сравнително дехидратирано състояние, като съдържанието на 
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вода варира от 60-75%. С напредване на възрастта общото количество 

вода намалява (31). Na+/K+/АТФазни помпи поддържат натриево-

калиевия градиент, чрез активен транспорт на калиеви йони и 

аминокиселини към лещата, и на натриеви и хлорни йони извън нея. По 

този начин се поддържа ниска водна концентрация, която допринася за 

прозрачността на лещата. Парциалното налягане на кислорода около 

лещата е ниско и енергията за метаболитните й нужди се набавя чрез 

анаеробна гликолиза. Анаеробната гликолиза е основен енергиен 

източник за активния транспорт през епитела (32). 

 

1.4.  Формиране на възрастово обусловена катаракта 

 

Катаракта се нарича всяко помътняване на човешката леща. За 

клинично значима се приема катаракта, която оказва негативно влияние 

върху зрението (33). Тя е мултифакторно заболяване, свързано с редица 

рискови фактори: генетични фактори, възрастови дегенеративни 

промени, травматични, възпалителни и дегенеративни заболявания на 

очите, метаболитни (диабет, галактоземия и др.), употреба на токсични 

субстанции, излагане на ултравиолетова радиация и електромагнитни 

вълни и др. (34). 

Възрастово обусловената катаракта е заболяване, което се наблюдава при 

пациенти над 50 години ( 

Фигура 4) и не е свързано с предходна механична, химична или 

радиационна травма (34). 
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Фигура 4. Увеличаващо се жълто към кафяво оцветяване на лещата с 

възрастта A-6м. B- 8г. C-12г. D-25г. E-47г. F-60г. G-70г. H-82г. I-91г. J-

Брунесцентна катаракта (70g.) K-кортикална катаракта(68г) L- 

нуклео-кортикална катаракта (74г.); Източник: ААО, Lens and Cataract, 2019-

2020; 

Основните видове възрастово обусловена катаракта, спрямо 

локализацията в лещата са нуклеарна, кортикална и задна субкапсуларна 

(19). Формирането на катарактата е свързано със загуба на равновесието 

между оксидативния и антиоксадитавния статус, с мембранна липидна 

пероксидация, с дефектна клетъчна комуникация, с нарушено йонно 

равновесие, с модификация, агрегация и натрупване на протеини, с 

клетъчна смърт, с възпаление и др. (19,35–41). 

 

Промени в лещените протеини - дисбаланс между оксиданти и 

антиоксиданти 

 

Хипероксидативните свободни радикали имат съществена роля в 

индуцирането на апоптоза в норма и патология. Митохондриите са 

едновременно източника и таргетната стуктура на ROS (42). 

Оксидативният стрес чрез ROS и индуцираната апоптоза, заедно с 

намалената антиоксидантна активност, се предполагат като отговорни за 

развитието на различни видове катаракта (43–46). Лещата разполага с 

редица ензимни антиоксиданти: супероксид дисмутаза, каталаза, 
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глутатион пероксидаза, глутатион редуктаза, глутатион-S-трансфераза, 

тиоредоксинова система и др., а също и с неензимни  антиоксиданти: 

редуциран глутатион, аскорбинова киселина, витамин А, Е и др., които я 

предпазват от увреждане (19,47–51). Спад в активността на 

антиоксидантните ензими и молекули от една страна, и високи нива на 

силно реактивни и нестабилни съединения от друга, водят до формиране 

на катаракта (19,45,46,52). Освен това с напредване на възрастта, 

антиоксидантите проникват по-трудно в ядрото на лещата, което го 

излага на висок оксидативен стрес (34). 

Правилното подреждане и структуриране на протеините в лещата е 

от първостепенно значение за прозрачността й. Оксидативният стрес, 

заедно с протеолиза, трансамидация, карбамилиране, фосфорилиране и 

липидна пероксидация водят до увреждане на структурни и 

функционални протеини в лещата, и нарушена физиологична функция на 

клетъчните мембрани (19,53). Убиквитин-протеазомната система е 

отговорна за отстраняването на засегнатите лещени протеини. Нейната 

активност намалява с възрастта и с увеличаване на свободните радикали. 

Компрометираната функция на тази система води до помътняване на 

лещата (19). 

С възрастта, също така, се наблюдават промени в a-кристалините и 

намаляване на антиоксидантната им активност. Те намаляват и след 40 

годишна възраст изчезват от ядрото на лещата (54,55). Това води до 

покачване нивата на b и g кристалините, съответно до повишена 

агрегация, cross-linking и повишено разсейване на светлината (54,56,57). 

 

Промени в лещено епителните клетки 

 

Още през 1952 г. von Sallmann изказва мнение за ролята на ЛЕК в 

катарактогенезата (20,58). Bermbach открива морфологични промени в 

стареещите ЛЕК - от малки епителни клетки с ясно различими ядра при 
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младите ЛЕК, през вакуолизация [израз на загуба на цитоплазмени 

органели и асоциирана с предстояща клетъчна смърт (59)] на 

застаряващите клетки до изчезване на клетъчните ядра и поява на 

вътреклетъчни филаменти (20). Докладвани са различия в апоптотичните 

лещено епителни клетки при пациенти със захарeн диабет тип 2 (ЗД2), в 

сравнение с пациенти с възрастово обусловена катаракта. Апоптозата на 

лещено епителните клетки може да бъде индуцирана също така и от 

хипергликемия (43,44). 

 

1.5.  Формиране на възрастово обусловената катаракта при 

пациенти със захарен диабет тип 2 

 
Класическата диабетна катаракта тип „снежинки“ е рядко срещана при 

ЗД2. Типична находка при диабетната катаракта е кортикално и задно 

субкапсуларно помътняване (43,60,61) (Фигура 5). В болшинството от 

случаи диабетно болните пациенти развиват възрастово обусловена 

катаракта, структурно неразличима от тази при недиабетно болните. 

 

 
 

Фигура 5. Захарен диабет тип 2 индуцирана катаракта: спицовидни 

мътнини и уплътнена задна лещена капсула /Клиника по очни болести, УМБАЛ 

Александровска/ 
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Появата на катаракта при пациентите със ЗД2 настъпва в по-ранна 

възраст, в сравнение с недиабетно болните (7,61,62). Основните 

предполагаеми механизми за развитието на катаракта при пациенти със 

ЗД2 са три (43)(Фигура 6): 

Ø Полиолов път 

Свързва се с продължителна хипергликемия, вариации в 

нивата на глюкоза в кръвта и натрупване на сорбитол в лещата. 

Сорбитолът се произвежда през полиоловия път, след като 

глюкозата се редуцира в реакция, катализирана от ензима алдоза 

редуктаза. По-високи концентрации на ензима се откриват в 

лещено епителни клетки, подложени на осмотичен и 

оксидативен стрес (57,63). Повишените нива на сорбитол в 

лещата и хипергликемията водят до хиперосмотична промяна, 

приток на течности в клетките, образуването на супероксидни 

радикали и на водороден пероксид, дегенерация на лещените 

влакна и помътняване на лещата (7,64,65). 

Ø Гликиране (неензимно гликозилиране) на лещени протеини 

Натрупват се крайни продукти на напредналата гликация в 

лещата, произхождащи от ЛЕК и лещените влакна.  Акумулират 

се гликирани β- и γ- кристалини, настъпват протеолиза и 

агрегация. Крайни продукти на напредналата гликация водят по 

повишени нива на оксидативен стрес (3,60,66). 

Ø Повишен оксидативен стрес 

Оксидативният стрес в лещата настъпва в ранните етапи на 

диабета. Той е свързан с повишена активност на алдоза 

редуктаза, неензимно гликиране, активиране на протеин киназа 

С, повишени нива на вътреклетъчен Са2+, активиране на МАРК 

и др. (60). Сред лещено епителните клетки, изложени на 

оксидативен и осмотичен стрес се наблюдава апоптоза (62,63). 
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Фигура 6. Формиране на диабетна катаракта (3) 

 
При пациентите със ЗД2 се наблюдават редица трудности, свързани с 

оперативното лечение на катаракта - повишено увреждане на ендотела и 

на пигментния епител на ириса, повишена съдова пропускливост, по-

високи нива на проинфламаторни фактори, отлагане на фибрин и др. По-

често срещани са и постоперативните усложнения - повишен риск от 

образуване на синехии, настъпване на зеничен блок, бърза прогресия на 

вторична катаракта (67). При придружаваща диабетна ретинопатия (ДР) - 

постоперативно влошаване на тежестта на ретинопатията, поява на 
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диабетен макулен едем, хемофталм, рубеоза на ириса и неоваскуларна 

глаукома (7). С оглед на повишения риск от настъпване на усложнения, 

възпрепятстващи визуализацията на очното дъно, е редно активната ДР 

да бъде лекувана предоперативно (7,67). Въпреки това, когато 

помътнената леща не позволява адекватно диагностициране и лечение на 

ДР, оперативното лечение на катаракта е от първостепенно значение (7). 

 

1.6.  Механизъм на образуване на вторична катаракта 

 

Уплътняването и помътняване на задната лещена капсула е резултат 

от пролиферация, миграция и трансформация на остатъчни ЛЕК от 

предната лещена капсула, след екстракапсулна екстракция на катаракта 

(8,68). Оперативната интервенция уврежда кръвно-водната бариера, 

повишавайки експресията на растежни фактори и цитокини, в резултат на 

която остатъчните ЛЕК пролиферират и мигрират към задната лещена 

капсула, претърпяват епително-мезенхимна трансформация/преход 

(ЕМП), отлага се колаген и се синтезират лещени влакна (8,9). Клинично 

се различават 2 морфологични типа ВК: фиброзен и перлен. Фиброзният 

се причинява от пролиферация и миграция на ЛЕК, които претърпяват 

ЕМП и фиброзна метаплазия. Перленият тип се причинява от абнормен 

опит на ЛЕК, намиращи се в екватора на лещата, да се диференцират в 

кристалин експресиращи лещени влакна, формиращи перли на Elschnig и 

пръстен на Soemmering (8,69). 

Редица регулаторни фактори играят основна роля при образуването на 

ВК. Wormstone и колеги доказват, че за своя растеж остатъчните ЛЕК не 

се нуждаят от чужди растежни фактори, а синтезират автокринни такива 

(70,71). Сред тях са трансформиращ растежен фактор β (transforming 

growth factor - β, TGF- β), фибробластен растежен фактор 2 (fibroblast 

growth factor 2, FGF-2), хепатоцит растежен фактор (hepatocyte growth 
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factor), интерлевкин (interleukin, IL) 1 и 6, епителен растежен фактор 

(epithelial growth factor).  

TGF-β е сред основните индуктори на ЕМП. Той представлява 

мултифункционален цитокин, участващ в ембриогенезата и  тъканната 

хомеостаза (72). В лещата се експресират три изоформи, като TGF-β2 е с 

най-висока концентрация и се активира в следствие на травма (68). 

Представители на FGF семейството са от значение за формиране и 

поддържане на нормалната лещена структура и функция.  In vitro се 

доказва ролята им за пролиферацията, миграцията и дифиренциацията на 

ЛЕК. FGF-2 способства образуването на ВК чрез стимулиране 

пролиферацията на ЛЕК. Хепатоцит растежният фактор също индуцира 

пролиферация на ЛЕК, а епителният растежен фактор тяхната миграция. 

IL-1 стимулира митозата и колагеновата синтеза от ЛЕК. Под влияние на 

IL-1 ЛЕК синтезират простагландин-Е2, който води до възпалителна 

реакция след катаракталната хирургия. Предполага се, че IL-6 оказва 

медииращо действие върху IL-1. През последните години се установява и 

основната роля на съединително тъканния растежен фактор (connective 

tissue growth factor) (9,72). Той е тясно свързан с TGF- β, участва в 

митозата, във фибробластната пролиферация, в синтеза на колаген и на 

екстрацелуларен матрикс, в клетъчната адхезия, в миграцията, и 

фиброзирането (8,9). Основният патологичен фактор, свързан с 

формирането на ВК е ЕМП (9,11). Характеризира се с настъпващи 

клетъчни морфологични промени, загуба на епителния характер, 

реорганизиране на актина и на интерстициалния клетъчен фенотип. ЛЕК 

се трансформират в миофибробласти (11). TGF- β индуцира експресията 

на α-Smooth Muscle actin (α-SMA) - ключов фактор на клетъчната фиброза 

и специфичен маркер на миофибробластите и ЕМП. Промяната в 

структурата на актиновия цитоскелет и индукцията на α-SMA са в 

основата на контрактилитета на трансдиференциралите се клетки, 

тяхната миграция и инвазия. Колаген тип 1 и фибронектин, а също така 
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лумикан и хиалуронова киселина се разпределят по повърхността на 

клетките и пространствата между тях, формирайки екстацелуларен 

матрикс, мрежовидна структура, способстваща клетъчната миграция (9). 

Митоген-активируемият протеинкиназен път (MAPK) представлява 

верига от протеини в клетката, която предава сигнали от рецептори на 

повърхността й до ДНК в ядрото. MAPK включва множество протеини, 

сред тях извънклетъчните сигнално-регулирани кинази 1 и 2 (ERK 1/2), 

които имат важна роля в основни клетъчни процеси като диференциация, 

пролиферация, клетъчен цикъл и апоптоза. Те фосфолирират съседни 

протеини, като по този начин ги активират или дезактивират. Протеин 

киназа СК2 фосфорилира ERK и регулира ядрената й активност (73). СК2 

е активен ензим, фосфорилиращ голямо разнообразие от протеини, 

поддържайки клетъчната морфология и клетъчна полярност (74,75). 

Представлява серин / треонин киназа, която най-често се открива като 

тетрамер, състоящ се от две каталитични субединици (α и / или α ') и две 

регулаторни субединици (β). Нейното широкоспектърно действие 

включва СК2 в почти всички аспекти на клетъчната физиология и нейната 

ключова роля в регулирането на генната експресия и сигналната 

трансдукцията е безспорна (76). Известно е, че протеин киназа СК2 е 

необходима за осъществяването на TGF- β индуцирана ЕМП (75), но 

участието на СК2 в ЕМП на ЛЕК не е изследвано до момента. 

 

1.7.  Trypan blue   

 

Багрилата са химични съединения, които се свързват с определени 

вещества, индуцирайки промяна в цвета им. Багрилата, които оцветяват 

живи тъкани или клетки се наричат витални. Виталното оцветяване, 

извършвано в жив организъм  се назовава интравитално, а когато се 

извършва върху живи клетки, непосредствено след отстраняването им от 

организма - суправитално (77). 
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Trypan blue (ТВ) е анионно, хидрофилно багрило със следната химична 

формула C34H24N6Na4O14S4 и молекулна маса от 960.79 далтона, 

принадлежащо към групата на азо-багрилата. Те се образуват, когато 

диазониев йон се свърже с фенол, или с амин. Азо-връзката позволява 

абсорбция на видимата светлина от багрилата, което води до брилянтно 

оцветяване с висок интензитет. Виталните клетки с интактна клетъчна 

мембрана обикновено не се багрят, поради селективния си мембранен 

транспорт, който не позволява свързване с ТВ (78). 

Виталното багрило trypan blue e синтезирано през 1904 год. от Paul 

Ehrlich. Използвано е в Африка като химиотерапевтичен агент срещу 

трипанозомни инфекции, причиняващи сънна болест (79,80). 

За първи път TB се използва в офталмологията през 70те години на 

ХХти век за обагряне на роговичния ендотел. Багрилото оцветява ядрата 

на увредените и мъртви ендотелни клетки (77). През 1999 год. Melles и 

съавтори съобщават за първи път за използването на TB по време на 

катарактална хирургия за визуализиране на ПЛК и улесняване на 

капсулорексиса при матурна катаракта (81,82).  

Факоемулсификацията изисква извършването на непрекъснат 

кръгов капсулорексис и багрилото TB е станало важно средство за 

подобряване визуализацията на предната лещена капсула, особено при 

по-неопитни хирурзи и при случаи с матурна катаракта (81,83–85). ТВ е 

сред най-често използваните агенти в катаракталната хирургия (77). TB 

0,1% има предимство пред останалите химични съединения, тъй като 

оцветява селективно предната лещена капсула, отмива се лесно от 

предната очна камера и не причинява трайно оцветяване на очните 

структури (86). За разлика от други багрила, ТВ оцветява селективно 

базалната мембрана в близост до епителния слой на ПЛК и минимално 

оцветява повърхностния й слой (77). Използваната концентрация за 

обагряне на ПЛК варира в различните проучвания от 0.6 до 0.0125%. Най-

често използваната концентрация е 0.06%. Препоръчителната времева 
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експозиция на ПЛК при in vitro изследвания е 60 секунди, като в 

клиничната практика експозицията е едва няколко секунди (78,82).  

Rangaraj проучва ефекта на TB върху повърхностния интегритет на 

предната лещена капсула. Той установява електронномикроскопски 

идентични промени в капсулите, получени чрез рутинен капсулорексис 

от третирани и нетретирани с 0,1 % TB очи (87). 

Въпреки че in vitro проучвания са показали, че при концентрация от 0,025 

до 5,0 mg/ml TB няма ефект върху виталността на ЛЕК, Nanavaty и 

съавтори съобщават за значително намаляване плътността на ЛЕК по 

предната лещена капсула след използване на 0,0125% TB за 30 сек. в 

сравнение с нетретирани очи (88,89). Portes и съавтори установяват смърт 

на ЛЕК при използване на 0,1% TB. В пробите от очите, третирани с TB 

се установяват промени в ЛЕК, като руптури в ендоплазмения ретикулум 

и митохондриите, увеличаване на клетъчното ядро, за разлика от пробите, 

получени от нетретираните очи, където клетъчните ядра са по-малки и 

еухроматични (10). Имунохистохимичният тест за експресия на beclin-1 

показва клетъчна смърт чрез автофагия само в групата на третираните с 

TB очи. Sharma и съавтори. установяват значително намаляване на 

честотата на вторичната катаракта при очи, в които TB е инжектиран в 

капсулния сак след хидродисекцията (90). Тези изследвания изказват 

хипотеза, че оцветяването с TB може да помогне за понижаване 

виталността на лещените епителни клетки и намаляване честотата на 

помътняване на задната лещена капсула. 

 

1.8.  Култивиране на лещено епителни клетки 
 

ЛЕК (Фигура 7) поддържат нормалната физиология и хомеостаза  

на лещата, затова първичните човешки клетъчни култури са източник на 

важна информация за ролята на епителните клетки в норма и в патология 

(19,91). 
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Фигура 7. Лещено епителни клетки - светлинна микроскопия / Катедра по 

медицинска химия и биохимия/ 

 
Клетъчното култивиране на ЛЕК е описано за първи тъп от Mayer, 

който успява да култивира говежди ЛЕК през 1969 г. Ringens изследва 

човешки ЛЕК през 1982, като се позовава на три опита на Tassin, Malaise 

и Courtois, Eguchi и Kodama, Perry, Tаssin и Courtois от 1979 г. През 

същата година свои изследвания върху ЛЕК провеждат Francois и 

Victoria-Troncoso. В литературата се откриват трудовете на Reddan, който 

изследва и съпоставя човешки със заешки ЛЕК и открива, че човешките 

ЛЕК са изключително чувствителни и взискателни към състава на 

хранителната среда, и трудни за in vitro култивиране (20,92). Bеrmbach, за 

разлика от своите предшественици, които използват криоекстракция, 

използва щадяща микрохирургична техника за отстраняване на ПЛК с 

прилежащите ЛЕК (20). 

Ограничените източници на първичните човешки клетъчни култури 

от предни лещени капсули, ниският им виталитет и високата им 
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чувствителност към механични травми, контаминация, токсичност на 

реагенти и замразяване ги правят изключително трудни за изследване 

(91). 

Повече от четири хилядолетия след първата документирана 

катаракта (93) (Фигура 8), механизмите на помътняване на човешката 

леща не са напълно изяснени. В настоящия труд е представено изследване 

върху човешки лещено епителни клетки, проведено в страната за първи 

път, целящо да обогати познанието ни за първичната и вторична 

катарактогенеза. 

 

 
  (А)       (В) 

Фигура 8. А. Статуята на Ka-aper - 5-та династия (около 2457-2467 г. пр. 

Н. Е.) (Египетски музей, Кайро, Египет); В. Бял зеничен рефлекс в ляво 

око, съответстващ на матурна катаракта (J Cataract Refract Surg 

2001;27(11):1714-5)   
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Глава II 

Цел и задачи 

Цел:  

 

Изолиране и поддържане на първични човешки лещено епителни 

клетки от експланти от предна лещена капсула при стандартна 

факоемулсификация, със или без интраоперативно използване на trypan 

blue, при пациенти с възрастово обусловена катаракта и при пациенти с 

диабет тип 2 индуцирана катаракта и изследване и сравнение на 

основните им клетъчно-физиологични характеристики: миграционна, 

пролиферативна и диференциационна активности, нивата на 

вътреклетъчения оксидативен стрес и калцификация на екстрацелуларния 

им матрикс. 

 

Задачи: 

 

1. Получаване на експлант от предна лещена капсула чрез 

капсулорексис, със или без интраоперативно използване на trypan 

blue, на пациенти с възрастово обусловена катаракта и на пациенти 

с диабет тип 2 индуцирана катаракта. (1) 

2. Получаване на първични ЛЕК от предна лещена капсула. (2) 

3. Изследване на миграционната активност на ЛЕК при получаване на 

първични клетъчни култури от trypan blue обагрени и необагрени 

преднолещени експланти от пациенти с възрастово обусловена 

катаракта и от пациенти с диабет тип 2 индуцирана катаракта. (2) 

4. Изследване на клоногенната активност на ЛЕК при получаване на 

първични клетъчни култури от trypan blue обагрени и необагрени 

преднолещени експланти от пациенти с възрастово обусловена 

катаракта и от пациенти с диабет тип 2 индуцирана катаракта. (2) 
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5. Изследване на пролиферативната активност на експоненциално 

растящи първични клетъчни култури от trypan blue обагрени и 

необагрени преднолещени експланти от пациенти с възрастово 

обусловена катаракта и от пациенти с диабет тип 2 индуцирана 

катаракта. (2) 

6. Изследване на участието на протеин киназа СК2 в TGFβ2-

индуцираният епително-мезенхимен преход на ЛЕК. (2) 

7. Изследване на вътреклетъчния оксидативен стрес и калцификация 

на екстрацелуларния матрикс на първични клетъчни култури от 

trypan blue обагрени и необагрени преднолещени експланти от 

пациенти с възрастово обусловена катаракта и от пациенти с диабет 

тип 2 индуцирана катаракта. (2) 

 

1. Клиника по очни болести, УМБАЛ „Александровска“ 

2. Катедра по медицинска химия и биохимия, МФ, МУ - София 
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Глава III 

Материал и методи 

 
1. Клиничен материал 

 

1.1.  Брой и разпределение на пациентите по групи: 

 

Събирането на пациентски експланти бе проведено след получаване 

на одобрение от Комисията по етика на научните изследвания при 

Медицински университет - София. 

Обагрени с trypan blue 0,06% и необагрени кръгови експланти (с диаметър 

около 5 мм) от предна лещена капсула с прилежащите й лещно епителни 

клетки (ЛЕК) бяха получени при преден курвилинеарен капсулорексис на 

176 пациенти (възраст 50 - 93 години) - 148 пациента с възрастово 

обусловена катаракта и 28 пациента с катаркта вследствие на захарен 

диабет тип 2 (ЗД2), дали информирано съгласие и подложени на 

оперативно лечение на катаракта в Клиниката по oчни болести при 

УМБАЛ „Александровска” ЕАД ( 

Таблица 1). Един от пациентите бе с поставена диагноза карцином на 

дебелото черво. 
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Вид катаракта Жени Мъже Общо Средна 
възраст Медиана Обхват Процент 

(%) 

Възрастово 
обусловена 87 61 148 71,74   73,00 50 - 93 84,09  

Диабет тип 2 - 
индуцирана 9 19 28 65,89  66,00 50 -83 15,91  

Общо 96 80 176 70,81  73,00  50 - 93 100,00 

Средна 
възраст 71,74 72,00 70,81 

  
  
  
   

      

Медиана 72,00 69,00 73,00       

Обхват 50 - 88 50 - 93 50 - 93       

Процент (%) 54,55 45,45 100,00       

 

Таблица 1. Разпределение на пациенти по вид катаракта, пол и възраст. 

Бе избрана репрезентативна извадка от 17 експланти от пациенти с 

възрастово обусловена катаракта (възраст 55 - 75 год.) и 16 пациенти със 

ЗД2. Интравитално обагряне с trypan blue 0,06% бе направено при 19 

пациенти. Суправитално (iv vitro от двете страни) бяха обагрени 10 

експланта и 8 експланта не бяха обагряни (Таблица 2). 

 

Пациенти 
 

Trypan blue 0.06% обагрени 
експланти Необагрени 

експланти Едностранно Двустранно 
Недиабетици 10 3 4 
Диабетици 9 3 4 

 

Таблица 2. Брой експланти и вид обагряне. 

 
2. Лабораторни консумативи, реактиви и материали  

 
• Багрило за преден очен сегмент Tekno Capsule Blue 0,06% Trypan 

blue, стерилен разтвор (Teknomek, Turkey) 
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• 75 cm2 културални матраци, мулти ямкови (12 и 96) културални 

плаки (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Germany) 

• Пълноценна хранителна среда Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM, AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany) 

• fetal bovine serum (FBS, Sigma-Aldrich, USA) 

• trypsin/EDTA (Gibco, Germany) 

• Phosphate - buffered saline (PBS) (Lonza, Verviers, Belgium)  

• 1 vol acetic acid/ 7 vol methanol (Sigma-Aldrich, USA) 

• Crystal violet solution (crystal violet powder/H20/ methanol, Sigma-

Aldrich, USA) 

• Bromodeoxyuridine (5-bromo-2'-deoxyuridine, BrdU, Santa Cruz 

Biotechnology, USA) 

• блокиращ буфер (PBS, 3% BSA, 0,02% Tween20) 

• TrytonX-100 (Sigma-Aldrich, USA) 

• Paraformaldehyde  

• Heochst 3342  (Santa Cruz Biotech, USA) 

• 4′,6-diamidino-2-phenylindole ( DAPI, Termo Fisher Scientific, USA) 

• Човешки, рекомбинантен растежен фактор TGFβ2 

• Scrambled siRNA, CK2α siRNA (Santa Cruz Biotechnology, USA) 

• Si RNA Reagent System (Santa Cruz Biotechnology, USA) 

• комплексен трансфекционен кит (siRNA Reagent System, Santa Cruz 

Biotechnology, USA) 

• Xylenol Orange ( XO, Sigma-Aldrich, USA) 

• 2’,7’- Dichlorofluorescein diacetate (DCFDA, Sigma-Aldrich, USA) 

• Първични антитела 

o Аnti-human BrdU аntibody (sc-51514) (Santa Cruz 

Biotechnology, USA) 

o Аnti-human FOXM1 antibody (sc-271746) (Santa Cruz 

Biotechnology, USA)  
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o Anti-N-cadherin аntibody (sc-59987) (Santa Cruz Biotechnology, 

USA) 

o Anti-Vimentin аntibody (sc-373717) (Santa Cruz Biotechnology, 

USA) 

o Phospho-ERK1/2 (Thr202, Tyr204), rabbit antibody (Sigma-

Aldrich, USA) 

o Аnti-human CK2α antibody (Sigma-Aldrich, USA) 

o Аnti-human αSMA antibody (Sigma-Aldrich, USA) 

 
• Вторични имунофлуоресцентно белязани антитела 

o chicken anti-rabbit IgG-FITC antibody (sc-2990) (Santa Cruz 

Biotechnology, USA) 

o goat anti-mouse IgG-CFL 555 antibody (sc-362267) (Santa Cruz 

Biotechnology, USA) 

o goat anti-mouse IgG-CFL 488 antibody (sc-362257) (Santa Cruz 

Biotechnology, USA) 

o donkey anti-goat IgG-CFL 647 antibody (sc-362285) (Santa Cruz 

Biotechnology, USA) 

 
3. Методи на изследване 

 

3.1. Получаване на експлант от човешка леща в хода на 

стандартна факоемулсификация, с или без интраоперативно 

използване на trypan blue за визуализация на предната лещена 

капсула, от пациенти с възрастово обусловена катаракта и 

пациенти с диабет тип 2 индуцирана катаракта. Използвана е 

техниката на оцветяване на предна лещена капсула с trypan blue 

0,06% под въздушен мехур: 

• Роговичен тунелен разрез 2,75 мм. 

• Изпълване на предната камера с въздух 
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• Изпълване на предна камера с багрилото trypan blue под 

въздушния мехур чрез 2 ml спринцовка и 27G канюла /само 

за групата на обагрените експланти/ 

• Перфузия на багрилото с иригационна течност чрез 

спринцовка и канюла /само за групата на обагрените 

експланти/ 

• Изпълване на предната камера с вискоеластична субстанция 

• Извършване на преден курвилинеарен капсулорексис с 

форцепс 

 

3.2. Суправитално обагряне на експлантите – допълнителна 

експозиция на ПЛК с trypan blue 0,06% за 1 мин. с последващо 

промиване с физиологичен разтвор. 

 

3.3. Получаване на първични ЛЕК от предна лещена капсула: 

Експлантите бяха поставени с епителните клетки към дъното на 

12-ямкови плаки в пълноцена хранителна среда - DMEM, 

съдържаща 20% FBS и 2 mmol/L glutamine, и инкубирани на 370 C и 

5% CO2. Пълноцената хранителна среда беше сменяна на всеки 

трети ден от in vitro култивирането на антериорните експланти. При 

достигане на около 60% клетъчна конфлуентност (експоненциална 

фаза на растеж на in vitro култивирани клетки) на първичните ЛЕК 

култури, клетките бяха подготвени за последващи изследвания на 

колониообразуването и протичането на клетъчния цикъл. 

 

3.4. Пасажиране на ЛЕК култури: 

Получените първични култури бяха пасажирани чрез 0,05% 

trypsin/EDTA, клетъчния брой беше хемоцитометрично установен, 

5 x 103 клетки/ямка бяха засети в 96-ямкови плаки и култивирани в 

пълноценна хранителна среда, съдържаща 10% FBS, на 370 C и 5% 
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CO2. При получаване на 50% клетъчна конфлуентност, 

пълноценната хранителна среда беше заменена с такава, съдържаща 

0,5% FBS за създаване на автокринни културални условия и 24 часа 

по-късно клетките бяха подложени на последващи експерименти. 

 

3.5. Фазово-контрастно светлинно микроскопско наблюдение на 

ЛЕК: 

Капсуларните експланти бяха наблюдавани на всеки 24 ч. с 10Х 

обектив, Brightfield illumination от Acquisition Mode на Automated 

cellular and subcellular imaging system IN Cell Analyzer 6000,  5% CO2 

(GE Healthcare Life Sciences) (Фигура 9).  Капсуларните експланти 

и мигрирали от тях първични ЛЕК бяха заснети през различни 

интервали от време. 

 
Фигура 9. IN Cell Analyzer 6000 

 

3.6. Цитохимично белязане на първични ЛЕК с Crystal violet: 

Експоненциално растящите ЛЕК бяха промити с PBS, 

фиксирани за 10 мин. на стайна температура с 1 vol acetic acid/ 7 vol 

methanol и инкубирани с 0,5% Crystal violet solution за 1 часа на 

стайна температура, интензивно промити с H20 и оставени да 

изсъхнат на въздух за 2 дни. Цитохимично белязаните с Crystal 

violet първични ЛЕК бяха анализирани на Automated cellular and 
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subcellular imaging system IN Cell Analyzer 6000 - 10Х обектив и/или 

20Х обектив, Brightfield illumination от Acquisition Mode. 

 

3.7. Белязане с 5-bromodeoxyuridine (BrdU) на първични ЛЕК: 

Експоненциално растящите ЛЕК бяха инкубирани с пълноценна 

хранителна среда, съдържаща 10 μM BrdU за 2 часа на 370 C и 5% 

CO2. 

 

3.8. Имунофлуоресцентно маркиране на BrdU-белязаните 

първични ЛЕК: 

След изтичане на 2-часовата инкубация с BrdU, клетките бяха 

трикратно промити с PBS, фиксирани за 30 мин. на стайна 

температура с 2% paraformaldehyde, пермебиализирани за 10 мин. 

на стайна температура с 0,5% TrytonX-100, трикратно промити с 

PBS, инкубирани с 2N HCl за 10 мин. на стайна температура 

(изсолване на ДНК), и инкубирани с блокиращ буфер за 1 часа на 

стайна температура. След трикратно промиване с PBS, клетките 

бяха инкубирани за 2 часа на стайна температура с anti-human BrdU 

ab, трикратно промити с PBS и инкубирани за 1 часа на стайна Т0, 

на тъмно, с IgG-FITC ab. След трикратно промиване с PBS, клетките 

бяха инкубирани за 2 часа на стайна температура с anti-human 

FOXM1 ab, трикратно промити с PBS и инкубирани за 1 часа на 

стайна температура, на тъмно, с IgG-CFL 555 ab. След трикратно 

промиване с PBS, клетъчните ядра бяха белязани с DAPI  за 15 мин. 

на стайна температура, на тъмно. Имунофлуоресцентно белязаните 

клетки бяха анализирани на Automated cellular and subcellular 

imaging system IN Cell Analyzer 6000. 
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3.9. Имунофлуоресцентно белязане срещу Vimentin и N-cadherin: 

След трикратно промиване с PBS, клетките бяха инкубирани за 

2 часа на стайна температура с anti-human Vimentin ab, трикратно 

промити с PBS и инкубирани за 1 часа на стайна Т0, на тъмно, с IgG- 

CFL 555 ab. След трикратно промиване с PBS, клетките бяха 

инкубирани за 2 часа на стайна температура с anti-human N-cadherin 

ab, трикратно промити с PBS и инкубирани за 1 часа на стайна 

температура, на тъмно, с IgG-CFL FITC ab. След трикратно 

промиване с PBS, клетъчните ядра бяха белязани с DAPI  за 15 мин. 

на стайна температура, на тъмно. Имунофлуоресцентно белязаните 

клетки бяха анализирани на Automated cellular and subcellular 

imaging system IN Cell Analyzer 6000. 

 

3.10. Стимулация с TGFβ2: 

Експоненциално растящите ЛЕК (при достигане на около 65% 

клетъчна конфлуентност) бяха подложени на 24-часова инкубация 

с човешки рекомбинантен TGFβ2 растежен фактор добавен към 

хранителна среда, на 370C и 5% CO2. След изтичането на първите 

12 часа от инкубационния период, клетките бяха трансфектирани с 

scrambled siRNA или с CK2α siRNA за последващите 12 часа от 

стимулирането с TGFβ2. След изтичане на 24-часовото 

стимулиране, клетките бяха индиректно мултифлуоресцентно 

маркирани и анализирани. 

 

3.11. siRNA-медиирано заглушаване на ендогенната каталитична 

субединица (α) на протеин киназа СК2 в TGFβ2-стимулираните 

ЛЕК: 

При изтичане на 12 часа от началото на стимулирането с TGFβ2, 

клетките бяха подложени на 12-часова трансфекция с 20 pmol 

scrambled siRNA (контролни клетки) или CK2α siRNA и комплексен 
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трансфекционен кит по протокол, предоставен от производителя. 

След изтичането на 12-часовата трансфекция, в присъствието на 

TGFβ2, клетките бяха индиректно мултифлуоресцентно маркирани 

и анализирани. Всяко от експерименталните условия беше 

проведено триплетно. 

 

3.12. Имунофлуоресцентно белязане срещу ERK1/2, CK2α, 

Vimentin и αSMA на TGFβ2-стимулирани, scrambled 

siRNA/CK2α siRNA-трансфектираните ЛЕК: 

Клетките бяха трикратно промити с PBS, фиксирани за 30 мин. 

на стайна температура с 2% paraformaldehyde, пермебиализирани за 

10 мин. на стайна температура с 0,5% TrytonX-100, трикратно 

промити с PBS и инкубирани с блокиращ буфер за 1 часа на стайна 

температура. След трикратно промиване с PBS, клетките бяха 

инкубирани за 2 часа на стайна температура с anti-human phospho-

ERK1/2 ab или с anti-human CK2α ab, трикратно промити с PBS и 

инкубирани за 1 часа на стайна температура, на тъмно, с IgG-CFL 

555 ab. След трикратно промиване с PBS, клетките бяха инкубирани 

за 2 часа на стайна температура с anti-human vimentin ab или с anti-

human αSMA ab, трикратно промити с PBS и инкубирани за 1 часа 

на стайна температура, на тъмно, с IgG-FITC ab. След трикратно 

промиване с PBS, клетъчните ядра бяха белязани с DAPI за 15 мин. 

на стайна температура, на тъмно. Имунофлуоресцентно белязаните 

клетки бяха анализирани на Automated cellular and subcellular 

imaging system IN Cell Analyzer 6000. 

 

3.13. Флуоресцентно оцветяване на живи първични ЛЕК с xylenol 

orange, визуализиращ калциев депозит в екстрацелуларния 

матрикс и флуоресцентно оцветяване на живи първични ЛЕК с 
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2’,7’-Dichlorofluorescein diacetate, визуализиращ 

вътреклетъчения оксидативен стрес (ROS): 

Живите първични ЛЕК бяха инкубирни през нощта при 37.0 °С 

в DMEM културална среда, съдържаща 20 µmol / L XO. 

Инкубацията се извърши в продължение на 45 минути при 37.0 °С 

в DMEM културална среда, съдържаща 2 µg / ml DCFDA (2’,7’-

дихлорофлуоресцеин диацетат). Пробите бяха подложени на 

фиксиране за 20 минути при стайна температура с 2% 

параформалдехид на тъмно и бяха оцветени с Hoechst за 10 минути 

при стайна температура на тъмно. ЛЕК бяха промити три пъти за 10 

минути с PBS. Оцветените ЛЕК бяха анализирани на Automated 

cellular and subcellular imaging system IN Cell Analyzer 6000 (GE 

Healthcare Life Sciences). 

 

3.14. Микроскопски анализи (Image-based high content screening) на 

цитохимична и мултифлуорисцентна микроскопия: 

Микроскопсите образи бяха получени чрез 20Х обектив и 405-

nm, 561-nm, 488-nm лазери, възбуждащи DAPI и Hoechst-

белязаните ядра, IgG-CFL 555-белязаните белтъци и съответно - 

IgG-FITC- белязаните белтъци. 

Площта на цялата ямка, за всяко от експерименталните условия, 

беше микроскопси анализирана чрез Image-based high content 

screening - беше приложен алгоритъм за изчисляване на 555-, 488- и 

405-флуоресцентното излъчване на клетките, заемащи площта. 

 

3.15. Статистически анализ: 

Получените данни от Image-Based High Content Screening 

анализите бяха анализирани чрез Student's test и One-way ANOVA, 

проведени на SigmaPlot Version 12.0 (Systat Software, San Jose, CA, 
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USA). P<0.05 (*) беше прието за статистически значима 

достоверност, а P<0.01 (**) за високо значима достоверност. 
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Глава IV 

Резултати 

 
1. Изследване на миграционната активност на ЛЕК при 

получаване на първични клетъчни култури от trypan blue обагрени и 

необагрени преднолещени експланти от пациенти с възрастово 

обусловена катаракта и от пациенти с диабет тип 2 индуцирана катаракта.  

Мигриране на първични ЛЕК бе наблюдавано от всички експланти. 

Латентния период (lag фаза), след който започва миграцията, беше 

различен при ЛЕК, изолирани от пациенти с възрастово обусловена 

катаракта със ЗД2 и ЛЕК, изолирани от пациенти с възрастово обусловена 

катаракта без диабет (Фигура 10). При експлантите от пациенти с 

възрастово обусловена катаракта миграция на първите клетки (т. нар. 

leader cells) бе установена на 5-7 ден (mean=5,875, n=8) от in vitro 

култивирането. При експлантите от пациенти със ЗД2 индуцирана 

катаракта миграция започва на 8-10 ден (mean=8,875, n=8) от in vitro 

култивирането. Не бяха установени разлики в латентния период на in vivo 

trypan blue обагрени и необагрените експланти от двете пациентски 

групи. 
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Фигура 10. Първични ЛЕК култури: при експлантите от пациенти с 

възрастово обусловена катаракта миграция на първите клетки бе 

установена на около 6 ден от in vitro култивирането. При експлантите от 

пациенти със ЗД2 индуцирана катаракта миграцията започва на около 9 

ден от in vitro култивирането. 
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2. Изследване на пролиферативната и клоногенната активност на 

експоненциално растящи първични клетъчни култури от trypan blue   

обагрени и необагрени преднолещени експланти от пациенти с 

възрастово обусловена катаракта и от пациенти с диабет тип 2 

индуцирана катаракта.  

Времето на удвояване на ЛЕК клетъчните популации от двете 

пациентски групи бе различно. Необходимото време за достигане на 

около 70% клетъчна конфлуетност на първичните ЛЕК от пациенти с 

диабет тип 2 индуцирана катаракта бе една седмица по-дълго спрямо 

времето за култивиране до 70% конфлуетност на първичните ЛЕК, 

изолирани от пациенти с възрастово обусловена катаракта (Фигура 10). 

ЛЕК, изолирани от пациенти с диабет тип 2 индуцирана катаракта се 

характеризират със значително по-слаби миграционна и пролиферативна 

активности in vitro. 

Последващата колективна миграционна (т. нар. collective 

movement) и колоногенна активност бяха наблюдавани на всеки 24 часа и 

беше определяно културалното време (времето на удвояване на 

клетъчната популация) необходимо за достигане на 60% клетъчна 

конфлуетност на първичните ЛЕК. На 22-рия ден от in vitro 

култивирането на пациентските експланти чрез Crystal violet 

микроскопия се установява категорична разлика в клоногенността на ЛЕК 

от недиабетно и диабетно болни пациенти. Ясно личат формиралите се 

големи плътно пакетирани ЛЕК колонии, без празни пространства между 

отделните многобройни клетки от възрастово обусловена катаракта. 

Контрастно на тях, ЛЕК колонии от диабет тип 2 индуцирана катаракта 

са малки, рехави, със значително по-малък брой клетки, с променена 

морфология, изразяваща се в променено съотношение цитоплазма/ядро 

(Фигура 11). 
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Фигура 11. Колониоформиране: Crystal violet микроскопски изображения 

- белязани колонии от 22-рия ден от in vitro култивирането на ЛЕК, 

изолирани от предна лещена капсула от пациенти с възрастово 

обусловена катаракта - големи плътно пакетирани ЛЕК колонии (А) и 

изолирани от предна лещена капсула от пациенти с диабет тип 2 

индуцирана катаракта - малки рехави ЛЕК колонии (В). 
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 Въз основа на проведените Image-based high content screening 

анализи на Crystal violet микроскопските изображения се установява, че 

формиралите се колониите от ЛЕК от диабет тип 2 индуцирана катаракта 

са трикратно по-малко в сравнение с колониите, формирали се от ЛЕК 

при възрастово обусловена катаракта (Таблица 3). 

Тип катаракта 
Възрастово 

обусловена 

Диабет тип 2 - 

индуцирана 

Колониоформиране 
3.05Х 

(1064 кл.) 

Х 

(349 кл.) 

 

Таблица 3. Колониоформиране – трикратно по-голям брой клетки (1064) 

при ЛЕК колониите от възрастово обусловена катаракта в сравнение с 

клетките (349) при колониите от диабет тип 2 индуцирана катаракта. 

 
 С цел анализиране на пролиферативната активност на 22-рия ден от 

in vitro култивирането на пациентските експланти се проведе 

пролиферативен анализ на имунофлуоресцентно маркираните BrdU и 

FOXM1-белязани първични ЛЕК. 

Чрез ДНК-свързващото багрило DAPI се идентифицираха 

клетъчните ядра. BrdU, инкорпориращ се в новосинтезирана ДНК, се 

визуализира в по-голям брой ядра при ЛЕК от възрастово обусловена 

катаракта в сравнение с ЛЕК от диабетно болни пациенти. Сред ЛЕК от 

възрастово обусловена катаракта се визуализира и по-висока експресия 

на транскрипционния фактор FOXM1, регулиращ генната експресия на 

белтъците от делителното вретено (Фигура 12). 
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Фигура 12. Мултифлуоресцентна микроскопия на имунофлуоресцентно 

маркирани BrdU и FOXM1-белязани първични ЛЕК, изолирани от предна 

лещена капсула от пациенти с възрастово обусловена катаракта (А) и 

изолирани от предна лещена капсула от пациенти с диабет тип 2- 

индуцирана катаракта (В). Визуализира се новосинтезирана ДНК в по-

голям брой ядра и по-висока експресия на транскрипционния фактор 

FOXM1 в група (А) в сравнение с група (В). 
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Проведените Image-based high content screening анализи показаха, че 

mean=55,76%, n=4, P<0.05 от ЛЕК от възрастово обусловена катаракта 

съдържат новосинтезирана ДНК и експресиран FOXM1, докато само 

mean=33,45%, n=4, P<0.05 от ЛЕК от диабет тип 2 индуцирана катаракта 

са пролиферативно активни. Установената по-слаба клоногенна 

активност сред ЛЕК от пациенти със ЗД2 е резултат от намалената 

пролиферативна активност. 

 
3. Фазово-контрастен и имунофлуоресцентен анализ на ЛЕК. 

Морфологията на ЛЕК бе изследвана чрез фазово-контрастна 

микроскопия. При ЛЕК, изолирани от пациенти с диабет тип 2 

индуцирана катаракта, бе наблюдавана in vitro начална промяна на 

епителния фенотип във фибробластоподобен. При 60% от първичните 

ЛЕК култури от пациенти със ЗД2 бе отчетена промяна в морфологията 

от кубична към фибробластоподобна. Такава промяна не бе наблюдавана 

сред ЛЕК от недиабетно болни пациенти. Морфологичните промени 

започваха около 14 дни след култивирането на пациентските експланти, а 

продължителността на процеса бе 7 до 8 дни. В края на периода 

фибробластоподобните клетки представляваха 20% от клетъчния състав 

на първичните култури. Тези клетки бяха пролиферативно неактивни, 

като между тях и пролиферативно активните ЛЕК се формираха празни 

пространства (Фигура 13). 

Хетерогенните (съставени от ЛЕК и фибробластоподобни клетки) 

първични култури не бяха използвани в последващи експерименти, а бяха 

имунофлуоресцентно анализирани. Клетъчните ядра бяха 

идентифицирани на база DAPI. Анализира се наличието на Vimentin и на 

N-cadherin (Фигура 13). 
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Фигура 13. Фазово – контрастен и имунофлуоресцентен анализ на ЛЕК, 

изолирани от предна лещена капсула от пациенти с диабет тип 2 

индуцирана катаракта (А) и (В), и изолирани от предна лещена капсула от 

пациенти с възрастово обусловена катаракта (С). 
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 Установява се по-висока експресия на Vimentin и N-cadherin при 

ЛЕК от възрастово обусловена катаракта спрямо експресията им при ЛЕК 

от пациенти с диабет тип 2 индуцирана катаракта (Фигура 13). При ЛЕК 

от пациенти със ЗД2 се идентифицират по-голям брой клетъчни ядра, 

разположени периферно, без наличие на Vimentin и N-cadherin около тях 

(в клетките), съпоставени с ЛЕК от недиабетно болни пациенти (Фигура 

14). 

 
 

 
 
Фигура 14. Обобщен фазово – контрастен и имунофлуоресцентен анализ 

на ЛЕК, изолирани от предна лещена капсула от пациенти с диабет тип 2 

индуцирана катаракта (А) и (В), и изолирани от предна лещена капсула от 

пациенти с възрастово обусловена катаракта (С). По-висока експресия на 

Vimentin и N-cadherin в група (C), спрямо група (A,B). По-голям брой 

периферно разположени клетъчни ядра, без наличие на Vimentin и N-

cadherin около тях (вътреклетъчно) в група (A,B), в сравнение с група (C). 
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4. Изследване на участието на протеин киназа СК2 в TGFβ2-

индуцираният епително-мезенхимен преход на ЛЕК. 

След проведено 24-часово третиране на ЛЕК с TGF-β2 се 

установява, че TGF-β2 статистически достоверно стимулира активността 

на ERK1/2. TGF-β2 индуцираното повишено фосфорилиране на ERK1/2 

корелира с появата на експресиран αSMA (Фигура 15), но не корелира с 

експресията на цитоскелетния белтък vimentin (Фигура 16). 

12-часовото siRNA-медиирано заглушаване на ендогенната 

каталитична субединица (α) на протеин киназа СК2 статистически 

достоверно потиска TGFβ2-индуцираната повишена активност на ERK1/2 

и понижава TGFβ2-индуцираната експресия на αSMA (Фигура 15). 

 

 

 
Фигура 15. Активност на ERK 1/2 (%) при 24-часовото третиране на ЛЕК 

с TGF-β2. TGF-β2 индуцираното повишено фосфорилиране на ERK1/2 

корелира с появата на експресиран αSMA. 
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Фигура 16. Активност на СК2 (%) при 12-часовото siRNA-медиирано 

заглушаване на ендогенната каталитична субединица (α) на протеин 

киназа СК2. TGF-β2 индуцираното повишено фосфорилиране на ERK1/2 

не корелира с експресията на цитоскелетния белтък vimentin. 

5. Изследване на вътреклетъчния оксидативен стрес и 

калцификация на екстрацелуларният матрикс на първични 

клетъчни култури от trypan blue обагрени и необагрени преднолещени 

експланти от пациенти с възрастово обусловена катаракта и от пациенти 

с диабет тип 2 индуцирана катаракта (Фигура 17). 
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Фигура 17. Тройно флуоресцентно маркиране на живи ЛЕК, изолирани 

от двустранно обагрена с trypan blue предна лещена капсула на пациент с 

възрастово обусловена катаракта (А), изолирани от двустранно обагрена 

с trypan blue предна лещена капсула на пациент с диабет тип 2- 

индуцирана катаракта (В), изолирани от едностранно обагрена с trypan 

blue предна лещена капсула на пациент с възрастово обусловена 

катаракта (C), изолирани от едностранно обагрени с trypan blue предна 

лещена капсула на пациент с диабет тип 2- индуцирана катаракта (D). 
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Въз основа на проведеното тройно флуоресцентно изследване се 

направи количествен анализ за изчисляване на средно статистическия 

екстрацелуларен калциев депозит и вътреклетъчния оксидативен стрес, 

отнесен към единична клетка.  

Най-високо ниво на ROS (с изключение на пациента с карцином на 

дебелото черво) се установи при ЛЕК от trypan blue - двустранно оцветена 

предна лещена капсула от пациентите с диабет тип 2 индуцирана 

катаракта - 0,299. По-ниско ниво на ROS - 0,182 се установява при ЛЕК 

от trypan blue - едностранно оцветена предна лещена капсула от 

пациентите с диабет тип 2- индуцирана катаракта. ROS при ЛЕК от trypan 

blue - едностранно оцветена предна лещена капсула от пациентите с 

възрастово обусловена катаракта - 0,238, a при ЛЕК от trypan blue - 

двустранно оцветена предна лещена капсула от пациентите с възрастово 

обусловена катаракта - 0,208 (Фигура 18). 

При ЛЕК от пациенти с възрастово обусловена катаракта се 

установяват по-високи нива на оксидативен стрес при едностранно 

обагрените (0,238) в сравнение с двустранно обагрените ЛЕК (0,208). 

При ЛЕК от пациенти със ЗД2 се установяват по-високи нива на 

оксидативен стрес при двустранно обагрените (0,299) в сравнение с 

едностранно оцветените ЛЕК (0,182). 

Сред едностранно експозираните на trypan blue ЛЕК по-високи нива 

на ROS се откриват при ЛЕК от пациенти без диабет (0,238). 

Сред двустранно обагрените с trypan blue ЛЕК по-високи нива на 

ROS се откриват при ЛЕК от пациенти със ЗД2 (0,299). 

Най-високо ниво на калцификация на екстракапсуларния матрикс 

(Ca2+) (с изключение на пациента с карцином на дебелото черво) се 

установи при ЛЕК от trypan blue двустранно оцветена ПЛК от пациентите 

с диабет тип 2 индуцирана катаракта - 5,214. Най-ниско ниво на 

калцификация на екстракапсуларния матрикс - 3,420 се установява при 

ЛЕК от trypan blue едностранно оцветена ПЛК  от пациентите с 
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възрастово обусловена катаракта. Ca2+ при ЛЕК от trypan blue   

едностранно оцветена предна лещена капсула от пациентите с диабет тип 

2 индуцирана катаракта - 4,376, a при ЛЕК от trypan blue - двустранно 

оцветена предна лещена капсула от пациентите с възрастово обусловена 

катаракта - 3,761 (Фигура 18). 

При ЛЕК от пациенти с възрастово обусловена катаракта се 

установяват по-ниски нива на калцификация при едностранно обагрените 

(3,420) в сравнение с двустранно обагрените ЛЕК (3,761). 

При ЛЕК от пациенти със ЗД2 се установяват по-високи нива на 

калцификация при двустранно обагрените (5,214) в сравнение с 

едностранно оцветените ЛЕК (4,376). 

Сред едностранно експозираните на trypan blue ЛЕК по-високи нива 

на калцификация се откриват при ЛЕК от пациенти със ЗД2 (4,376). 

Сред двустранно обагрените с trypan blue ЛЕК по-високи нива на 

ROS се откриват при ЛЕК от пациенти със ЗД2 (5,214). 
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Фигура 18. Относителни нива на вътреклетъчния оксидативен стрес 

(ROS) и на калцификацията на екстрацелуларния матрикс (Ca2+) на живи 

ЛЕК, изолирани от двустранно обагрени с trypan blue предни лещени 

капсули на пациенти с диабет тип 2- индуцирана катаракта (А), изолирани 

от двустранно обагрени с trypan blue предни лещени капсули на пациенти 

с възрастово обусловена катаракта (В), изолирани от едностранно 

обагрени с trypan blue предни лещени капсули на пациенти с възрастово 

обусловена катаракта (C), изолирани от едностранно обагрени с trypan 

blue- предни лещени капсули на пациенти с диабет тип 2- индуцирана 

катаракта (D), изолирани от едностранно обагрена с trypan blue предна 

лещена капсула на пациенти пациент с карцином на дебелото черво (Е). 
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Глава IV 

Обсъждане 

 
Миграция на първите клетки от експлантите на недиабетно болните 

пациенти с възрастово обусловена катаракта започва около 6ти ден на in 

vitro култивирането. Това е потвърждение на публикуваните до момента 

литературните данни (20,94). Не се откриха изследвания, анализиращи 

първоначалната in vitro миграционна активност на leader cells от предна 

лещена капсула на пациенти със ЗД2. Резултатите представят изцяло нова 

информация, съществено обогатяваща познанието за клетъчно-

физиологично обоснованите механизми на капсуларната опацификация.  

Липсата на разлики в миграционните активности на leader cells, 

мигрирали от in vivo trypan blue обагрени и необагрени експланти доказва, 

че интраоперативното визуализиране с trypan blue на предната лещена 

капсула не афектира епитализационния капацитет на ЛЕК. 

Интегритета на екстрацелуларния матрикс е от изключително 

значение за нормалното функциониране на клетките. Клетъчната и 

груповата миграция, адхезия, диференциация, както и тъканната 

организация и структура са пряко зависими от неговото състояние (95–

97). ЗД2 оказва негативно влияние върху неговата структура и нарушава 

междуклетъчната комуникация (96,98). Наблюдава се намаляваща 

клетъчна плътност при възрастово обусловената катаракта с възрастта, а 

също така и по-ниска клетъчна плътност на ЛЕК при диабетно болни 

пациенти с катаракта в сравнение с недиабетно болни (99). Диабетната 

катаракта е сред най-ранните прояви на вторични усложнения, свързани 

със ЗД и асоциираните високи кръвни нива на глюкоза (62,100).  Освен 

трите добре известни катарактогенни механизми (полиолов път, 

неензимно гликозилиране и повишен оксидативен стрес), актуални 

изследвания установяват допълнителен патогенетичен механизъм на 

диабетната катарактогенеза - ЕМП на ЛЕК, индуцирана от хипергликемия 
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(100). ЕМП, отговорна също така и за вторичната катарактогенеза, се 

характеризира с фибробластоподобна клетъчна морфология, с 

редуциране на междуклетъчните връзки и епителните маркери, със 

същевременно увеличаване на маркерите за ЕМП (като α-SMA, N-

cadherin) и експресията на транскрипционни фактори (101). TGF-β е най-

добре изученият инициатор на ЕМП, който регулира генната експресия 

чрез посредничеството на Smad транскрипционни фактори. TGF-β може 

също така да активира и не-Smad сигнални пътища (напр. ERK1/2), които 

водят до нарушаване на междуклетъчните връзки, до промяна на 

цитоскелета и клетъчния мотилитет (101,102). TGF-β2 е основният 

фактор, водещ до диференциация и фиброзиране на ЛЕК (101). В групата 

на диабетно болните бе наблюдавана спонтанната промяна в 

морфологията и епително-клетъчния фенотип на ЛЕК от кубоидна към 

фибробластоподобна. Vimentin и N-cadherin са белтъци, експресирани в 

епителния клетъчен фенотип (103–105). Въпреки, че Vimentin е смятан за 

биомаркер за ЕМП, поради експресията си като интермедиерен 

филаментозен протеин и основен цитоскелетен компонент на 

мезенхимните клетки, той участва и в миграцията на епителните клетки 

(106,106). Тъй като е неразделна част от структурната цялост на клетката, 

образуването на ламелиподии и адхезионната сигнализация, 

понижаването на експресията на Vimentin е достатъчно, за да промени 

клетъчната морфология in vitro, както и да инхибира клетъчната 

подвижност (106). N-cadherin е гликопротеин, отговорен за 

междуклетъчната адхезия, участващ в структурата, както на влакнестите 

клетки на лещата (107), така и в структурата на ЛЕК (108). Неговата 

експресия води до усилен клетъчен мотилитет (104). Смятан е за маркер 

на ЕМП (109). N-cadherin също така стимулира клетъчния растеж, чрез 

блокиране на апоптотични сигнали (104). Намаленият синтез на N-

cadherin води до нарушена междуклетъчна адхезия и до инициация на 

ЕМП (110). Въз основа на гореизложеното, установената по-ниска 
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експресия на Vimentin и N-cadherin при ЛЕК от пациенти със ЗД2 води до 

промяна в клетъчната им морфология, намален мотилитет и съответно до 

намалена миграционна активност. Наблюдаваната in vitro начална 

промяна на епителния фенотип на ЛЕК във фибробластоподобен в 

групата на ЛЕК от диабетно болни пациенти може да се приеме за начален 

етап на епително-мезенхимен преход. 

Установената разлика в колониообразуването на ЛЕК, изолирани от 

диабетно и недиабетно болните пациенти (Фигура 11) се дължи на 

различна пролиферативна активност при двете групи. Това бе доказано 

чрез имунофлуоресцентното изследване на инкорпурирането на BrdU в 

новосинтезираната ДНК и експресията на транскрипционния фактор 

FOXM1 (Фигура 12), регулиращ генната експресия в митотичното 

вретено. Въз основа на по-малкото съдържание на новосинтезирана ДНК 

и по-ниска експресия на FOXM1, който е сигурен маркер за клетъчна 

пролиферация, обуславяйки прехода от G1/S към G2/M (111), можем да 

обобщим, че пролиферативната активност на ЛЕК от пациенти със ЗД2 е 

по-ниска от тази на ЛЕК от недиабетно болни пациенти. Негативната 

връзка между диабета и пролиферацията на ЛЕК се потвърждава от 

Sundelin и сътрудници (94). По - слабата клоногенна активност на ЛЕК от 

диабет тип 2 индуцирана катаракта корелира с тяхната намалена 

пролиферативна активност. Формирането на по-малки и по-рехави 

колонии от диабетните ЛЕК се свързва също така с понижен клетъчен 

мотилитет и миграция, и нарушена междуклетъчна адхезия в резултат на 

по-слабата експресия на Vimentin и N-cadherin. 

Повечето офталмолози имат клиничното впечатление, че диабетно 

болните пациенти развиват по-бързо и по-изразена ВК, спрямо 

недиабетно болните. Редица проучвания откриват формиране на по-

екстензивно уплътняване на задната лещена капсула при диабетно в 

сравнение с недиабетно болните (112,113). Установената намалена 

пролиферативна активност на ЛЕК  от пациенти със ЗД2 тласка клетките 
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към спонтанна начална промяна на епителния фенотип във 

фибробластоподобен (Фигура 13), инициация на ЕМП и вероятно по-

ранна проява на фиброзиране на задната лещена капсула при диабетно 

болните. 

Противоположно на тези изследвания, други проучвания показват 

сходна или дори по-ниска честота на образуване на ВК сред пациентите 

със ЗД (114–116). Теоретично погледнато, доказаните в настоящия труд 

по-ниски миграционна, пролиферативна и клоногенна активности на 

диабетни ЛЕК предоставят възможно обяснение за описаната по-ниска 

честота на ВК при диабетно болните.  

Растежния фактор TGFβ2, който се счита за основния сигнал, 

индуциращ епително-мезенхимният преход в патогенезата на ВК 

(117,118), се трансдуцира по ERK1/2-зависима сигнализация, която води 

до генна експресия на неепителния цитоскелетен белтък αSMA в in vitro 

култивирани ЛЕК, изолирани от пациентски експланти. И тъй като до 

настоящия момент няма литературни данни за изследване на участието на 

протеин киназа СК2 в сигнализацията, поддържаща клетъчната 

физиология на ЛЕК, за първи път се разкрива, че функционирането на 

ERK1/2 е регулирано от конститутивно активната хетеротетрамерна (2 

каталитични α и 2 некаталитични β субединици, продукти на различни 

гени) протеин киназа СК2 в този клетъчен фенотип. 

ROS участват активно в процеса на индуциране на апоптоза в норма 

и патология. Едновременно източник и таргетна структура на ROS са 

митохондриите (119). Образуването на различни видове катаракти се 

свързва с оксидативния стрес, причинен от ROS, индуциранта апоптоза, 

заедно с намалена антиоксидантна активност и нарушена калциева 

хомеостаза. Повишеният оксидативен стрес и намалената 

антиоксидативна активност нарушават функцията на Ca2+ АТФ-ази и 

Na+/Ca2+ обменници, водейки до покачване на вътреклетъчната калциева 

концентрация и калциеви отлагания. Повишените нива на калций 
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причиняват апоптоза на ЛЕК, агрегация на лещени протеини, активиране 

на протеази, разграждащи основни структурни протеини и формиране на 

лещени мътнини (19). Физиологично извънклетъчно отлагане на калциев 

депозит се наблюдава само в костно-скелетната система (120), 

следователно калцификацията на екстрацелуларния матрикс на лещено 

епителните култури е патологична изява. При диабетно болните пациенти 

с възрастово обусловена катаракта се открива по-ниска антиоксидантна 

активност в сравнение с недиабетно болните пациенти с възрастово 

обусловена катаракта (121,122). В настоящия труд най-високите нива на 

калциев депозит се откриват именно сред пациентите със ЗД2. 

Оксидативният стрес и повишената калциева концентрация активират 

протеин киназа С (19). Тъй като доказахме, че СК2 регулира ERK1/2 и 

съответно ЕМП, която води до диференциация на ЛЕК, можем да 

предположим, че установените по-високи нива на ROS и Са2+ в групата 

на ЛЕК от диабетно болни пациенти са активирали СК2. Процес, който е 

дал началото на ЕМП и е довел до начална фенотипна промяна  на 

диабетните ЛЕК. Редица други фактори (като оперативна техника, дизайн 

и материал на ВОЛ, диабетен статус, постоперативно възпаление и др. 

(123,124), които не са предмет на настоящето изследване могат да оказват 

влияние върху формирането на ВК. 

Въпреки че не се открива разлика в миграционната активност на 

необагрени и интраоперативно (едностранно) обагрени ЛЕК с trypan blue, 

при двустранно обагрените с trypan blue 0.06% експланти от пациенти със 

ЗД2 се установяват по-високи нива на калциев депозит и оксидативен 

стрес. Вероятно, увреда на плазматичните мембрани на ЛЕК в резултат на 

липидна пероксидация при диабетно болните пациенти ги прави частично 

пропускливи за багрилото. Въз основа на тези и наскоро публикувани 

данни, директна експозиция на ЛЕК с trypan blue при пациенти със ЗД2 

би могла да оказва негативен ефект върху физиологичната им цялост 

(125). 
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Освен помътняването на задната лещена капсула, което води до 

намаляване на зрителната острота, пролиферацията на остатъчните ЛЕК 

води до вторични усложнения в резултат на създадените механични сили. 

Те са причина за стрии, гънки на задната лещена капсула и потенциално 

тракционно-индуцирано децентриране на изкуствената вътреочна леща 

(123). Офталмоскопията и лазерната фотокоагулация се извършват 

трудно или дори не могат да бъдат осъществени при наличие на тежка 

ВК. Прозрачността на лещената капсула е от изключително значение, 

особено при диабетно болни пациенти, при които често се наблюдава 

формиране на силно проявена ВК (113). 
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Глава V 

Заключение 

 
 

Една от основните причини за развитието на възрастово 

обусловената катаракта при недиабетно болни пациенти и пациенти със 

ЗД2 е увреждането на лещата, поради освобождаването на свободни 

радикали и свързаните с това повишени нива на калций. 

ЛЕК на диабетно болните пациенти се характеризират със 

значително по-ниска in vitro миграционна и пролиферативна активности, 

в сравнение с in vitro активностите на ЛЕК от недиабетно болни пациенти.  

Миграционните характеристики на ЛЕК не сe повлияват от 

оцветяване in vivo на външната повърхност на предната лещена капсула с 

trypan blue 0,06%. Въпреки това, по-високите нива на ROS при пряка 

експозиция на ЛЕК с trypan blue 0,06%, особено при пациенти с диабет, 

вероятно могат да ги увредят. 

Лещено епителните клетки са съществен фактор в 

катарактогенезата. Отчетените патофизиологични характеристики и 

наблюдения могат да допринесат за изясняване на механизмите на 

първичната и вторичната катарактна патогенеза при диабетно и 

недиабетно болни пациенти. 
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Глава VI 

Изводи 

 
1. ЛЕК от диабет тип 2 индуцирана катаракта се характеризират със 

значително по-слаба миграционна, пролиферативна и клоногенна 

активности in vitro спрямо активностите in vitro на ЛЕК от 

възрастово обусловена катаракта. 

2. Липсата на разлики в миграционните активности на leader cells, 

мигрирали от in vivo trypan blue обагрени и необагрени експланти 

доказва, че интраоперативното визуализиране с trypan blue на 

предната лещена капсула не афектира епитализационния капацитет 

на ЛЕК при пациенти с възрастово обусловена катаракта и при 

пациенти с диабет тип 2 индуцирана катаракта. 

3. Компрометираният от диабет тип 2 фенотип се характеризира с 

намален синтез на ДНК, което тласка клетките към инициация на 

епително-мезенхимен преход. Нарушени молекулярни механизми 

повлияват миграционната, пролиферативната и спонтанната 

диференциационна активност на лещено епителните клетки при 

пациенти с възрастово обусловена катаракта и при пациенти с 

диабет тип 2  индуцирана катаракта.  

4. Протеин киназа СК2 регулира ERK1/2, независимо от растежният 

фактор TGFβ2,  считан за основния сигнал, индуциращ епително-

мезенхимния преход в патогенезата на капсулната опацификация. 

ERK1/2-зависима сигнализация води до генна експресия на 

неепителния цитоскелетен белтък αSMA в in vitro култивирани 

ЛЕК, изолирани от пациентски експланти. 

5. Основна причина за формиране на възрастово обусловената и 

диабет тип 2 индуцираната катаракти е увреждането на лещата в 

следствие на образувалите се свободни радикали (ROS) и 
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асоциираните с тях повишени нива на екстрацелуларен калциев 

депозит. 
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Глава VII 

Приноси 

 

1. За първи път у нас бяха получени първични ЛЕК култури, 

изолирани от пациенти с възрастово обусловена катаракта и от 

пациенти с диабет тип 2 индуцирана катаракта.  

2. За първи път се изследва първоначалната in vitro миграционна 

активност на leader cells от експланти от предна лещена капсула на 

пациенти с диабет тип 2 индуцирана катаракта. Резултатите 

представят изцяло нова информация, съществено обогатяваща 

познанието за клетъчно-физиологично обоснованите механизми на 

капсулната опацификация. Установената, на около 6-тия ден от in 

vitro култивирането, миграция на първите клетки от експлантите от 

предни лещени капсули на пациенти с възрастово обусловена 

катаракта е потвърждение на литературните данните. 

3. За първи път се установява участието на протеин киназа СК2 в 

сигнализацията, поддържаща клетъчната физиология на ЛЕК. За 

първи път се разкрива, че функционирането на ERK1/2 е 

регулирано от конститутивно активната протеин киназа СК2 в този 

клетъчен фенотип. 

4. Доказа се, че основните характеристики на in vitro култивираните 

ЛЕК комплексно отразяват фенотипната изява на типа катаракта, от 

която са изолирани. Това е солидна основа за използването на ЛЕК 

първични култури, изолирани от български пациенти в 

разнопосочни изследвания с практическа и научно-изследователска 

насоченост.  

5. Настоящото изследване е първото по рода си у нас, което допринася 

за изясняването на механизмите на катарактогенезата и 

молекулните механизми, обуславящи последващата поява на 

вторичната катаракта при пациенти с диабет тип 2.  
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