
ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ  

Проверьте 
наличие 

обновлений 

 

Издание 00, месяц, 2018 год TRANSFUSION 1 

 

Метаболический эффект щелочных добавок и гуанозина / 

глюконата в растворах для хранения эритроцитов 

Анджело Д’Алессандро,
1
 Джули А. Рейс,

1
 Рэйчел Калп-Хилл,

1
 Герберт Корстен,

2
 Робин 

ван Брюгген,
3,4

 и Дирк де Корте
2,3,4

 

ПРЕДПОСЫЛКИ: Более ста лет разработок в области 
добавочных растворов для хранения эритроцитов 
позволили сделать трансфузионную терапию 
безопасной и эффективной практикой для миллионов 
пациентов во всем мире. Тем не менее, хранение 
крови в банке приводит к постепенному накоплению 
метаболических изменений — явлению, которое 
ослабляется при хранении при помощи новых 
добавок для хранения, таких как щелочные 
добавочные растворы. Несмотря на то, что были 
разработаны новые типы щелочных добавок, 
метаболомическая характеризация до настоящего 
времени не проводилась. 

ДИЗАЙН ИССЛЕДОВАНИЯ И МЕТОДЫ С помощью 
УВЭЖХ-МС мы провели метаболомический анализ 
эритроцитов, хранящихся в SAGM — солевом 
растворе аденина, глюкозы и маннитола 
(стандартная добавка в Европе) (PAGGSM) или 
щелочных добавках SOLX, E-SOL 5 и PAG3M в 
течение 1, 21, 35 (окончание срока годности в 
Нидерландах) или 56 дней. 

РЕЗУЛЬТАТЫ: Щелочные добавки (особенно PAG3M) 
лучше сохраняют 2,3-дифосфоглицерат и 
аденозинтрифосфат (АТФ). Дезаминированные 
пурины, такие как гипоксантин, являются 
предикторами гемолиза и морфологических 
изменений. Добавление гуанозина в PAGGSM и 
PAG3M стимулировало образование АТФ за счет 
участия в неокислительном пентозофосфатном пути 
посредством фосфоролиза. В щелочных добавках 
наблюдалось снижение соотношения урата к 
гипоксантину, что свидетельствует о снижении 
образования урата и перекиси водорода. Несмотря 
на многочисленные преимущества пуринового и 
окислительно-восстановительного метаболизма, 
щелочные добавки не препятствуют накоплению 
свободных жирных кислот и окисленных побочных 
продуктов, открывая окно для разработки новых 
щелочных составов, включая (липофильные) 
антиоксиданты. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ: Подщелачивание с применением 
различных стратегий (замена хлорид-анионов либо 
высоким содержанием бикарбоната, высоким 
содержанием цитрата / фосфата либо глюконатом, 
неспособным к проникновению через мембрану) дает 
различные метаболические результаты, которые во 
всех случаях превосходят существующие 
стандартные добавки. 

Столетние достижения в области трансфузионной 

медицины и, в частности, в области добавок для 

хранения эритроцитов
1-3

 сделали трансфузионную 

терапию безопасной и эффективной опорой 

современной медицинской практики для более чем 

11 миллионов американцев ежегодно.
4
 В 1981 году 

была разработана первая современная добавка, 

содержащая солевой раствор, аденин, глюкозу и 

маннитол (SAGM). Это позволило хранить 

эритроциты вплоть до 6 недель благодаря 

маннитолу, который балансировал осмолярность и 

снижал гемолиз.
5
 В Соединенных Штатах был 

впоследствии разработан добавочный раствор (AS-

1) аналогичный SAGM
6
. В последующие 

десятилетия были разработаны AS-3 и AS-5
6-8

, при 

этом AS-3 содержал фосфатные буферы и цитрат 

(вместо маннитола), что стимулировало синтез 

высокоэнергетических фосфатных соединений и 

делало эту добавку более приемлемой для 

использования у детей. За прошедшие годы были 

разработаны модификации SAGM, в том числе 

использующие гуанозин в качестве источника 

рибозофосфата, вторичного к фосфоролизу 

(PAGGSM), который, таким образом, поддерживает 

поздние реакции гликолиза, генерирующие 

образование аденозинтрифосфат (АТФ), без 

необходимости чистого расхода АТФ.
9
 

СОКРАЩЕНИЯ: ДФГ = дифосфоглицерат; GSSG = 

глутатион дисульфид; PLS-DA = дискриминантный 
анализ методом частных наименьших квадратов; ПФП =  
пентозофосфатный путь; ФС =  фосфатидилсерин. 
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В последние годы были разработаны новые добавки, 

такие как AS-7 (коммерческое название SOLX)
10
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эритрозол-5 (ESOL 5)
11

, на основе концепции 

хлоридного сдвига
12-14

, которая способствует 

подщелачиванию внутриклеточного рН путем 

стимулирования выноса хлоридов в добавках с 

низким содержанием хлоридов / без хлоридов / с 

высоким содержанием бикарбоната с 

положительным влиянием на энергетический и 

окислительно-восстановительный обмен 

(описываемый в настоящей статье).
15

 Подобные 

эффекты могут быть получены путем замены 

солевого компонента на анионы, содержащие соли, 

неспособные к проникновению через мембрану, 

такие как глюконат натрия, который генерирует 

обратимый внутриклеточный алкалоз.
16-18

 

Учитывая, что ежегодно более от доноров 

получают 112,5 миллионов единиц крови и что 

средняя потеря функциональной активности по 

окончании срока хранения составляет минимум 

17 %
19 

при использовании имеющихся на данный 

момент добавок (данные получены на основе 

исследований восстановления функциональной 

полноценности эритроцитов после переливания 

крови),
20

 новые добавки для увеличения срока 

хранения по-прежнему предоставляют 

практическую возможность для внесения 

значительного вклада в область трансфузионной 

медицины за счет улучшенного качества хранимых 

эритроцитов.
21

 Изменения пуринового обмена, 

возникающие в результате потребления АТФ и 

распада на пурины, такие как гипоксантин, являются 

маркерами метаболического старения эритроцитов.
22

 

Снижение уровня недезаминированных пуринов 

невозможно скорректировать за счет 

дополнительной адениновой нагрузки добавок для 

улучшения хранения.
23

 Активация пуриновых 

дезаминаз, таких как эритроцит-специфическая 

АМФ-дезаминаза 3, в свою очередь, приводит к 

образованию потенциально токсичных побочных 

продуктов, таких как гипоксантин. Недавно было 

выявлено, что гипоксантин является отрицательным 

прогностическим фактором восстановления 

функциональной полноценности хранимых 

эритроцитов после переливания крови у мышей и 

человека
24

 и субстратом для циркулирующей 

ксантиноксидазы для выработки урата и перекиси 

водорода
25

. С учетом этого факта, было предложено 

проводить омоложение эритроцитов по окончании 

срока годности, которое основано на использовании 

инозина и пирувата для пополнения позднего 

гликолиза за счет полученных в ходе фосфоролиза 

пентозофосфатных сахаров и для стимулирования 

окисления NADH обратно в NAD1 через 

лактатдегидрогеназу, соответственно. Однако 

избыточное превращение инозина в гипоксантин 

приводит к необходимости отмывания 

омоложенных частиц перед переливанием.
26

 

Кроме того, использование альтернативных 

сахаров (или сахарных спиртов) вместо глюкозы, 

таких как манноза, фруктоза или сорбит (в качестве 

замены маннитолу)
27,28

, было предложено в качестве 

перспективной стратегии для предотвращения 

ранней гликолитической блокады, чему 

способствует ингибирование фосфофруктокиназы 

по типу обратной связи путем внутриклеточного 

окисления — эволюционного механизма, который 

используется животными, например голыми 

землекопами, для противодействия экстремальной 

кислородной недостаточности
29

. И наконец, 

антиоксиданты, такие как витамин С,N-

ацетилцистеин и витамин Е, были предложены в 

качестве добавок для улучшения хранения 

эритроцитов, поскольку они ослабляют 

окислительное разрушение в ходе хранения, 

особенно в отношении липидного компонента
30-34

, 

что имеет значение, учитывая корреляцию между 

окислением липидов и восстановлением 

функциональной полноценности эритроцитов после 

переливания 

крови. 35 

 

В настоящее время доступность новых 

технологий «омики» обеспечивает более глубокое 

понимание протеома и метаболома эритроцитов.
36,37

 

Например, хотя эритроциты лишены митохондрий, 

на данный момент стало известно, что они 

метаболизируют карбоновые кислоты из цитратных 

антикоагулянтов или добавок для улучшения 

хранения
38,39

 кислородозависимым способом.
40

 

Технологии «омики» помогли исследователям в 

области трансфузионной медицины 

охарактеризовать многогранную природу 

ухудшения функциональных характеристик при 

хранении
41

, а также прокладывают путь для 

будущих разработок в данной области за счет 

качественной и количественной характеристики 

эволюции данного процесса при использовании 

различных добавок для хранения.
42-45

 Недавно мы 

провели сравнительный анализ гемолиза, ионного 

гомеостаза и осмотической хрупкости эритроцитов, 

хранимых в пяти различных добавках.
46

 В данном 

анализе мы расширяем эти наблюдения, 

предоставляя метаболомические доказательства 

положительного эффекта щелочных добавок по 

сравнению с AS-3 и корреляцию данных 

метаболомики с ранее измеренными 

функциональными параметрами. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Коммерческие реактивы были закуплены у 

компании «Сигма-Олдрич», если не указывается 

иное. 

Сбор, обработка и хранение крови 

Сбор, обработка и хранение крови были подробно 

описаны в других источниках.
46

 Вкратце, у здоровых 

добровольцев-доноров (n 5 15) в соответствии с 

Хельсинкской декларацией было взято 500 мл крови 

в антикоагулянте цитрат-фосфат-декстроза (ЦФГ). 

Для каждой серии образцы были разделены на три 

партии, состоящие из 5 ABO-совместимых 

объединенных единиц крови, очищенных от плазмы 

и лейкоцитарной оболочки. Затем добавляли 110 мл 

различных растворов — SAGM, E-SOL5, PAGGSM 

(«Фрезениус Каби» Эммер-Компаскуум), SOLX 
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(AS-7) или PAGGGM (оба приготовлены на 

собственной базе) с последующей лейкоредукцией 

(<1 х 10
6
 остаточных лейкоцитов). Составы 

добавочных растворов подробно описаны 

Лагербергом и др.
46

 Единицы были асептически 

отобраны в течение срока хранения в 1-й, 21-й, 35-й 

(конец срока годности эритроцитов в Нидерландах) 

и 56-й день. Обоснование этого графика отбора 

образцов было основано на наблюдении, что 

«снижение уровня 2,3-ДФГ было остановлено при 

хранении в E-Sol 5 и AS-7, в то время как при 

использовании PAG3M уровень 2,3-ДФГ повышался 

выше исходного уровня до 35-го дня и 

обнаруживался до 56-го дня», как сообщили 

Лагерберг и др.
46

 В данной работе мы хотели 

проверить, могут ли эти наблюдения для 2,3-

дифосфоглицерата (ДФГ) распространяться и на 

другие метаболические пути. Эритроциты и 

надосадочные жидкости разделяли 

центрифугированием при скорости 2000 g в течение 

10 минут при температуре 48 °C на каждом 

временном отрезке, и клеточную массу отправляли в 

замороженном виде в лабораторию метаболомики 

на метаболический анализ, как описано ниже. 

Измерения осмотической хрупкости, 

морфологии и газов были выполнены, как 

сообщалось ранее.
46

 

Экстракция метаболитов 

50 мкл эритроцитов экстрагировали в 450 мкл 

буфера для лизиса (метанол : ацетонитрил : вода — 

5:3:2) до ледяной экстракции посредством 

перемешивания на вортексе в течение 30 минут при 

4 °C.
15,38

 Нерастворимые белки осаждали 

центрифугированием (10 минут при 4 °C и 10000 g), 

надосадочные жидкости собирали и хранили при -

80 °C до анализа. 

Метаболомика и СВЭЖХ-МС 

Анализы проводили при помощи системы 

жидкостной хроматографии (Vanquish UHPLC, 

Thermo Fisher), подключенной в онлайн режиме к 

масс-спектрометру (Q Exactive, Thermo Fisher). 

Разрешение образцов проводили на колонке по 

структуре ядро-оболочка (2,1 х 150 мм, 1,7 мкм; 

Kinetex C18, Phenomenex) при 25 °C, используя 3-

минутный изократический режим: 5 % 

ацетонитрила, 95 % воды и 0,1 % муравьиной 

кислоты при скорости потока 250 мкл/мин,
47

 или 

при помощи 9-минутного градиента при скорости 

потока 400 мкл/мин от 5 до 95 % B (A: вода/0,1 % 

муравьиная кислота; B: ацетонитрил/0,1 % 

муравьиная кислота).
38

 Масс-спектрометрический 

анализ и обработку данных выполняли согласно 

описанию.
38

 Описания метаболитов выполняли при 

помощи компьютерного программного обеспечения 

(MAVEN, Принстонский университет) указанным 

образом.
48

 

Статистические анализы 

Графики и статистический анализ, включая метод 

проекций на латентные структуры для 

дискриминационного анализ (PLS-DA) и 

двухфакторный (временной ряд + один фактор) 

статистический анализ выполняли при помощи 

компьютерного программного обеспечения 

(GraphPad Prism 5.0, GraphPad Software, Inc.) и 

Metaboanalyst 3.0.
49

 Линейные графики получали 

путем интерполяции доступных опорных точек для 

всех проверенных дней хранения (многочлены 

третьей степени) с помощью программного 

обеспечения GraphPad Prism. Анализ 

метаболических связей был описан недавно.
50

 В 

нескольких словах, корреляционный анализ 

(коэффициент корреляции Пирсона или Спирмена 

— после проверки нормальности распределения 

данных с помощью теста Колмогорова-Смирнова) и 

вычисление отклонений Δ|r|>30 % были выполнены 

при помощи ПО GraphPad Prism 5.0 и Excel 2017 

(Microsoft), а графики на основании результатов 

были составлены при помощи программного 

обеспечения (GENE-E, Институт Брода). Вкратце, 

основополагающее допущение анализа 

метаболических связей
50

 состоит в том, что, хотя 

корреляция не обязательно подразумевает 

причинную зависимость, уровни метаболитов из 

связанных путей значительно коррелируют из-за 

биохимических ограничений ферментативных 

реакций, необходимых для потребления одного 

метаболита для производства другого. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Газовый и ионный гомеостаз, осмотическая 
хрупкость, воздействие фосфатидилсерина 
и морфология 

Для эритроцитов, хранящихся в различных 

добавках, измеряли гематокрит, средний объем 

эритроцитов (MCV), pH, % гемолиза, осмотическую 

хрупкость, воздействие фосфатидилсерина (ФС) и 

морфологические изменения (в процентах 

эхиноцитов) (частично сообщалось ранее
46

 и 

повторно описано на Рис. S1 и S2, доступно в 

качестве вспомогательной информации в онлайн-

версии настоящего документа). Несмотря на 

ограничения функциональных in vivo измерений 

качества хранения эритроцитов и эффективности 

трансфузии (например, восстановление 

функциональной полноценности эритроцитов после 

переливания), измеренные нами параметры 

отражают важные суррогатные показатели 

«функциональной» значимости (например, процент 

спонтанного и осмотического гемолиза). 

Среднеклеточный объем эритроцитов был самым 

высоким при хранении с SAGM в течение всего 

периода хранения (Рис. S2). Эритроциты, хранимые 

с добавкой SAGM, обладали наибольшей 

осмотической хрупкостью к концу срока хранения с 

тенденцией к повышению в течение периода 

хранения (в соответствии с предыдущими 

наблюдениями),
51

 в то время как при использовании 

других добавок наблюдались тенденции к снижению 

(Рис. S1). Подщелачивание при использовании 

различных добавок было достигнуто за счет 

высокой бикарбонатной нагрузки (SOLX), низкого 

содержания хлоридов (PAGGSM), либо отсутствия 

хлоридов (PA3GM, SOLX и E-SOL 5; Рис. S2). При 
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использовании PAG3M и PAGGSM наблюдался 

более низкий уровень pH в конце хранения по 

сравнению с SOLX и E-SOL 5, хотя в целом 

тенденции для всех добавок были сопоставимы. 

Самая низкая степень гемолиза и самое высокое 

воздействие (несмотря на узкий диапазон) в конце 

срока хранения наблюдались для добавок E-SOL 5 и 

PAG3M (последний параметр нормализовался для 

всех добавок при инкубации при 37 °C), несмотря на 

то, что после морфологического анализа в течение 

хранения для всех добавок был продемонстрирован 

одинаковый процент эхиноцитов (Рис. S1). 

Краткий обзор метаболомики 

Анализы метаболики проводили в течение срока 

хранения в 1-й, 21-й, 35-й (конец срока годности 

эритроцитов в Нидерландах) и 56-й день. 

Результаты подробно описаны в Таблице S1, 

доступной в качестве вспомогательной информации 

в онлайн-версии настоящего документа. Была 

проведена иерархическая кластеризация 

метаболических трендов для всех добавок (Рис. S3, 

доступная в качестве вспомогательной информации 

в онлайн-версии настоящего документа), и 

подробное описание основных существенных 

характеристик (повторные измерения 

дисперисонного анализа ANOVA; p < 0,01; 

скорректировано ожидаемое нулевой гипотезы) 

представлено на Рис. 1. На основании этих 

метаболических фенотипов мы сгруппировали 

образцы с помощью PLS-DA (Рис. 2A; двумерные 

графики для PC1 по сравнению с PC2, PC1 по 

сравнению с PC3, и PC2 по сравнению с PC3 

представлены на Рис. S4 [доступно в качестве 

вспомогательной информации в онлайн-версии 

этого документа]), и было показано, что PAG3M 

была единственной добавкой, не демонстрирующей 

типичную U-образную прогрессию по PC1 и PC2, 

ранее описанную как нами, так и другими 

авторами.
22,43

 Примечательно, что гликолитические 

измерения с помощью классических 

спектрофотометрических подходов и УВЭЖХ-МС 

(Рис. 2B и C, соответственно) соответственно 

показали более высокое потребление глюкозы и 

образование АТФ, ДФГ и лактата в PAG3M, 

который содержал половину начальной дозы 

глюкозы в виде SOLX и E-SOL 5. В частности, 

несмотря на более низкий внутриклеточный рН, 

PAG3M лучше сохранял уровни ДФГ в течение 

всего периода хранения, затем следовали SOLX и E-

SOL 5 (Рис. 2B). Никаких существенных изменений 

в соотношениях восстановленного к окисленному 

глутатиону (глутатион / дисульфид глутатиона 

[GSSG]) между добавками не наблюдалось, хотя 

раствор PAG3M показал самое высокое 

соотношение фосфорной кислоты и седогептулозы / 

6-фосфоглюконата, а E-SOL 5 — самое низкое (Рис. 

2C). 
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ВРЕМЯ 

2-метиленглютарат 

Глюкоза 
1,4-бета-D-ксилан 
Цитрат 

Дегидроаскорбат 
Аскорбат 
Метионин S-оксид 

Аденин 
Глицерол 3-фосфат 
Глутамат 

Метионин 
Глютамин 
2-оксоглуторат 

N-метилэтаноламина фосфат 
Глутатион 
Урат 

213-фосфо-D-глицерат 
Фумарат 
Малат 

Гептановая кислота 
Сфингозин 1-фосфат 
Инозин 

2-гидроксиглутарат / Цитрамалат 
5-фосфо-альфа-D-рибоза 1-дифосфат 
2,3-бисфосфоглицерат 

Ксантин 
Гуанин 
АТФ 

N-Ацетилнейраминат 
6-фосфо-D-глюконат 
D-Рибоза 

IMP 
Нонановая кислота (пеларгонат) 
Дифосфат 

Пируват 
Гипоксантин 
гамма-оксалокротонат 

АДФ 
Глицин 
дГМФ 

Октадеценовая кислота 
Цистеин 
6-Гидроксикинуреновая кислота 

ацетилкарнитин 
Лактат 
5-Оксопролин 

Простагландин Е2 
Декановая кислота (капрат) 
N5-метил-L-глутамин 

Эйкозатетраеновая кислота 
Эйкозапентаеновая кислота 
(5Z-43Z-11Z-14Z-17Z)-Эйкозапентаеновая 

кислота 
Линолеат 
Миристиновая кислота 

Пиридоксамин 
S-аденозил-L-гомоцистеина 
Аденозин 

Пропионилкарнитин 
О-тетрадеканоил-L-карнитин 
Седогептулозо-1-фосфат 

Глюкозо-S-фосфат 
Таурин 
L-цитруллин 

Рис. 1. Иерархический кластерный анализ временных измерений метаболитов эритроцитов на 1-й, 21-й, 35-й и 56-й день 

хранения в пяти различных добавках для хранения. Значительные метаболиты по данным анализа ANOVA (скорректировано 

ожидаемое нулевой гипотезы) показаны на тепловой карте (строки) после нормализации Z-баллов по всем образцам и 

цветовому кодированию (от синего до красного=  от низкого до высокого — условные обозначения в верхнем левом углу). 

Векторная версия этого графика представлена на Рис. S3. [Цветной рисунок доступен на сайте wileyonlinelibrary.com] 

В отсутствие данных о проникновении это 

наблюдение наводит на мысль о повышенном 

проникновении через пентозофосфатный путь 

(ПФП) в эритроцитах, хранимых в PAG3M, а также 

о более высокой способности генерировать НАДФH 

(то есть уменьшение содержания окисленного 

тиола). В E-SOL 5 и SOLX обнаруживались самые 

высокие уровни внутриклеточного малата (которые 

снижались во всех добавках в течение срока 

хранения, вероятно, вследствие высвобождения в 

надосадочные жидкости), несмотря на более 

высокие уровни цитрата в первой добавке (Рис. 2D). 

Анализ метаболических связей (Рис. 3, 

подробно описан в предыдущих отчетах)
50

 

позволяет определить метаболическое 

перепрограммирование эритроцитов, хранящихся с 

применением различных добавок. Основное 

обоснование этого подхода заключается в том, что 

биохимические ограничения ферментативных 

реакций приводят к сильным и значительным 

положительным / отрицательным корреляциям 

между метаболитами в одних и тех же путях, если 

только активность одного фермента в каскаде не 

повышается / подавляется ввиду модулирующих 

событий (например, во время хранения эритроцитов 

наблюдается инактивирующее окисление цистеина 

активного центра глицеральдегид-3-

фосфатдегидрогеназы).
53

 Уровни метаболитов в 

эритроцитах, хранимых в присутствии SAGM, были 

схожими до повторения аналогичного 

корреляционного анализа для всех добавок при 

сохранении порядка метаболитов, обнаруженных в 

исходных исследованиях с SAGM (Рис. 3A), или 

выполнение иерархической кластеризации 

корреляций с поочередными добавками (Рис. 3B). 

Этот анализ дает краткий обзор метаболического 

перепрограммирования во всех добавках и 

указывает на сильное влияние на окислительно-

восстановительный гомеостаз, карбоновую кислоту, 

жирные кислоты и пуриновый обмен в щелочных 

добавках по сравнению с SAGM (Рис. 3, 

дополнительная Таблица 2). Следует отметить, что 

изменения в метаболизме глутамина и гомеостазе 

глутатиона наблюдались для всех добавок по 

отношению к общему уровню глутатиона (как 

восстановленный, так и окисленный были самым 

низким в PAGGSM, Рис. S5 [доступно в качестве 

вспомогательной информации в онлайн-версии этой 

статьи]). В добавке SAGM наблюдались самые 

высокие уровни GSSG в течение первого 21 дня 

хранения. Цистеин значительно накапливался в 

эритроцитах, хранимых в ESOL 5, в течение срока 

хранения по сравнению с другими добавками, в 

основном, по истечении срока годности на 56-й день 

(Рис. S6, доступен в качестве вспомогательной 

информации в онлайн-версии этой статьи). 

Мин. 
SAGM PAGGSM PA3GM E-SOL SOL X 

Макс. 

http://wileyonlinelibrary.com/
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Метаболизм пуринов и жирных кислот 

Добавление гуанозина в PAGGSM и PAG3M 

привело к значительно более высоким уровням 

гуанина и аденозина и сравнительно более низким 

уровням инозина (особенно PAG3M) по сравнению 

со всеми другими добавками, протестированными в 

настоящем исследовании (Рис. 4). 

 

Рис. 2. PLS-DA данных метаболомики эритроцитов, хранящихся в пяти добавочных растворах, следуя цветовому коду на 

правой стороне панели A. На линейных графиках B, C и D указывается средний диапазон ±  (непрерывные ±  планки 

погрешностей) для метаболитов, участвующих в гликолизе, измеренных классическим спектрофотометрическим подходом (B) 

или СВЭЖХ-МС (C), и карбоновых кислот цитрата и малата (D). Цветовые коды соответствуют условным обозначениям на 

Рис. A. [Цветной рисунок доступен на сайте wileyonlinelibrary.com] 

Это говорит о том, что гуанозин из PAGGSM и 

PAG3M в основном метаболизируется посредством 

фосфоролиза, а не гипоксантин-

гуанинфосфорибозилтрансферазы (ГГФТ). Уровни 

дезаминированных пуринов (и соотношение 

дезаминированных / недезаминированных пуринов 

— например, аденозин / инозин; AМФ / 

инозинмонофосфат; аденин / гипоксантин) были 

самыми низкими в PAG3M (Рис. 4). С другой 

стороны, соотношения урата / ксантина (или 

гипоксантина) были самыми высокими в E-SOL 5 и 

SAGM, а затем в SOLX (Рис. 4). Исходя из данных о 

стационарных состояниях, эти результаты 

указывают на повышенное дезаминирование пурина 

и катаболизм в урат (реакция, которая также 

продуцирует прооксидант перекись водорода) в 

SAGM и E-SOL 5. Данный процесс частично 

смягчен при использовании SOLX. 

С другой стороны, для SOLX наблюдалось 

наименьшее накопление свободных жирных кислот 

и продуктов перекисного окисления арахидоновой 

кислоты. Далее следуют SAGM, PAGGSM, E-SOL 5 

и PAG3M (Рис. S3). 

Корреляция данных метаболомики с 
функциональными результатами 

Данные метаболомики были сопоставлены с 

функциональными результатами (включая 

энергетический уровень, определяемый по уровням 

АТФ, гемолизу, осмотической хрупкости, 

воздействием ФС и морфологическим изменениям) 

в зависимости от добавки (таблица S1, Рис. 5 и 6В) и 

вне зависимости от добавки (Рис. S7 [доступно в 

качестве вспомогательной информации в онлайн-

версии этого документа], Рис. 6А). Обзор основных 

метаболитов, показывающих значительную 

положительную (красный цвет) или отрицательную 

(синий цвет) корреляцию с АТФ по всем добавкам, 

представлен на Рис. 5А. Следует отметить, что 

большинство наблюдаемых тенденций 

демонстрируют прогрессирование в сторону все 

более высоких (например, лактата и АТФ, Рис. 5В) 

или более низких (например, АТФ и сфингозин-1-

фосфата) корреляций по всем добавкам (Рис. 5А). 

Корреляции между АТФ и ДФГ были плохими для 

всех добавок, за исключением PAG3M (Рис. 5C), что 

предполагает перепрограммирование цикла 

Рапопорта-Люберинга конкретно для этой добавки. 

Следует отметить, что метаболиты пурина 

(особенно АТФ, аденозин и продукты 

дезаминирования инозин и гиопоксантин) лучше 

всего коррелируют с функциональными исходами 

(Рис. 6В), причем гипоксантин является наилучшим 

прогнозирующим параметром гемолиза и 

морфологических изменений (процент эхиноцитов) 

во всех добавках. Следует отметить, что инозин был 

хорошим предиктором осмотической хрупкости во 

всех добавках, за исключением SAGM (Рис. 6B). 
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Hb 
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ОБСУЖДЕНИЕ 

В последние несколько лет анализ данных 

метаболомики хранимых эритроцитов позволил 

получить большое количество результатов 

измерений, клиническая значимость которых до сих 

пор остается предметом дискуссий
54

. 

 

Рис. 3. Анализ метаболической связи эритроцитов, хранимых в пяти различных добавочных растворах. А) Проводили 

сопоставление метаболитов и результаты наносили на график в виде корреляционных карт (от синего до красного =  от -1 до +1; 

корреляция Спирмена). Таким образом, метаболиты были иерархически сгруппированы на основе корреляций Спирмена всех 

значений в любой временной точке по результатам измерения в SAGM. Таким образом, порядок метаболитов поддерживался 

во всех добавках, хотя корреляции Спирмена рассчитывали отдельно для каждой добавки, чтобы визуально показать 

нарушение метаболических связей50 (корреляция между метаболитами) при различных условиях хранения. Этот анализ 

позволяет выявить нарушение корреляций и образование новых как реакцию на хранение в присутствии различных добавок, 

что является косвенной мерой метаболического перепрограммирования. Гипотетический пример двух метаболитов (x и y), по-

разному коррелирующих в условиях AS-X (красный цвет) и AS-Y (синий цвет), представлен в нижнем левом углу рисунка. (B) 

Иерархическая кластеризация корреляций Спирмена по всем метаболитам была проведена независимо для каждого 

добавочного раствора, чтобы выявить образование новых кластеров высококоррелированных метаболитов в щелочных 

добавках, включающих метаболиты из окислительно-восстановительного гомеостаза, карбоновых кислот, жирных кислот и 

пуринового обмена. [Цветной рисунок доступен на сайте wileyonlinelibrary.com] 

 

Рис. 4. Пуриновый обмен. (A) Линейные графики показывают медианный ±  диапазон (непрерывные ±  планки погрешностей) 

для метаболитов, участвующих в метаболизме пурина, по данным измерения методом СВЭЖХ-МС Цветовые коды указаны в 

правом нижнем углу панели А. (В) Общий обзор пути, включающего метаболиты, указанные на графике А [Цветной рисунок 

доступен на сайте wileyonlinelibrary.com] 

Исходя из того, что для переноса и доставки 

кислорода перелитые эритроциты должны 

оставаться цельными и циркулировать в кровотоке 

реципиента, были опубликованы соответствующие 

исследования на мышах и людях, описывающие 

потенциал окисления липидов и пуринов (например, 

5-гидроксиэйкозатетраеновой кислоты и других 

гидроксиэйкозатетраеновых кислот, АТФ и 

гипоксантина) при посредничестве в гемолизе 

эритроцитов и восстановления функциональной 

полноценности эритроцитов после переливания 

крови.
24,35,55,56

 Эти наблюдения важны в том плане, 

Окислительно-восстановительный гомеостаз Карбоксилаты Жирные кислоты и энергия / Пурины 

Иерархическая кластеризация, зависимая от добавочного раствора 
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что они согласуют наблюдения метаболомики ex 

vivo с потенциальными клинически значимыми 

результатами. С этой точки зрения, улучшенный 

состав добавочного раствора для хранения 

эритроцитов сможет смягчить метаболические 

патологические изменения, чтобы уменьшить 

гемолиз и ускорить восстановление 

функциональной полноценности эритроцитов после 

переливания крови. 

 

 
Рис. 5. Самые значимые корреляции метаболитов с АТФ во всех добавочных растворах, представленные в виде иерархической 

кластерной тепловой карты (A). (B, C) Линейные корреляции Спирмена (числа на каждой панели) лактата и 2,3-ДФГ с АТФ в 

каждой добавке, нанесенные на график в соответствии с цветовым кодом на Рис. C. [Цветной рисунок доступен на сайте 

wileyonlinelibrary.com] 

В настоящем исследовании мы собрали данные 

метаболомики для пяти добавок для хранения 

эритроцитов, включая SAGM (стандартно 

используемый в Европе раствор для хранения) и 

недавно представленный PAGGSM, а также три 

щелочные добавки (SOLX, E-SOL 5 и PAG3M). 

Следует отметить, что результаты для SAGM и 

PAGGSM, о которых сообщается в настоящей 

статье, согласуются с результатами, о которых 

сообщил Рольфссон и др.,
39

 которые также 

исследовали метаболическое воздействие других 

нещелочных добавок, таких как AS-1 и AS-3, но не 

сосредотачивали свое внимание на эффекте 

внутриклеточного подщелачивания на метаболизм 

эритроцитов. Внутриклеточное подщелачивание в 

этих добавках достигается за счет использования 

концепции переноса хлора путем устранения 

хлорид-анионов из состава, сбалансированного либо 

высоким содержанием бикарбоната (SOLX), 

высоким содержанием цитрата и фосфата (E-SOL 5), 

либо глюконатом, неспособным к проникновению 

через мембраны (PAG3M). Теоретически, эффект 

оттока хлорида, опосредованный добавлением 

глюконата в добавочный раствор, должен быть 

обратимым после достижения анионного 

равновесия, в отличие от оттока хлорида, 

вызванного добавками с высоким содержанием 

бикарбоната и низким содержанием хлорида (или 

отсутствием хлорида). Однако влияние глюконата 

на сдвиг хлоридов (как определено измерениями 

бикарбонатных и хлоридных анионов, Рис. S2) 

полностью совпадает с щелочными добавками 

PAG3M, E-SOL 5 и SOLX. Тем не менее, глюконат-

содержащая добавка (PAG3M) показала самые 

высокие уровни ДФГ в течение всего периода 

хранения, что позволяет предположить, что явления, 

отличные от только подщелачивания (т.е. усиление 

позднего гликолиза в присутствии 

пентозофосфатных соединений, высвобождаемых в 

результате фосфорилирования гуанозина), могут 

способствовать активации цикла Рапопорта-

Люберинга. Классическое биохимическое 

понимание энергетического метаболизма 

эритроцитов предполагает, что синтез 2,3-ДФГ по 

циклу Рапопорта-Люберинга «жертвует» 

образованием одной молекулы ATФ.
57

 И ходя это 

было отмечено и в настоящем исследовании для 

всех добавок для улучшения хранения эритроцитов, 

включая щелочные и гуанозин-содержащие добавки, 

глюконат-содержащий раствор PAG3M был 

единственной добавкой, демонстрирующей 

значительную положительную корреляцию между 

уровнями АТФ и 2,3-ДФГ, подчеркивая 

метаболическую особенность эритроцитов, 
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хранящихся в присутствии добавки PAG3M. 

Ожидается, что внутриклеточное 

подщелачивание усилит гликолиз, ПФП и путь 

Рапопорта-Люберинга через рН-зависимое 

увеличение активности ферментов, лимитирующих 

скорость — фосфофруктокиназы, глюкозо-6-фосфат 

дегидрогеназы и бисфосфоглицерат мутазы.
15

 В 

настоящей статье мы показываем, что в щелочных 

добавках наблюдаются уменьшение образования 

спикул на поверхности эритроцитов (то есть 

образование морфологически измененных 

эхиноцитов) и гемолиза — феномена, который 

коррелирует с уменьшением расщепления АТФ и 

дезаминированием пурина, а не окислением 

свободных жирных кислот и жирных кислот. 

 
Рис. 6. Корреляционная матрица всех метаболитов с результатами (A) и освещение основных корреляций метаболитов с 

гемолизом, морфологией и осмотической хрупкостью во всех добавках. Пурины, особенно аденозин и продукты его 

дезаминирования (инозин и гипоксантин) наилучшим образом коррелировали со всеми проверенными функциональными 

результатами независимо (верхний ряд) или зависимо (нижний ряд) от добавочного раствора. Цветовой код в правом нижнем 

углу рисунка определяет линейные кривые корреляции для всех добавок во все проверенные моменты времени. [Цветной 

рисунок доступен на сайте wileyonlinelibrary.com] 

Это наблюдение, хотя и предварительное, указывает 

на то, что гомеостаз с сохранением энергии смягчает 

образование спикул на эритроцитах — феномен 

«спасения или жертвоприношения» для устранения 

продуктов окисления (включая окисленные 

липиды). Однако гомеостаза с сохранением энергии 

в щелочных добавках (особенно PAG3M и E-SOL 5) 

недостаточно для полного предотвращения 

окисления липидов. В таких случаях введение 

гидрофильных (например, аскорбат) или 

липофильных (например, витамин Е) 

антиоксидантов может быть более 

результативным.
30-34

 Альтернативным объяснением 

этого явления является увеличение рециркуляции 

окисленных липидов в цикле Лэндса — феномен, 

который стимулируется гипоксией
58

 и на которую 

также может оказывать влияние подщелачивание. 

С другой стороны, щелочные добавки 

эффективно предотвращают дезаминирование 

пурина, особенно в случае PAG3M. Следует 

отметить, что введение гуанозина в состав добавок 

PAGGSM и PAG3M в конечном итоге привело к 

увеличению нуклеотидного пула гуанинов и 

стимулированию образование АТФ без 

первоначального вложения энергии в поздний 

гликолиз за счет фосфоролиза, а не с образованием 

инозина за счет активности гипоксантин-

гуанинфосфорибозилтрансферазы. Более низкие 

уровни гипоксантина и более высокие соотношения 

недезаминированных и дезаминированных пуринов 

(например, АТФ / гипоксантин) или пониженное 

содержание катаболитов окисления пурина (урат / 

гипоксантин) действительно наблюдались во всех 

щелочных добавках, особенно в PAG3M, SOLX и 

ESOL 5 (в этом порядке). 

Повышенный фосфоролиз может также 

объяснить наблюдаемое увеличение равновесных 

концентраций метаболитов неокислительной фазы 

РРР (например, фосфата седогептулозы). Данное 

наблюдение также может быть альтернативно 

объяснено увеличением потоков через 

окислительный ПФП, что приводит к более высоким 

промежуточным отношениям неокислительного / 

окислительного этапов (что согласуется с более 

высокой активностью глюкозо-6-

фосфатдегидрогеназы и, таким образом, 

увеличивает антиоксидантную способность 

эритроцитов в щелочной среде). Действительно, 

недавно мы провели оценку роли, которую 

окислительный стресс играет в активации АМФ-

деаминазы 3 для стимулирования дезаминирования 

пурина и, таким образом, накопления гипоксантина 

— явления, которое отрицательно коррелирует с 

восстановлением функциональной полноценности 

эритроцитов после переливания крови и 

предотвращается за счет хранения в гипоксических 

условиях (которое также вызывает 

внутриклеточную подщелачивание).
24

 Однако 

прямое сравнение уровней гипоксантина в 

щелочных и нещелочных добавках (SOLX по 

сравнению с AS-3) в непарных исследованиях 

показало увеличение в первой группе, что также 

сопровождалось более высокими общими уровнями 

недезаминированных пуринов и АТФ.
45

 

Аналогичным образом, добавление CO2  к хранимым 

в гипоксических условиях эритроцитам снижало 

уровни гипоксантина, но увеличивало соотношение 

урат / гипоксантин. Это указывает на роль 

подщелачивания в предотвращении катаболизма 

гипоксантина или на явление, не зависящее от 

подщелачивания, в объяснении вызванного 

гипоксией снижения уровня гипоксантина в 

А
Т

Ф
, 
м

к
м

о
л

ь
/г

 H
b

 

Г
и

п
о

к
с
а
н

т
и

н
, 

Е
О

П
 

Г
и

п
о

к
с
а
н

т
и

н
, 

Е
О

П
 

Гемолиз, % Гемолиз, % Эхиноциты, % 

Метаболиты во всех добавках по сравнению с результатами Осмотическая хрупкость Осмотическая хрупкость 

И
н

о
з
и

н
, 
Е

О
П

 

А
д

е
н

о
з
и

н
, 

Е
О

П
 

SAGM 

PAGG5M 

PAG3M 

ESOL 

SOLX 

http://wileyonlinelibrary.com/


 

 

эритроцитах.
57

 Аналогичным образом, следует 

отметить, что, в отличие от эритроцитов, клетки, 

содержащие митохондрии, производят гипоксантин 

в условиях гипоксии. Следует учитывать это 

предостережение и соблюдать осторожность при 

рассмотрении данных относительно пуринового 

дезаминирования при гипоксическом хранении 

эритроцитов в присутствии остаточных лейкоцитов 

(учитывая, что единицы лейкоредуцированных 

эритроцитов, использованные в данном 

исследовании, содержали <0,1 х 10
6
 лейкоцитов). 

Соотношения АТФ / гипоксантина или метаболизм 

гипоксантина в урат и перекись водорода, а не 

уровни гипоксантина как таковые, могут быть 

потенциальными маркерами метаболического 

повреждения эритроцитов, что может 

использоваться в качестве альтернативного варианта 

для будущих исследований. И наконец, активация 

пуринергической передачи сигналов через 

аденозиновые рецепторы, как было показано, 

стимулирует гликолиз эритроцитов и образование 

ДФГ in vivo и ex vivo — феномен, который может 

быть использован для дальнейшей стимуляции 

гомеостаза пурина в хранимых эритроцитах в 

(щелочных) нормоксических или гипоксических 

условиях.
59

 Разрабатываемые в будущем добавки 

могут содержать антиоксиданты для 

стимулирования энергетического обмена путем 

ингибирования дезаминирования пурина редокс-

чувствительными дезаминазами, хотя в эти составы 

следует включать антиоксиданты, кроме от 

аскорбатов, или сахара, кроме глюкозы, чтобы 

избежать негативного влияния на гликолиз, 

вызванного конкурентным поглощением глюкозы и 

дегидроаскорбата транспортером глюкозы 1.
30

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В настоящем исследовании мы представили первый 

сравнительный анализ метаболомики эритроцитов, 

хранящихся в различных щелочных добавках: 

SOLX, E-SOL 5 и PAG3M, или в нещелочных / 

классических добавках, таких как SAGM или 

PAGGSM. Результаты нашего метаболического 

анализа указывают на улучшенную консервацию 

эритроцитов в PAG3M по сравнению с другими 

щелочными добавками и, как правило, в щелочных 

добавках по сравнению с нещелочными SAGM и 

PAGGSM. В частности, процессы образования и 

поддержания уровней ДФГ и АТФ, а также 

метаболизм пурина и окислительно-

восстановительный гомеостаз (особенно ПФП и 

продукты его неокислительного этапа) были лучше 

при использовании PAG3M и других щелочных 

добавок по сравнению с SAGM и PAGGSM. Однако 

наблюдаемые метаболические преимущества не 

распространяются на предотвращение выделения 

жирных кислот и окисления липидов при хранении. 

Корреляция метаболитов, образовавшихся в ходе 

этих процессов, с суррогатными ex vivo индексами 

функциональных результатов (например, 

морфология клеток и осмотическая хрупкость) 

важна в связи с тем, что она подтверждает и 

расширяет недавнее наблюдение (коррелятивной) 

роли дезаминирования пурина в восстановлении 

функциональной полноценности эритроцитов после 

переливания крови.
24

 Однако дополнительные 

функциональные измерения in vivo (например, 

восстановлении функциональной полноценности 

после переливания крови) будут способствовать 

дальнейшему расширению нашего понимания роли, 

которые эти добавки играют в улучшении 

эффективности переливания крови. Результаты 

настоящего исследования дают дополнительную 

информацию о метаболических преимуществах 

щелочных добавок и наверняка помогут при 

разработке новых добавок в ближайшем будущем. 
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ВСПОМОГАТЕЛЬНАЯ ИНФОРМАЦИЯ 

Дополнительную вспомогательную информацию 

можно найти в онлайн-версии этой статьи на сайте 

издателя. 

Рис. S1. Функциональные результаты, включая 

гемолиз (в процентах), кривые осмотической 

хрупкости, морфологию (процент эхиноцитов) и 

апоптотические клетки (воздействие 

фосфатидилсерина до и после инкубации при 37 °C). 

Показаны линейные графики (средняя величина ± 

диапазон) для каждой отдельной добавки в 

соответствии с цветовой схемой в правом нижнем 

углу рисунка. 

Рис. S2. Измерения газов, гематологические 

параметры и ионный гомеостаз при хранении во 

всех различных добавках (тестируют еженедельно с 

1-го по 56-й дни хранения — ось х). Показаны 

линейные графики (средняя величина ± диапазон) 

для каждой отдельной добавки в соответствии с 

цветовой схемой в правой стороне рисунка. 

Рис. S3. Векторная версия иерархического 

кластерного анализа временных измерений 

метаболитов эритроцитов в 1-й, 21-й, 35-й и 56-й 

дни хранения в пяти различных добавках для 

хранения. 

Рис. S4. Двухмерные графики анализа основных 

компонентов (ОК), показывающие ОК1 по 

сравнению с ОК2, ОК1 по сравнению с ОК3 и ОК2 

по сравнению с ОК3. 

Рис. S5. Гомеостаз глутатиона. Показаны линейные 

графики (средняя величина ± диапазон) для каждой 

отдельной добавки в соответствии с цветовой 

схемой на рисунках, указанных в данном 

манускрипте. 

Рис. S6. Жирная кислота и эйкозаноиды 

(существенные изменения по добавкам и при 

хранении). Показаны линейные графики (средняя 

величина ± диапазон) для каждой отдельной 

добавки в соответствии с цветовой схемой на 

рисунках, указанных в данном манускрипте. 

Рис. S7. Векторная версия корреляционной матрицы 

метаболитов и исходов, независимо от испытуемого 

добавочного раствора. 

Таблица S1. Метаболические измерения в 

эритроцитах, хранимых в разных стандартных и 

щелочных добавках. 

Таблица S2. Матрица корреляции между 

метаболическими фенотипами и функциональными 

измерениями в эритроцитах, хранящихся в 

стандартных и щелочных добавках. 


