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Представлены современные данные о возможном механизме гемолиза эритроцитов, индуцированного фо�
тоокисленным псораленом – медицинским фотосенсибилизатором фурокумаринового ряда. Гипотеза о ме�
ханохимическом механизме гемолиза рассмотрена с учетом новых данных о фотоиндуцированной агрега�
ции в растворах фотоокисленного псоралена. Обсуждается возможное химическое строение фотопродук�
тов�гемолизинов и агрегирующих фотопродуктов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: псорален, фотоокисленный псорален, фотопродукты, гемолиз эритроцитов, фото�
индуцированная агрегация, химическая регуляция гемолиза.

Псоралены – трициклические УФ�фотосен�
сибилизаторы растительного или синтетическо�
го происхождения, образованные в результате
конденсации фурана и кумарина и успешно
применяемые для лечения целого ряда патоло�
гий, обусловленных гиперреактивностью Т�кле�
точного звена иммунитета (витилиго, псориаза,
аллергического контактного дерматита и др.)
[1]. Лечение может осуществляться посредством
проведения ПУВА�терапии (транслитерация от
англ. PUVA = psoralen + UV�A) [1] или фотофе�
реза [2], при которых ПУВА�воздействию под�
вергаются кожа пациента или полученная от па�
циента лейкоцитарная масса соответственно. В
настоящее время считается, что ПУВА�терапия
реализуется за счет антипролиферативного и
проапоптотического эффектов в отношении ке�

ратиноцитов и иммунокомпетентных клеток, а
также вследствие индукции иммуносупрессии [1].

Серия проведенных в нашей лаборатории**
исследований показала, что терапевтической
эффективностью также обладает фотоокислен�
ный псорален (ФОП), получаемый in vitro [3–5].
Этот факт заставил нас переосмыслить все су�
ществовавшие ранее представления о фотохи�
мических механизмах, лежащих в основе ПУВА�
терапии и фотофереза, сфокусировав свое вни�
мание на исследованиях фотохимии и фотобио�
логии ФОП [6–9]. Ряд интересных эффектов,
согласующихся с нашими результатами, был по�
лучен и другими исследователями [10–13]. ФОП
представляет собой сложную смесь фотопродук�
тов псоралена, образующихся при фотоокисле�
нии его растворов, но лишь несколько фотопро�
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дуктов были химически охарактеризованы и
протестированы в моделях in vitro и in vivo [14].
Это объясняется чрезвычайной сложностью
разделения и химической идентификации от�
дельных фотопродуктов вследствие их малого
выхода и нестабильности при проведении ана�
литических процедур [14–16]. По этой же при�
чине исследование фотохимических закономер�
ностей образования отдельных биологически
активных фотопродуктов возможно лишь с ис�
пользованием содержащей их сложной смеси.

Как ПУВА�воздействие, так и обработка
ФОП способны повреждать мембраны эритро�
цитов и индуцировать их гемолиз в разбавлен�
ной суспензии (107 кл/мл) [5, 17–24]. Эритроци�
ты не являются мишенью ПУВА�терапии и фо�
тофереза, а применяемые при их проведении
концентрации псоралена приблизительно на
два порядка ниже используемых в эксперимен�
тах по индукции гемолиза. Тем не менее модель
гемолиза эритроцитов, индуцированного ПУВА�
воздействием или обработкой ФОП, может слу�
жить простой и легко воспроизводимой мо�
делью для изучения фотохимических механиз�
мов образования биологически активных фо�
топродуктов, а также влияния ряда физико�хи�
мических факторов (интенсивность УФ�А�излу�
чения, концентрация псоралена и др.) на их об�
разование в ходе фотохимических реакций.
Кроме того, исследования химической регуля�
ции процесса гемолиза могут предоставить ин�
формацию о возможном химическом строении
биологически активных фотопродуктов.

Далее мы рассмотрим современные предс�
тавления о возможном механизме гемолиза
эритроцитов, индуцированного ФОП, и пред�
положительном химическом строении фотопро�
дуктов�гемолизинов.

НИЗКОИНТЕНСИВНЫЙ 
ПУВА�ГЕМОЛИЗ (НИ�ПУВА�ГЕМОЛИЗ)

НИ�ПУВА�гемолиз индуцируется при воздей�
ствии на эритроциты УФ�А�излучением низкой
интенсивности (интенсивность УФ�А < 40 Вт/м2)
в присутствии псоралена и имеет те же черты и
закономерности, что и другие виды фотогемо�
лиза, например, УФ�гемолиз и гемолиз, индуци�
рованный другими фотосенсибилизаторами [25]:
1) гемолизу подвергаются все клетки суспензии;
2) пороговая доза, т.е. доза, ниже которой гемо�
лиз не индуцируется, отсутствует; 3) кривая ге�
молиза имеет сигмоидную форму; 4) скорость
НИ�ПУВА�гемолиза прямо пропорциональна
квадрату дозы облучения. НИ�ПУВА�гемолиз
протекает по коллоидно�осмотическому меха�

низму (рис. 1), в процессе чего в мембране эрит�
роцитов формируются каналы, проницаемые для
катионов, но непроницаемые для крупных ос�
мотически активных молекул (например, сахаро�
зы) [19]. Отличительной особенностью НИ�ПУВА�
гемолиза является его термоактивируемость, т.е.
гемолиз индуцируется лишь в том случае, когда
подвергнутые НИ�ПУВА�воздействию эритро�
циты затем инкубируют при 37°. Наиболее веро�
ятной мишенью НИ�ПУВА�гемолиза считается
белок полосы 3 анионного канала эритроцитов,
состоящий из двух субъединиц и повреждаемый
при воздействии на него целого ряда фотосен�
сибилизаторов [26, 27].

ВЫСОКОИНТЕНСИВНЫЙ 
ПУВА�ГЕМОЛИЗ (ВИ�ПУВА�ГЕМОЛИЗ)

При повышении интенсивности УФ�А�из�
лучения характер гемолиза меняется, и при зна�
чениях интенсивности более 120 Вт/м2 наблю�
даются черты, не характерные для НИ�ПУВА�
гемолиза, а именно: 1) появляется пороговая до�
за облучения; 2) в узком диапазоне надпорого�
вых доз наблюдается незавершенный гемолиз (в
суспензии лизирует лишь некоторая доля кле�
ток), и при дальнейшем повышении дозы гемо�
лиз становится завершенным (в суспензии ли�
зируют все клетки); 3) при увеличении дозы об�
лучения скорость завершенного гемолиза пара�
доксально падает; 4) образующиеся в мембране
каналы имеют размеры, большие размеров мо�
лекулы сахарозы [19]. Таким образом, механизм
ВИ�ПУВА�гемолиза разительно отличается от
коллоидно�осмотического и напоминает гемо�
лиз, индуцируемый специфическими детерген�
тами (например, дигитонином) [18]. Влияние
температуры постлучевой инкубации на реали�
зацию ВИ�ПУВА�гемолиза имеет сложный ха�
рактер: при увеличении температуры дозовая
зависимость сдвигается в сторону больших доз,
при этом скорость гемолиза повышается. Это
позволило предположить, что с увеличением
температуры постлучевой инкубации количест�
во каналов проницаемости уменьшается, хотя
скорость гемолиза растет по причине снижения
вязкости мембран и увеличения скорости лате�
ральной диффузии, и, соответственно, увеличе�
ния скорости формирования крупных каналов
проницаемости. С учетом вышеизложенного
неслучайно, что для ПУВА�гемолиза не выпол�
няется закон взаимозаменяемости интенсив�
ности и длительности облучения [20]. В попытке
объяснить различие между двумя типами ПУВА�
гемолиза, было высказано предположение, что в
индукцию ВИ�ПУВА�гемолиза значительный
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вклад вносят продукты фотоокисления псорале�
на (рис. 1), образующиеся и реализующие свою
гемолитическую активность in situ в процессе
ПУВА�воздействия [28].

ГЕМОЛИЗ, ИНДУЦИРОВАННЫЙ 
ФОТООКИСЛЕННЫМ ПСОРАЛЕНОМ

(ФОП�ГЕМОЛИЗ)

Целая серия работ позволила установить, что
описанные выше черты, характерные для ВИ�
ПУВА�гемолиза, одинаково характерны и для
ФОП�гемолиза [5, 21–24]. Особенно важным пред�
ставляется тот факт, что образование ФОП�ге�
молизинов возможно лишь в присутствии кис�
лорода в растворе в процесе УФ�А облучения
(рис. 1), т.е. ФОП�гемолизинами могут быть лишь
продукты фотоокисления псоралена [21]. Кроме
того, было выяснено, что образование ФОП�ге�
молизинов происходит более эффективно при уве�
личении интенсивности УФ�А�излучения и/или
концентрации псоралена в процессе получения
ФОП [5]. Также было обнаружено, что растворы
ФОП содержат несколько гемолизинов, разли�
чающихся по своей стабильности в процессе
хранения при разных температурах (в диапазоне
от 4 до 45°) и по своей гемолитической эффек�
тивности [23, 24, 29]. При этом ни один из обна�
руженных эффектов не помог пониманию при�
чины парадоксального снижения скорости ге�
молиза при увеличении дозы облучения.

Ранее нами был обнаружен факт гемолиза
эритроцитов, который индуцируется широко
используемым антиоксидантом ионолом (2,6�ди�
трет�бутил�4�метилфенолом) [30]. В высоких

концентрациях (16–100 мкМ) ионол способен
индуцировать гемолиз эритроцитов, причем с
увеличением его концентрации скорость гемо�
лиза падала, как и в случае ФОП�гемолиза. В
попытках объяснить феноменологическое сход�
ство двух процессов была выдвинута гипотеза о
механохимическом механизме гемолиза.

ГИПОТЕЗА О МЕХАНОХИМИЧЕСКОМ 
МЕХАНИЗМЕ ФОП�ГЕМОЛИЗА

Гипотеза предполагает, что образующиеся в
процессе фотоокисления псоралена ФОП�гемо�
лизины агрегируют в растворах, и именно агре�
гаты механически повреждают мембрану эрит�
роцитов, вызывая гемолиз (рис. 2, а). При ма�
лых подпороговых дозах облучения количество
агрегатов так мало, что гемолиз не наблюдается.
При надпороговых дозах количество агрегатов
быстро увеличивается с ростом дозы облучения;
при этом быстро увеличивается количество ли�
зировавших эритроцитов. Параллельно в раст�
воре происходит процесс укрупнения агрегатов,
которые становятся неспособны индуцировать
гемолиз клеток, и именно этим может объяс�
няться падение скорости гемолиза с увеличени�
ем дозы облучения.

С появлением в арсенале нашей лаборато�
рии метода регистрации резонансного светорас�
сеяния (РСР) [31] был обнаружен факт фотоин�
дуцированной агрегации в растворах ФОП [32].
С учетом ряда закономерностей образования
ФОП�гемолизинов, полученных нами ранее и
описанных в разделе о ФОП�гемолизе, мы под�
робно исследовали процессы фотоиндуциро�
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Рис. 1. Основные типы гемолитического повреждения мембран эритроцитов, индуцируемого фотодинамическим воздей�
ствием (ПУВА�гемолиз) или фотоокисленным псораленом (ФОП�гемолиз)



НЕВЕЖИН  и  др.

ванной агрегации в растворах ФОП методом ре�
гистрации РСР.

Обнаружено, что зависимость формирова�
ния агрегатов и гемолизинов от интенсивности
УФ�А�излучения и концентрации псоралена
имеет сходный характер. Однако существует и
принципиальное различие: формирование агре�
гатов не зависит от присутствия кислорода в
процессе облучения в отличие от процессов
формирования гемолизинов. Это наблюдение
является определяющим доводом против гипо�
тезы о механохимическом механизме ФОП�ге�
молиза. Вместе с тем результаты исследований
позволили нам предположить, что фотопродук�
тами псоралена, ответственными за формирова�
ния сигнала РСР, могут являться C4�циклобута�
новые димеры псоралена (рис. 2, б), хорошо из�
вестные из литературы [14, 33]. Действительно,
все физикохимические закономерности их об�
разования близко совпадают с таковыми, харак�
терными для агрегатов: формирование димеров
не только не зависит от присутствия кислорода в
процессе облучения, но даже тушится им, и луч�

ше происходит при увеличении концентрации
псоралена и/или интенсивности УФ�А�излуче�
ния [14–16, 33]. Учитывая относительную ста�
бильность агрегатов во времени (что также от�
личает их от крайне нестабильных гемолизи�
нов), предполагается провести сравнение кине�
тики образования агрегатов (методом регистра�
ции РСР) и димеров (например, методом масс�
спектрометрии), что запланировано в дальней�
шем наряду с оценкой размеров агрегатов (мето�
дом динамического светорассеяния).

МЕХАНИЗМЫ ФОТООКИСЛЕНИЯ 
ПСОРАЛЕНА И ОСНОВНЫЕ ТИПЫ 

ФОП�ПРОДУКТОВ

В данной главе рассмотрены механизмы об�
разования некоторых ФОП�продуктов в про�
цессе фотоокисления псоралена в водной фазе.
Условно все фотоокислительные реакции, при�
водящие к образованию ФОП, можно разделить
на три группы: 1) реакции с расщеплением фу�
ранового кольца; 2) реакции с расщеплением
пиронового кольца и 3) глубокий фотолиз псо�
ралена (рис. 3).

Механизм образования ФОП�продуктов с
расщеплением фуранового кольца связывают с
атакой синглетного кислорода, образующегося
в процессе фотоокисления псоралена в раство�
рах, двойной связи фуранового кольца с образо�
ванием промежуточного диоксетана [34, 35].
Одновременное раскрытие О–О и С–С связей
диоксетана приводит к формированию диальде�
гида с последующим гидролизом эфирной связи
и формированием конечного продукта – 6�фор�
мил�7�гидроксикумарина (рис. 3, I). Предпола�
гается, что по аналогичному механизму проис�
ходит фотоокислительное раскрытие фураново�
го кольца и в случае 5�метоксипсоралена и 8�ме�
токсипсоралена [14, 34, 35].

ФОП�продукты с расщеплением пироново�
го кольца могут образовывать по двум механиз�
мам: 1) поглотившая фотон молекула псоралена
в электронно�возбужденном состоянии может
подвергаться сольволизу водой с образованием
фурокумариновой кислоты [14–16]. Дальней�
шее окисление двойной связи раскрывшегося
пиронового кольца растворенным в воде кисло�
родом (возможно, через стадию интермедиата)
может приводить к формированию 5�формил�6�
гидроксибензофурана (рис. 3, II); 2) этот же
продукт может получаться в результате атаки
двойной связи пиронового кольца в электрон�
но�возбужденной молекуле псоралена молеку�
лой воды или кислорода с последующим гидро�
лизом эфирной связи [15].
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Рис. 2. Схематичное представление о механохимическом
механизме ФОП�гемолиза (а) и строение димеров псора�
лена, образующихся в растворах при его фотолизе (б)

а

б
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К продуктам глубокого фотолиза псоралена
относят фотопродукты с расщеплением и фура�
нового и пиронового кольца, относящиеся к
бензальдегидам и бензодиальдегидам, а также
образующиеся в процессе фотоокисления нез�
начительные количества альдегидов (формаль�
дегида и ацетальдегида) и соответствующих кар�
боновых кислот [15, 16]. Кроме того, в растворах
ФОП происходит образование и накопление пе�
роксида водорода (Н2О2), причем Н2О2 продол�
жает накапливаться в растворе даже после окон�
чания облучения, что может являться результа�
том автоокисления фотопродуктов псоралена
альдегидной природы [36]. Фотопродукты�аль�
дегиды обладают поглощением в УФ�А области
спектра, поэтому оно может служить инициато�

ром автоокисления, а затем процесс носит цеп�
ной характер [16, 36].

ХИМИЧЕСКАЯ РЕГУЛЯЦИЯ 
ФОП�ГЕМОЛИЗА

В контексте химической регуляции ФОП�ге�
молиза важными представляются два аспекта.
Первый связан с модулированием ФОП�гемо�
лиза ионами Fe(II): добавление Fe(II) к ФОП в
присутствии эритроцитов приводило к актива�
ции ФОП�гемолиза, тогда как инкубация ФОП
с ионами Fe(II) в течение 20 мин приводила к
его полной отмене [37]. Это может говорить о
формировании более эффективных, но корот�
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Рис. 3. Предполагаемые фотохимические механизмы, приводящие к образованию ФОП�продуктов альдегидной природы
(6�формил�7�гидроксикумарин, I; 5�формил�6�гидроксибензофуран, II)



НЕВЕЖИН  и  др.

коживущих гемолизинов при взаимодействии
ФОП с ионами Fe(II). С учетом ранее получен�
ных данных о хемилюминесценции, индуцируе�
мой добавлением ионов Fe(II) к растворам
ФОП, можно предположить пероксидную при�
роду ФОП�гемолизинов [29, 37, 38]. В то же вре�
мя с применением каталазы нами было показа�
но, что образующийся в процессе фотоокисле�
ния псоралена пероксид водорода не является
гемолизином и не участвует в процессе его обра�
зования [22]. Поэтому, можно предположить,
что короткоживущие пероксиды могут являться
интермедиатами процесса формирования аль�
дегидов, например, при окислении фурокума�
риновой кислоты (рис. 3). О пероксидной при�
роде также может косвенно свидетельствовать
то, что ФОП�гемолизины более устойчивы при
низких температурах (около 4°), чем при высо�
ких (около 45°) [24, 29].

Вторым аспектом является модулирование
глутатионом как ПУВА�гемолиза [39], так и
ФОП�гемолиза [22, 29]. Активацию ПУВА�ге�
молиза восстановленной формой глутатиона
(GSH) связывали с предположительным образо�
ванием свободных радикалов в процессе облу�
чения. Для ФОП�гемолиза наблюдалась более
сложная картина. Инкубация ФОП, полученно�
го при 25°, как с восстановленной, так и с окис�
ленной (GSSG) формами глутатиона приводила
к активации ФОП�гемолиза [22]. Это может го�
ворить о формировании более эффективных ге�
молизинов при взаимодействии ФОП и глутати�
она, что подкрепляется известными данными
[40–42]. В то же время гемолитический эффект
ФОП, полученного при 4°, отменялся при его
инкубации как с GSH, так и с GSSG [29]. С уче�
том того, что температура не влияет на первич�
ные фотохимические процессы, можно предпо�

ложить, что температура влияет на постлучевой
этап преобразования одного типа ФОП�продук�
тов в другой. При этом одинаковая активность
GSH и GSSG позволяет предположить, что ти�
ольная группа может не участвовать в химичес�
кой модификации ФОП�продуктов, а взаимо�
действие происходит по аминогруппе. Это вы�
водит на передний план ФОП�продукты альде�
гидной природы, поскольку реакция альдегидов
c аминами с образованием оснований Шиффа
является общеизвестной.

Механизм ФОП�гемолиза, по�прежнему, ос�
тается неизвестным, хотя серия экспериментов
по исследованию фотоиндуцированной агрега�
ции в растворах ФОП позволила признать не�
состоятельной гипотезу о механохимическом
механизме ФОП�гемолиза. ФОП представляет
собой смесь фотопродуктов, различающихся по
своей химической природе, а также по фотохи�
мическим механизмам их образования. Высокая
реакционная способность таких фотопродуктов
как в отношении биологических мишеней, так в
отношении друг друга, оставляет широкое поле
для возможной трактовки полученных результа�
тов. Особое внимание в последующих исследо�
ваниях планируется уделять механизмам обра�
зования и активности фотопродуктов альдегид�
ной природы, способ получения которых извес�
тен из литературы [15, 43]. Кроме того, предс�
тавляют интерес механизмы образования и хи�
мическая структура пероксидных фотопродук�
тов, поскольку промотирующая роль перокси�
дов в гемолизе, индуцированном альдегидами,
также известна [44].

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ (грант 12�02�00629).
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