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РЕФЕРАТ

Цель. Изучение содержания меланина в меланосомах и мелано-
липофусциновых гранулах из клеток ретинального пигментного эпи-
телия глаза человека. 

Материал и методы. Работа была проведена на меланинсодер-
жащих гранулах из клеток ретинального пигментного эпителия ка-
даверных глаз человека разных возрастов с использованием мето-
да электронного парамагнитного резонанса (ЭПР). 

Результаты. Показано, что основные параметры спек-
тров ЭПР обоих типов меланиновых гранул соответствуют спек-

трам ЭПР природных эумеланинов и синтетического ДОФА- 
меланина. 

Выводы. 1. В меланолипофусциновых гранулах так же, как и в 
меланосомах, содержится пигмент меланин (эумеланин), о чем сви-
детельствует сходство их парамагнитных свойств.

2. Содержание меланина в меланосомах выше, чем в меланоли-
пофусциновых гранулах, исходя из концентрации их парамагнитных 
центров при расчёте на одну гранулу, в среднем в полтора раза.

Ключевые слова: ретинальный пигментный эпителий, мела-
нин, меланосомы, меланолипофусциновые гранулы, липофусцин, элек-
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ABSTRACT

Comparative evaluation of melanin content in melanosomes and melanolipofuscin granules from the human 
retinal pigment epithelium cells 
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Purpose. Comparative study of the melanin content in melanosomes 
and melanolipofuscin granules from cells of the retinal pigment epithelium 
of the human eye.

Material and methods. The research and comparison of 
melanosomes and melanolipofuscin granules from cells of human 
retinal pigment epithelium was carried out by the method of electron 
paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy.

Results. It was shown that the EPR spectra in both types of melanin 
granules, including the main parameters, were similar and corresponded 
to the EPR spectra characteristic of natural eumelanins and synthetic 
DOPA-melanin.

Conclusion. The results of study indicate that in melanolipofuscin 
granules as well as in melanosomes, the pigment melanin (eumelanin) is 
contained, as evidenced by the similarity of their paramagnetic properties. 
Melanin content in melanosomes is higher than in melanolipofuscin 
granules on average of one and a half times, which follows from the 
concentration of their paramagnetic centers per granule. 

Key words: retinal pigment epithelium, melanin, melanosomes, 
melanolipofuscin granules, lipofuscin, electron paramagnetic 
resonance. 
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АКТУАЛЬНОСТЬ 

Ретинальный пигментный эпи-
телий (РПЭ) глаза человека 
содержит три основных типа 

пигментных гранул: меланопротеи-
новые гранулы или меланосомы, ли-
пофусциновые гранулы («пигмент 
старости») и сложные меланолипо-
фусциновые гранулы, образующи-
еся при слиянии липофусциновых 
гранул с меланосомами [7, 9]. 

Меланосомы  – гранулы, в кото-
рых синтезируется меланопротеи-
новый биополимер, образуются в 
клетках РПЭ еще на стадии эмбри-
онального развития и выполняют 
свои физиологические функции в 
течение всей жизни организма, по-
скольку меланин в этих постмитоти-
ческих клетках практически не об-
новляется [4]. 

Два других типа пигментных гра-
нул – липофусциновые и меланоли-
пофусциновые – появляются и нака-
пливаются в клетках РПЭ с возрас-
том [7, 9].

Меланосомы, локализованные 
в теле и отростках клетки РПЭ гла-
за, выполняют несколько функций: 
экранирующую, уменьшая хромати-
ческую аберрацию и тем самым уве-
личивая остроту зрения, и антиокси-
дантную, защищая клетку от окис-
лительного стресса [10, 11, 13, 15]. 
С возрастом (как правило, после 40 
лет) в клетках РПЭ происходит по-
степенное уменьшение концентра-
ции меланина и количества мела-
носом, что было установлено еще в 
80-е гг. в работах Feeney-Burns с ис-
пользованием морфологических 
и биохимических методов [8, 16]. 
Если в возрастной группе до 20 лет 
меланосомы занимают примерно 8% 
объема клетки РПЭ, то в возрастной 
группе 41-90 лет этот объем посте-
пенно уменьшается до 3,5% [9], а в 
возрастной группе 90-101 год мела-
носомы практически полностью за-
меняются смешанными меланоли-
пофусциновыми гранулами [8].

Предполагается, что меланоли-
пофусциновые гранулы образуют-
ся как результат слияния меланосом 
с липофусциновыми гранулами, что 
происходит в клетках РПЭ с возрас-
том [7]. Именно этот процесс, воз-
можно, и ведет к уменьшению ко-
личества меланосом в клетках РПЭ, 
а меланиновый пигмент в возраст-

ной группе после 90 лет существует 
в основном только в виде меланоли-
пофусцина [8]. Таким образом, с воз-
растом в клетках РПЭ количество ме-
ланосом уменьшается, а количество 
липофусциновых и меланолипофус-
циновых гранул увеличивается [7-9]. 

Известно, что меланиновые пиг-
менты как в составе меланосом, так 
и в виде синтетического меланина 
дают стабильный синглетный сиг-
нал ЭПР с высокой концентрацией 
спинов и g-фактором свободного 
электрона [2, 6]. Поэтому метод ЭПР 
активно используется для исследо-
вания меланинсодержащих струк-
тур и тканей [2, 6].

ЦЕЛЬ

Изучение содержания меланина 
в составе меланосом и меланолипо-
фусциновых гранул, выделенных из 
клеток ретинального пигментного 
эпителия кадаверных глаз человека. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Реактивы
В работе использовали реакти-

вы производства «Sigma», «Sigma-
Aldrich» и «Fluka».

Выделение меланосом  
и меланолипофусциновых 
гранул из клеток ретинального 
пигментного эпителия 
кадаверного глаза человека

Кадаверные глаза доноров раз-
ных возрастов без видимых патоло-
гий были получены из Глазного тка-
невого банка ФГБУ «МНТК «Микро-
хирургия глаза» им. акад. С.Н. Федо-
рова» Минздрава России. Пигмент-
ные гранулы были выделены из кле-
ток ретинального пигментного эпи-
телия с помощью модифицирован-
ной методики, предложенной в ра-
боте [5]. Клетки РПЭ в 0,1 М К-фос-
фатном буфере, рН 7,4, обрабаты-
вали ультразвуком два раза по 45 с, 
при 4°С и максимальном резонан-
се, после чего неразрушенные кле-
точные мембраны удаляли центри-
фугированием при 60g в течение 15 
мин. Полученный супернатант цен-
трифугировали при 6000g в течение 
15 мин, осадок ресуспендировали в 
0,3 М сахарозе и центрифугирова-

ли в градиенте плотности сахарозы 
(2,0; 1,8; 1,6; 1,55; 1,5; 1,4; 1,2; 1,0;) при 
103000g в течение 1 часа. В процессе 
центрифугирования происходило 
разделение пигментных гранул на 
фракции. Меланосомы образовыва-
ли темно-коричневый осадок. Меж-
ду слоями с плотностью сахарозы 
1,5 и 1,6 М концентрировались слой 
меланолипофусциновых гранул.

Осадок меланосом, слои мелано-
липофусциновых гранул отмывали 
от сахарозы К-фосфатным буфером, 
ресуспендировали в фосфатном бу-
фере и хранили в морозильной ка-
мере при -20°С. 

Количество гранул определяли 
микроскопически, используя флу-
оресцентный микроскоп, снабжен-
ный фотокамерой (Olympus DP22), 
и камеру Горяева.

Измерение сигнала ЭПР 
меланина

Спектры ЭПР-образцов были по-
лучены в Центре магнитной спек-
троскопии Института биохимиче-
ской физики РАН.

Образцы меланосом и мелано-
липофусциновых гранул для ана-
лиза методом ЭПР готовили с по-
мощью насадки из тефлоновой тру-
бочки длиной 10-15 мм и внутрен-
ним диаметром 0,45 мм. На каждую 
пробу отбирали суспензию мелано-
сом и меланолипофусциновых гра-
нул объемом 0,3 мл и быстро в теф-
лоновой трубочке замораживали в 
жидком азоте (-196°С). Затем из тру-
бочки поршнем выдавливали замо-
роженный столбик образца. Образ-
цы сохраняли в замороженном виде 
до момента измерения. Регистрацию 
спектров ЭПР-образцов проводили 
при 77°К на радиоспектрометре ЭПР 
«Bruker EMX» (Германия). Условия за-
писи спектров ЭПР: ΔН развертка  – 
50 Гс; Н центр  – 3476 Гс; амплитуда 
модуляции – 3 Гс, постоянная време-
ни  – 100 мсек, мощность СВЧ  – 20 
мкВт. Эталон для определения кон-
центрации спинов – УДА № 5, серти-
фикат о калибровке № 905/910-2012.

Синтез ДОФА-меланина
Синтетический ДОФА-меланин 

был получен в ходе окислительной 
полимеризации диоксифенилала-
нина в слабощелочной среде (рН 
8,2) и очищен по методике, описан-
ной в работе [12]. 
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Статистическая обработка 
данных

Статистическая обработка дан-
ных была выполнена с использова-
нием t-критерия Стьюдента с дове-
рительным интервалом 95%. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

В первой серии опытов изучались 
и сравнивались спектры ЭПР и пара-
метры этих спектров для меланосом 
и меланолипофусциновых гранул, 
выделенных из клеток РПЭ кадавер-
ных глаз человека, и синтетическо-
го ДОФА-меланина (рис., табл. 1). 

На рисунке представлены спек-
тры ЭПР меланосом (А) и мелано-
липофусциновых гранул (В), выде-
ленных из клеток РПЭ доноров раз-
ных возрастов, и синтетического 
ДОФА-меланина (С).

Как видно из рисунка, спектры 
ЭПР обоих типов гранул похожи 
и представляют собой одиночную 
синглетную линию, слегка ассиме-
тричную. Стабильный узкий сиг-
нал с высокой концентрацией спи-
нов характерен для природных эу-
меланинов и ДОФА-меланина – син-
тетического аналога эумеланинов [1, 
3, 6, 14].

В таблице 1 сравниваются основ-
ные параметры спектров ЭПР  – g- 
фактор и ΔН (полуширина линии) 
меланосом и меланолипофусцино-
вых гранул РПЭ доноров разных воз-
растов и ДОФА-меланина. Как видно, 
значения данных параметров спек-
тров ЭПР для обоих типов гранул и 
синтетического ДОФА-меланина до-
статочно близки и свидетельствуют 
об одном источнике происхожде-
ния этих спектров – меланине. 

В следующей серии опытов 
(табл. 2) изучались и сравнивались 
концентрации парамагнитных цен-
тров в меланосомах и меланолипо-
фусциновых гранул из РПЭ глаз до-
норов разных возрастных категорий.

Как следует из табл. 2, практи-
чески для всех РПЭ разных возраст-
ных групп соблюдается следующая 
тенденция: концентрация парамаг-
нитных центров в одной меланосо-
ме превышает концентрацию пара-
магнитных центров в одной мелано-
липофусциновой грануле.

Из девяти исследованных воз-
растных групп доноров только в 
двух группах концентрация спинов 
на одну гранулу была примерно оди-
накова для меланосом и меланоли-
пофусциновых гранул РПЭ. 

Наблюдаемый разброс в концен-
трации парамагнитных центров на 
одну гранулу для меланосом варьиру-
ет в пределах (0,8-3,5)×106 спинов, а 
для меланолипофусциновых гранул – 
в пределах (0,8-2,4)×106 спинов. По-
добный разброс, возможно, связан 
с индивидуальными особенностями 
доноров, а именно с различиями в 
пигментации глаз доноров [9]. 

В среднем, по всем изученным 
глазам (160 глаз, p<0,05) концентра-
ция парамагнитных центров, отне-
сенная на одну гранулу, составляла 
(2,37±0,36)×106 и (1,60±0,22)×106 для 
меланосом и меланолипофусцино-
вых гранул соответственно.

Средняя величина (по всем образ-
цам и всем возрастным категориям) 

превышения концентрации мелани-
на в меланосоме по сравнению с ме-
ланолипофусциновой гранулой (т.е. 
величина отношения концентра-
ции парамагнитных центров МС/
МЛФ) составляла 1,49±0,35 (p<0,05). 
То есть в среднем содержание мела-
нина в меланосомах в полтора раза 
выше содержания меланина в мела-
нолипофусциновых гранулах; в от-
дельных опытах количество мелани-
на в меланосомах превышало коли-
чество меланина в меланолипофус-
циновых гранулах даже в два раза.

Падение концентрации мелани-
на в меланолипофусциновой грану-
ле может быть связано с его деструк-
цией в этой сложной грануле. 

ОБСУЖДЕНИЕ

Следует отметить, что изучению 
парамагнитных свойств меланосом 
РПЭ человека посвящено довольно 
много работ [1, 3, 14] , в то время как 
данных по ЭПР-спектрам меланоли-
пофусциновых гранул РПЭ в литера-
туре практически нет. 

 В нашей работе получены и срав-
нивались спектры ЭПР меланолипо-
фусциновых гранул из клеток РПЭ 
со спектрами ЭПР меланосом и син-
тетическим ДОФА-меланином. Об-
наружено, что спектры ЭПР мела-
нолипофусциновых гранул по сво-
им параметрам соответствуют как 
спектрам ЭПР меланосом, так и син-
тетического ДОФА-меланина. Это 
позволяет говорить об одном и том 
же источнике происхождения пара-
магнитных свойств меланолипофус-
циновых гранул и меланосом РПЭ – 
меланине (эумеланине). Результат 
этот является достаточно ожидае-
мым, поскольку меланолипофусци-
новые гранулы, как предполагается 
многими авторами [7-9, 13], образу-
ются в результате слияния липофус-
циновых гранул с меланосомами.

Сравнение концентрации пара-
магнитных центров в меланосомах 
и меланолипофусциновых гранулах 
из клеток РПЭ глаз разных возраст-
ных групп доноров позволяет сде-
лать вывод о том, что концентра-
ция парамагнитных центров в од-
ной меланосоме, как правило, пре-
вышает концентрацию парамагнит-
ных центров в одной меланолипо-
фусциновой грануле. В среднем это 

Рис. Сравнение спектров ЭПР меланосом (A), 
меланолипофусциновых гранул (B) из клеток 
РПЭ человека и синтетического ДОФА-мела-
нина (С)

Fig. Comparison of the EPR spectra of 
melanosomes (A), melanolipofuscin granules 
(B) from human RPE cells and synthetic DOPA 
melanin (C)
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превышение могло достигать 50%.
Только в двух группах из девяти 

исследованных возрастных групп 
доноров концентрация спинов на 
одну гранулу была примерно оди-

накова для меланосом и меланоли-
пофусциновых гранул РПЭ.

Напомним, что меланолипофус-
циновые гранулы, как и липофус-
циновые, образуются с возрастом 

в клетках РПЭ человека, вероятнее 
всего, при слиянии меланосом и ли-
пофусциновых гранул.

Полученные нами данные позволя-
ют полагать, что меланолипофусци-

Таблица 1

Сравнение параметров спектров ЭПР меланинсодержащих гранул РПЭ глаза человека и синтетического ДОФА-меланина
Table 1

Comparison of the parameters of the EPR spectra of melanin-containing granules from human RPE and synthetic DOPA 
melanin

Гранулы РПЭ человека

Granules of human RPE

ΔН, Гс

ΔН, G

g-фактор

g-factor 

меланосомы

melanosomes
6,5±0,1 2,0042±0,0001

меланолипофусциновые гранулы

melanolipofuscin granules
6,4±0,2 2,0040±0,0003

Синтетический ДОФА-меланин

Synthetic DOPA-melanin
5,8 2,0026

Таблица 2

Сравнение количества парамагнитных центров в меланосоме (МС) и меланолипофусциновой грануле (МЛФ) РПЭ  
доноров разных возрастных категорий

Table 2

Comparison of the amount of paramagnetic centers in melanosome (MS) and melanolipofuscin granule (MLF)  
from RPE of donors in different age categories 

Образец

Sample

Возрастная категория  
(средний возраст; число глаз)

Age category 
(mean age; amount of eyes)

Концентрация парамагнитных центров в одной грануле, 
спин/гранула, 106

Concentration of paramagnetic centers in one granule, 
spins / granule, 106 

Отношение концентрации 
парамагнитных центров,  

[МС]/[МЛФ]

Ratio in concentration  
of paramagnetic centers, 

[MS] / [MLF]
МС гранула

MS granule

МЛФ гранула

MLF granule

I

35,4±1,2 года; 18 глаз 
35,4±1,2 years old; 18 eyes 

53,5±1,0 года; 21 глаз  
53,5±1,0 years old; 21 eyes 

63,6±0,6 года; 19 глаз 
63,6±0,6 years old; 19 eyes 

3,0 

2,8 

3,0 

2,0 

2,2 

2,3

1,50 

1,27 

1,30

II

48,4±1,4 года; 15 глаз 
48,4±1,4 years old; 15 eyes 

61,7±1,2 года; 14 глаз 
61,7±1,2 years old; 14 eyes 

3,2 

2,8

1,1 

1,8

2,91 

1,56

III 54±0,9 года; 16 глаз 
54±0,9 years old; 16 eyes 3,5 2,4 1,46

IV

44,1±0,6 года; 28 глаз 
44,1±0,6 years old; 28 eyes 

67,9±0,6 года; 16 глаз 
67,9±0,6 years old; 16 eyes 

59,1±1,1 года; 13 глаз  
59,1±1,1 years old; 13 eyes 

1,4 

0,8 

0,8 

0,9 

0,9 

0,8

1,56 

0,89 

1,00
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новые гранулы, вероятнее всего, об-
разуются в результате слияния одной 
меланосомы с одной липофусцино-
вой гранулой, так как концентрация 
меланина в меланолипофусциновой 
грануле никогда не превышала кон-
центрации меланина в меланосоме. 

Можно также предположить, что 
уменьшенная концентрация мела-
нина в меланолипофусциновых гра-
нулах по сравнению с меланосома-
ми в клетках РПЭ человека связана с 
его деструкцией под действием ак-
тивных форм кислорода, образую-
щихся в ходе фотоиндуцированно-
го восстановления кислорода флуо-
рофорами липофусцина.

ВЫВОДЫ

1. В меланолипофусциновых гра-
нулах так же, как и в меланосомах, 
содержится пигмент меланин (эуме-
ланин), о чем свидетельствует сход-
ство их парамагнитных свойств.

2. Содержание меланина в мела-
носомах выше, чем в меланолипо-

фусциновых гранулах, исходя из 
концентрации парамагнитных цен-
тров при расчёте на одну гранулу, в 
среднем в полтора раза.
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