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Резюме. Введение. Разработка методов терапии заболеваний ретинального пигментного эпителия, 
в том числе трансплантации клеток, требует строгого подхода к морфологическому анализу данных. 
Основополагающим препятствием для иммуногистохимического исследования и микроскопии яв-
ляется наличие меланина, что актуализирует поиск оптимального метода депигментации, сохраняю-
щего структуру клеток. Самым эффективным методом депигментации является протокол № 4. Цель 
исследования – провести сравнительный анализ методов депигментации нативных препаратов и 3D 
сфероидов ретинального пигментного эпителия для выявления наиболее эффективного и щадящего 
алгоритма.
Материалы и методы. Исследовано влияние различных депигментирующих агентов на образцы 
ретинального пигментного эпителия. Критериями оценки служили степень удаления меланина, со-
хранность клеточной морфологии, уровень аутофлуоресценции и сроки проведения методик.
Результаты. На основании комплексной оценки определены оптимальные протоколы химической 
депигментации для последующей конфокальной, световой и фазово-контрастной микроскопии.
Заключение. Разработаны предпочтительные алгоритмы депигментации, обеспечивающие морфофунк-
циональную сохранность ретинального пигментного эпителия и пригодные для детального микро-
скопического анализа, что формирует основу для стандартизации исследований в данной области.
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Abstract. Introduction. The development of treatment strategies for retinal pigment epithelium diseases, 
including cell transplantation approaches, requires a rigorous analysis of morphological data. A major limi-
tation for immunohistochemical studies and microscopy is the presence of melanin, which necessitates the 
identification of an optimal depigmentation method capable of preserving cellular structure. The study aimed 
to conduct a comparative analysis of depigmentation methods for native preparations and 3D spheroids in 
order to identify the most effective and least damaging protocol.
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Введение 
Ретинальный пигментный эпителий (РПЭ) обладает 

высокой оптической плотностью за счет наличия мела-
носом, содержащих меланин, что может значительно 
затруднять визуализацию структур и процессов внутри 
клеток с использованием конфокальной микроскопии, 
флуоресцентной маркировки и иммуногистохимиче-
ского анализа [1]. 

В условиях проведения гистологического исследова-
ния РПЭ депигментация направлена на нивелирование 
экранирующего эффекта меланина, «маскирующего» 
клеточные и субклеточные структуры, определяющие 
точность диагностики [2].

Указанная проблема актуальна в рамках многих на-
учно-исследовательских направлений – с нативной тка-
нью РПЭ, 3D сфероидами и 2D культурами клеток, где 
точное определение морфологических и молекулярных 
характеристик критически значимо. 

Сегодня научно-исследовательская среда опреде-
ляет несколько протоколов депигментации, которые 
используются как при пигментосодержащих опухолях, 
так и при исследовании РПЭ, однако их эффектив-
ность и применимость к различным типам тканевых 
образцов (нативная ткань, 3D сфероиды – сфериче-
ские скопления клеток, самоорганизующиеся в трех-
мерной структуре, приближенные к естественной сре-
де, 2D культура – плоский слой клеток, воссозданный 
в  лабораторных условиях) остаются недостаточно 
изученными. Проведение комплексного сравнения их 
применимости в глобальной перспективе позволит не 
только оптимизировать процесс исследования и повы-
сить качество визуализации посредством флуоресцент-
ных и иммуногистохимических методов, но и стан-
дартизировать подход к морфологическому анализу 
РПЭ в разных экспериментальных системах. Каждый 
из рассмотренных методов обладает индивидуальным 
набором преимуществ и недостатков. Так, например, 
M. Zhang et al. подчеркивают значимость перекиси 

водорода и ионного излучения в депигментации по-
средством окислительного стресса [3].

Цель исследования – оценить эффективность прото-
колов депигментации [4–10] при подготовке нативной 
ткани РПЭ и 3D сфероидов культуры клеток РПЭ к 
последующим исследованиям в рамках оптимизации 
условий визуализации и сравнения морфологических 
характеристик клеток.

Материалы и методы 
Экспериментальные исследования на тканях, вы-

деленных из трупных человеческих глаз, проводились 
в соответствии с официально принятыми процедура-
ми и специальным разрешением в рамках законода-
тельства Российской Федерации. Глазной тканевой 
банк НМИЦ МНТК «Микрохирургия глаза» им. акад. 
С.Н. Федорова получает трупные человеческие глаза 
из отделений судебно-медицинских экспертиз трупов 
Бюро судебно-медицинской экспертизы Департамента 
здравоохранения города Москвы на основании лицен-
зии Федеральной государственной службы по надзо-
ру за здравоохранением № 99-01-005317 от 30.04.2008 
и № ФС-99-01-008251 от 18.02.2013. Лицензия позво-
ляет использовать ткани, выделенные из трупных че-
ловеческих глаз, для целей трансплантации и научных 
исследований.

В исследовании для выделения РПЭ были использо-
ваны донорские глазные яблоки человека в количестве 
шести штук (от трех взрослых доноров). Клетки РПЭ 
человека выделялись из кадаверного донорского глаз-
ного яблока после выкраивания корнеосклерального 
диска, склера была удалена после меридиональных раз-
резов и пересечения вортикозных вен и зрительного 
нерва. Хориокапиллярная пластина (ХКП) отделялась 
от сетчатки, фиксировалась с помощью двух пластико-
вых колец размером 14 и 15 мм по методике, разрабо-
танной С.А. Борзенком и А.А. Чуриловым с соавторами 
(патент № RU2836977C1, Способ получения образца 

Materials and methods. The effects of various depigmenting agents on retinal pigment epithelium samples 
were investigated. The evaluation criteria included the degree of melanin removal, preservation of cellular 
morphology, autofluorescence levels, and the time required for the procedures.
Results. We determined optimal chemical depigmentation protocols for subsequent confocal, light, and 
phase-contrast microscopy.
Conclusion. We developed preferred depigmentation algorithms that ensure preservation of the morphofunc-
tional properties of retinal pigment epithelium and are suitable for detailed microscopic analysis, thereby 
providing a basis for the standardization of research in this field.
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фрагмента ретинального пигментного эпителия сетчат-
ки). Далее нативную ткань, фиксированную кольцами, 
помещали в фиксирующий 10% раствор формалина 
на час при комнатной температуре, затем проводили 
депигментацию. 

Для создания 3D сфероидов ХКП помещали в чаш-
ку Петри, заливали 2 мл раствором коллагеназы I типа 
(Thermo Scientific, Германия) и инкубировали 10 минут 
при температуре 37°C, 5% CO2. После нейтрализации 
фетальной бычьей сывороткой (fetal bovine serum, FBS) 
(«ПанЭко», Россия) клетки РПЭ были механически от-
делены от мембраны Бруха струйным промыванием. 
Далее суспензия клеток помещалась в 15 мл пробир-
ку и центрифугировалась (1800 оборотов) 5 минут. 
Затем жидкость из пробирок была убрана до клеток, 
добавлены 3 мл среды следующего состава: DMEM/
F12 (Sigma-Aldrich, США) (1:1), 1% Gibco GlutaMAX 
(Thermo Fisher Scientific, Германия), 1% антибиотиков 
(«ПанЭко», Россия) и 10% фетальной бычьей сыворотки 
FBS («ПанЭко», Россия). Далее были проведены ресус
пендирование, перенос в 25 см3 флакон для культивиро-
вания и установка в инкубатор (37°C, 5% CO2) на 7 суток. 

По достижении 80% конфлюэнтности среду удаляли 
и добавляли в каждый флакон 3 мл раствора Версена 
(«ПанЭко», Россия) на 1 минуту, затем 3 мл 0,25% рас-
твора трипсин-ЭДТА («ПанЭко», Россия) и устанавли-

вали в инкубатор (37°C, 5% CO2) на 5 минут. Далее до-
бавляли 1 мл питательной среды, смесь перемешивали 
и собирали в пробирку 15 мл и вносили еще 2 мл среды, 
после чего проводили центрифугирование (1800 обо-
ротов, 5 минут) (SL-40 R, Thermo Scientific, Германия).

Далее надосадочную жидкость удаляли, добавляли 
1 мл среды, смесь перемешивали с последующим за-
бором 10 мкл полученной жидкости и подсчетом кле-
ток в автоматическом счетчике клеток LUNA-II (Logos 
Biosystems, Южная Корея). Клеточная суспензия в кон-
центрации 81 000 кл/190 мкл вносилась в неадгезивные 
81-луночные планшеты 3D Petri Dishes (MicroTissues/
Sigma-Aldrich, США). Полученные сфероиды трехкрат-
но отмывали в фосфатно-солевом буферном растворе 
(phosphate-buffered saline, PBS), после чего проводили 
фиксацию в 10% растворе формалина в течение 10 ми-
нут, затем трижды отмывали в PBS. После получения 
сфероидов проводилась депигментация.

В рамках данного исследования были определены 
следующие протоколы депигментации (табл. 1–7).

Эффективность депигментации нативного пигмент-
ного эпителия и 3D культуры РПЭ была исследована на 
световом микроскопе Biolar (PZO Warszawa, Польша), 
световом фазово-контрастном микроскопе IX81с инте-
грированной цифровой фотокамерой XC10 (Olympus, 
Япония) и  лазерном сканирующем конфокальном 

Таблца 1 | Table 1
Условия проведения протокола № 1 | Conditions for conducting Protocol No. 1 

№ | 
No.

Манипуляция | Procedure Температура | 
Temperature

Время | Time

1 20% раствор сахарозы | 20% sucrose solution Комнатная |  
Room 

2 часа | 2 hours

2 30% раствор сахарозы | 30% sucrose solution 4°С 24 часа | 24 hours

3 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water)

Комнатная |  
Room 

2 минуты | 2 minutes

4 Раствор перманганата калия 0,25% | 0.25% KMnO₄ solution 30 минут | 30 minutes

5 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water) 2 минуты | 2 minutes

6 1% раствор щавелевой кислоты | 1% oxalic acid solution 2 минуты | 2 minutes

7 Отмывание в MQ воде | Rinsing in MQ water 5 минут | 5 minutes

Таблица 2 | Table 2
Условия проведения протокола № 2 | Conditions for conducting Protocol No. 2

№ | 
No.

Манипуляция | Procedure Температура | 
Temperature

Время | Time

1 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water) Комнатная | 
Room 

2 минуты | 2 minutes

2 10% раствор перекиси водорода | 10% hydrogen peroxide solution 65°С 2 часа | 2 hours

3 Отмывание в MQ воде | Rinsing in MQ water Комнатная | 
Room

5 минут | 5 minutes
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Таблица 3 | Table 3
Условия проведения протокола № 3 | Conditions for conducting Protocol No. 3 

№ | 
No.

Манипуляция | Procedure Температура | 
Temperature

Время | Time

1 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water)

Комнатная | 
Room 

2 минуты | 2 minutes

2 Раствор 1% перманганата калия | 1% KMnO₄ solution 5 минут | 5 minutes

3 2% раствор щавелевой кислоты | 2% oxalic acid solution 2 минуты | 2 minutes

4 Отмывание в MQ воде | Rinsing in MQ water 5 минут | 5 minutes

Таблица 4 | Table 4
Условия проведения протокола № 4 | Conditions for conducting Protocol No. 4

№ | 
No.

Манипуляция | Procedure Температура | 
Temperature

Время | Time

1 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water)

Комнатная | 
Room 

2 минуты | 2 minutes

2 0,25% раствор перманганата калия | 0.25% KMnO₄ solution 40 минут | 40 minutes

3 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water) 2 минуты | 2 minutes

4 1% раствор щавелевой кислоты | 1% oxalic acid solution 5 минут | 5 minutes

5 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water) 2 минуты | 2 minutes

6 0,25% раствор перманганата калия | 0.25% KMnO₄ solution 10 минут | 10 minutes

7 1% раствор щавелевой кислоты | 1% oxalic acid solution 5 минут | 5 minutes

8 Отмывание в MQ воде | Rinsing in MQ water 5 минут | 5 minutes

Таблица 5 | Table 5
Условия проведения протокола № 5 | Conditions for conducting Protocol No. 5 

№ | 
No.

Манипуляция | Procedure Температура | 
Temperature

Время | Time

1 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water)

Комнатная | 
Room 

2 минуты | 2 minutes

2 0,25% раствор перманганата калия | 0.25% KMnO₄ solution 30 минут | 30 minutes

3 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water) 2 минуты | 2 minutes

4 1% раствор щавелевой кислоты | 1% oxalic acid solution 10 минут | 10 minutes

5 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water) 2 минуты | 2 minutes

6 0,3% раствор перекиси водорода в 95% этаноле | 0.3% hydrogen peroxide 
solution in 95% ethanol 30 минут | 30 minutes

7 Отмывание в MQ воде | Rinsing in MQ water 5 минут | 5 minutes
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микроскопе FluoView FV10i (Olympus, Япония). В ка-
честве контроля использовались нативная ткань и 3D 
сфероиды, не подвергавшиеся депигментации.

Результаты 
Полученные визуальные данные позволили судить 

о следующих характеристиках протоколов при иссле-
довании посредством нативной световой микроскопии 
(табл. 8).

В рамках световой микроскопии нативной ткани 
наиболее оптимальным методом депигментации РПЭ 
представляется протокол № 2 – в условиях сохраннос
ти клеточной структуры РПЭ достигаются глубокие 

значения депигментации при малой длительности 
осуществления. Конкурентоспособным может также 
являться протокол № 4, однако протокол № 2 име-
ет преимущество в условиях большей сохранности 
структуры.

Полученные результаты представлены наглядно, 
в рамках сравнения протоколов № 2, № 4 и № 5, в част-
ности с точки зрения сохранности структуры препарата 
и степени депигментации (рис. 1).

Изготовленные препараты сфероидов РПЭ также 
были проанализированы в контексте исследования эф-
фективности методов депигментации при проведении 
фазово-контрастной микроскопии (табл. 9).

Таблица 6 | Table 6
Условия проведения протокола № 6 | Conditions for conducting Protocol No. 6 

№ | 
No.

Манипуляция | Procedure Температура | 
Temperature

Время | Time

1 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water) Комнатная | 
Room 2 минуты | 2 minutes

2 0,25% раствор дихромата калия | 0.25% potassium dichromate solution 65°С 30 минут | 30 minutes

3 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water)
Комнатная | 

Room

2 минуты | 2 minutes

4 75% раствор этанола | 75% ethanol solution 10 минут | 10 minutes

5 Отмывание в MQ воде | Rinsing in MQ water 5 минут | 5 minutes

Таблица 7 | Table 7
Условия проведения протокола № 7 | Conditions for conducting Protocol No. 7

№ | 
No.

Манипуляция | Procedure Температура | 
Temperature

Время | Time

1 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water)
Комнатная | 

Room

2 минуты | 2 minutes

2 37% раствор перекиси водорода | 37% hydrogen peroxide solution 12 часов | 12 hours

3 Отмывание в MQ воде | Rinsing in MQ water 5 минут | 5 minutes

Таблица 8 | Table 8
Характеристики протоколов для нативной световой микроскопии |  

Characteristics of protocols for light microscopy of native samples

№ | 
No.

Сохранность структуры |  
Structural preservation

Глубина депигментации |  
Degree of depigmentation

Время |  
Time

1 Средняя | Moderate Высокая | High 1,5 часа | 1.5 hours

2 Очень высокая | Very high Высокая | High 2 часа | 2 hours

3 Очень высокая | Very high Низкая | Low 15 минут | 15 minutes

4 Высокая | High Высокая | High 1,5 часа | 1.5 hours

5 Высокая | High Очень низкая | Very low 2 часа | 2 hours

6 Очень низкая | Very low Очень низкая | Very low 40 минут | 40 minutes

7 Очень низкая | Very low Высокая | High 12 часов | 12 hours
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Таблица 9 | Table 9
Характеристики протоколов для фазово-контрастной микроскопии сфероидов ретинального пигментного эпителия | 

Characteristics of protocols for phase-contrast microscopy of retinal pigment epithelial spheroids

№ | 
No.

Глубина депигментации | 
Degree of depigmentation

Сохранность структуры | 
Structural preservation

Равномерность депигментации | 
Uniformity of depigmentation

Время | Time

1 Средняя | Moderate Низкая | Low Высокая | High 1,5 часа | 1.5 hours

2 Высокая | High Очень высокая | Very high Высокая | High 2 часа | 2 hours

3 Низкая | Low Высокая | High Низкая | Low 15 минут | 15 minutes

4 Средняя | Moderate Высокая | High – 1,5 часа | 1.5 hours

5 Низкая | Low Низкая | Low Низкая | Low 2 часа | 2 hours

6 Очень низкая | Very low Низкая | Low – 40 минут | 40 minutes

7 Высокая | High Высокая | High Низкая | Low 12 часов | 12 hours

Рис. 1. 	Сравнение протоколов депигментации нативного РПЭ. 
	  A – контроль, B – протокол № 2: очень высокая сохранность структур РПЭ при высокой глубине депигментации,  

C – протокол № 4: высокая глубина депигментации и высокая сохранность структур, D – протокол № 5: высокая 
сохранность структур при очень низкой глубине депигментации. Световая микроскопия, ×400

Fig. 1. 	Comparison of depigmentation protocols for native retinal pigment epithelium. 
	  A – control, B – protocol No. 2: a very high preservation of retinal pigment epithelium structures is observed with a high degree 

of depigmentation, C – protocol No. 4: high depigmentation depth and high structural preservation, D – protocol No. 5: high 
structural preservation with a very low degree of depigmentation. Light microscopy, ×400
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В данном контексте оптимальным также представ-
ляется выбор депигментации по протоколу № 2, так 
как именно он характеризуется наиболее высокими 
показателями глубины депигментации в условиях со-
хранности структуры клеток РПЭ и равномерности 
распределения действия при сравнительно быстром 
осуществлении. Для протоколов № 4 и № 6 оценка 
равномерности депигментации не проводилась ввиду 
гетерогенности полученного результата, не позволяю-
щей отнести его к какой-либо категории.

Полученные результаты для протоколов № 2, № 4 
и № 5 в контексте фазово-контрастной микроскопии 
представлены визуально (рис. 2).

На изображениях ретинального пигментного эпите-
лия в рамках конфокальной микроскопии определяется 
ряд качественных различий (табл. 10). 

Описанные протоколы могут быть рассмотрены с 
точки зрения различных характеристик. Так, на осно-
вании полученных данных наиболее эффективным ме-
тодом депигментации может считаться протокол № 4, 
однако наиболее сохранной структурой отличаются пре-
параты для протоколов № 2 и № 7. Наиболее значительна 
аутофлуоресценция для протоколов № 5 и № 7, однако 
ее интенсивность все-таки не обладает высокой выра-
женностью по сравнению с контролем, также следует 
отметить, что при протоколе № 5 разрушаются клетки. 

Рис. 2. 	Сравнение протоколов депигментации 3D сфероидов. 
	 A – контроль, B – протокол № 2: очень высокая сохранность структур РПЭ при высокой глубине депигментации  

и ее высокой равномерности, C – протокол № 4: средняя глубина депигментации и высокая сохранность структур,  
D – протокол № 5: низкая сохранность структур при низкой глубине депигментации и ее значительной неравномерности. 
Фазово-контрастная микроскопия, ×200

Fig. 2.	  Comparison of depigmentation protocols for 3D spheroids. 
	 A – control, B – protocol No. 2: a very high preservation of retinal pigment epithelium structures is observed with a high degree 

of depigmentation, C – protocol No. 4: high depigmentation depth and high structural preservation, D – protocol No. 5: high 
structural preservation with a very low degree of depigmentation. Phase-contrast microscopy, ×200
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Таблица 10 | Table 10
Характеристики протоколов для конфокальной микроскопии | Characteristics of protocols for confocal microscopy

№ | 
No.

Агрессивность | 
Aggressiveness

Глубина 
депигментации | Degree 

of depigmentation

Сохранность 
структуры | Structural 

preservation

Аутофлуоресценция | 
Autofluorescence

Время | Time

1 Высокая | High Высокая | High Средняя | Moderate Средняя | Moderate 1,5 часа | 1.5 hours

2 Низкая | Low Средняя | Moderate Высокая | High Средняя | Moderate 2 часа | 2 hours

3 Низкая | Low Средняя | Moderate Очень высокая |  
Very low

Низкая | Low 15 минут | 15 minutes

4 Средняя | Moderate Высокая | High Высокая | High Средняя | Moderate 1,5 часа | 1.5 hours

5 Высокая | High Очень высокая |  
Very high

Низкая | Low Низкая | Low 2 часа | 2 hours

6 Очень высокая |  
Very high

Высокая | High Низкая | Low Средняя | Moderate 40 минут | 40 minutes

7 Очень низкая | Very low Средняя | Moderate Очень высокая |  
Very low

Очень низкая | Very 
low

12 часов | 12 hours

Полученные результаты представлены наглядно, 
в рамках сравнения протоколов № 2, № 4 и № 5, в част-
ности с точки зрения сохранности структуры препа-
рата (рис. 3).

В рамках проведения конфокальной микроскопии 
сфероидов также была получена комплексная оценка 
эффективности протоколов (табл. 11).

На данном этапе наибольшую эффективность про-
демонстрировали протоколы № 2 и № 4 – в условиях 

сравнительно высокого уровня депигментации ука-
занные протоколы позволяют сохранить клеточную 
структуру сфероида, но оставляют умеренную ауто
флуоресценцию (рис. 4). 

Таким образом, процесс депигментации ретиналь-
ного пигментного эпителия, в том числе в условиях 
культуры 3D сфероида, требует расширенного анализа 
доступных ресурсов и получаемых результатов. В ус-
ловиях чрезмерной агрессивности используемого ме-

Таблица 11 | Table 11
Характеристики протоколов для конфокальной микроскопии сфероидов ретинального пигментного эпителия | 

Characteristics of protocols for confocal microscopy of retinal pigment epithelial spheroids

№ | 
No.

Глубина депигментации | 
Degree of depigmentation

Сохранность структуры | 
Structural preservation

Аутофлуоресценция | 
Autofluorescence

Время | Time

1 Средняя | Moderate Низкая | Low Очень высокая | Very high 1,5 часа | 1.5 hours

2 Высокая | High Высокая | High Средняя | Moderate 2 часа | 2 hours

3 Низкая | Low Низкая | Low Очень низкая | Very low 15 минут | 15 minutes

4 Высокая | High Высокая | High Средняя | Moderate 1,5 часа | 1.5 hours

5 Низкая | Low Низкая | Low Средняя | Moderate 2 часа | 2 hours

6 Низкая | Low Средняя | Moderate Низкая | Low 40 минут | 40 minutes

7 Очень низкая | Very low Очень низкая | Very low Очень низкая | Very low 12 часов | 12 hours
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Рис. 3. 	Сравнение протоколов депигментации РПЭ для конфокальной микроскопии, ×600. 
	 А – контроль, B – протокол № 2: высокая сохранность структур РПЭ при средней глубине депигментации, низкой 

агрессивности и средней интенсивности аутофлуоресценции, C – протокол № 4: высокая сохранность структур РПЭ  
при высокой глубине депигментации, средней агрессивности и средней интенсивности аутофлуоресценции,  
D – протокол № 5: низкая сохранность структур РПЭ при очень высокой глубине депигментации, высокой агрессивности 
и низкой интенсивности аутофлуоресценции

Fig. 3. 	Comparison of depigmentation protocols for retinal pigment epithelium in confocal microscopy, ×600. 
	 A – control, B – protocol No. 2: high preservation of retinal pigment epithelium structures with a moderate degree 

of depigmentation, low aggressiveness, and moderate autofluorescence intensity, C – protocol No. 4: high preservation 
of retinal pigment epithelium structures with a high degree of depigmentation, moderate aggressiveness, and moderate 
autofluorescence intensity, D – protocol No. 5: low preservation of retinal pigment epithelium structures with a very high degree 
of depigmentation, high aggressiveness, and low autofluorescence intensity
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Рис. 4. 	Сравнение протоколов депигментации 3D сфероидов для конфокальной микроскопии, ×600.
	 A – контроль, B – протокол № 2: представлена высокая сохранность структур РПЭ при высокой глубине депигментации 

и средней интенсивности аутофлуоресценции, C – протокол № 4: высокая сохранность структур РПЭ при высокой 
глубине депигментации и средней интенсивности аутофлуоресценции, D – протокол № 5: низкая сохранность структур 
РПЭ при низкой глубине депигментации и средней интенсивности аутофлуоресценции

Fig. 4.	  Comparison of depigmentation protocols for 3D spheroids in confocal microscopy, ×600. 
	 A – control, B – protocol No. 2: high preservation of retinal pigment epithelium structures with a high degree of depigmentation 

and moderate autofluorescence intensity, C – protocol No. 4: high preservation of retinal pigment epithelium structures with a 
high degree of depigmentation and moderate autofluorescence intensity, D – protocol No. 5: low preservation of retinal pigment 
epithelium structures with a low degree of depigmentation and moderate autofluorescence intensity
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тода депигментации, например протокола № 5, в ряде 
случаев наблюдается нарушение клеточной структуры. 

Также в связи с негативным влиянием высоких зна-
чений аутофлуоресценции на полученные результаты 

исследования предпочтительными методами могут 
считаться протоколы № 2 и № 4.

Полученные данные представлены наглядно 
(табл. 12).
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Заключение 
В рамках конфокальной микроскопии ретинального 

пигментного эпителия предпочтительными являются 
протоколы № 2 и № 4. В свою очередь, при исследо-
вании сфероидов оптимально применение протоколов 
№ 2 (для световой и фазово-контрастной микроскопии) 
и № 4 (для конфокальной микроскопии) при особом 
преимуществе со стороны последнего ввиду наибо-
лее высокой сохранности структуры. Вместе с тем не-
обходимо отметить, что с точки зрения 3D клеточных 
сфероидов ретинального пигментного эпителия отме-
ченные протоколы были наилучшими, однако сохра-
няли аутофлуоресцению, что говорит о необходимости 
дальнейшего изучения этого направления.

Полученные результаты согласуются с данными 
литературы, согласно которым выбор метода депиг-
ментации должен зависеть от типа биологического ма-
териала и целей микроскопического анализа, а также от 
необходимости сохранения первоначальной структуры 
изучаемого материала.
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