
Цель. Установлено, что повышенная осмолярность слезы при 
синдроме сухого глаза стимулирует продукцию воспалительных 
цитокинов и матриксных металлопротеиназ в поверхностных 
эпителиальных клетках глаза. Прокариоты и клетки систем 
органов млекопитающих поддерживают нормальную функцию в 
гипертонических условиях путем синтеза или накопления веществ-
осмопротекторов. В данном исследовании изучены эффекты 
осмопротекторов на состояние активации митоген-активируемых 
протеинкиназ (МАПК) в эпителиальных клетках роговицы человека, 
инкубированных в гиперосмолярных условиях. 

Методы. Эпителиальные клетки роговицы человека инкубировали 
в средах с изотонической физиологической осмолярностью (300 
мОсм) и гиперосмолярных (400 мОсм) в присутствии и отсутствии 
осмопротекторов, в том числе некоторых аминокислот (L-карнитина 
и бетаина), глицерина и полиола эритрита. Фосфорилированные 
(активированные) состояния c-Jun N-терминальных киназ (JNK) и 
p38 МАПК отслеживали с момощью Вестерн-блотинга и методов 
иммуноанализа на гранулах.

Результаты. Гиперосмолярные состояния, достигнутые путем 
добавления хлорида натрия или сахарозы, повышали отношения 
фосфорилированных JNK и p38 к общему количеству JNK и p38. 
По сравнению с контролем добавление 10 мМ L-карнитина или 
40 мМ эритрита значительно снижало уровни активированных 
МАПК при гиперосмолярном стрессе. Эти вещества также снижали 
отношения фосфорилированных киназ к общему содержанию 
киназ до едва различимого уровня в клетках, культивируемых в 
изотонических средах.

Выводы. Осмопротекторы L-карнитин и эритрит, отдельно или при 
их сочетании, защищали от стрессовой активации эпителиальные 
клетки роговицы, культивируемые в гиперосмолярных средах.
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Синдром сухого глаза – частое заболевание поверхности 
глаза – приводит к неровности поверхности роговицы и 

нечеткости зрения.1–3 Пациенты жалуются на разнообразные 
ощущения раздражения или боли. При синдроме сухого 
глаза повышается число активированных Т-лимфоцитов 
и снижается число муцин-продуцирующих бокаловидных 
клеток в конъюнктиве.4–6 В слезе пациентов с синдромом 
сухого глаза по сравнению со слезой здорового человека 
повышено количество провоспалительных цитокинов и 
хемокинов, а также повышено содержание матриксной 
металлопротеиназы 9 (ММП-9).7–9

Слеза пациентов с синдромом сухого глаза также 
имеет значительно повышенную осмолярность, среднее 
значение которой составляет 343 мОсм (от 306 до 441 
мОсм) по сравнению с 302 мОсм у здорового человека.10 В 
экспериментальной модели синдрома сухого глаза у мышей 
стресс обезвоживания повышал среднюю осмолярность слезы 
до 559 мОсм и вызывал опосредованное T-лимфоцитами 
воспаление конъюнктивы, роговицы и слезных желез.11,12 
В этой модельной системе стресс обезвоживания 
также повышал экспрессию мРНК провоспалительных 
цитокинов интерлейкина (IL)-1 и фактора некроза опухолей 
(TNF)-α, а также мРНК ММП-9 в эпителии роговицы и 
конъюнктивы.13,14 Cтресс обезвоживания также повышал 
уровни активированных фосфорилированных форм 
c-Jun N-терминальных киназ (JNK)1/2, внеклеточных 
регулируемых киназ (ERK)1/2 и p38 у мышей, всех митоген-
активируемых протеинкиназ (МАПК).13,14 JNK, ERK и p38 
активируются стрессом и осмотическим шоком в других 
типах клеток.15–18 Активированные МАПК в конечном 
счете активируют факторы транскрипции, что приводит 
к экспрессии воспалительных цитокинов, хемокинов 
и ММП.19,20 Местное нанесение метилпреднизолона и 
доксициклина – препаратов, известных как эффективные 
лекарства при синдроме сухого глаза 21,22 – снижало 
экспрессию IL-1, TNF-α и ММП-9, а также снижало степень 
фосфорилирования JNK1/2, ERK1/2 и p38 у мышей с 
синдромом сухого глаза.14

Местное нанесения гиперосмолярного (500 мОсм) 
раствора мышам позволило установить, что повышенная 
осмолярность слезы может повысить уровни активированных 
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фосфорилированных JNK1/2, ERK1/2 и p38 по сравнению 
с нанесением изотонического солевого раствора с 
физиологической осмолярностью (305 мОсм). При этом 
также повышались уровни IL-1, TNF-α и ММП-9.23 В 
эпителиальных клетках роговицы человека, культивируемых 
в изотонических и гиперосмолярных средах, уровни 
активированных фосфо-JNK1/2 и ММП, в том числе ММП-9, 
коррелировали с повышением осмолярности.24 Повышение 
фосфо-JNK1/2 можно было заметить уже через 5 минут после 
добавления хлорида натрия к среде, что свидетельствует о 
том, что причиной активации JNK1/2 в эпителии человека 
было повышение осмолярности.24 Специфический ингибитор 
JNK1/2 (SB202190) предотвращал повышение экспрессии 
ММП в гиперосмолярных средах, что указывало на то, 
что активированные JNK1/2 отвечают за повышение 
ММП при гиперосмолярной стимуляции.24 Дальнейшие 
исследования на клетках эпителия области лимба глаза 
человека показали, что воздействие гиперосмолярных сред 
повышало уровни фосфорилированных JNK1/2 и ERK1/2, 
а также секрецию IL1-β, TNF-α, и IL-8.25 Такие феномены 
гиперосмолярно стимулированных повышений содержания 
провоспалительных цитокинов в клетках человека могли 
быть ослаблены добавлением специфических ингибиторов 
JNK1/2 и ERK1/2 (соответственно SB202190 и PD 98059) 
и добавлением доксициклина.25

Эти исследования показали, что гиперосмолярность, 
вызванная стрессом обезвоживания на модели у мышей, 
локальным нанесением гиперосмолярного раствора 
мышам или добавлением хлорида натрия к культуре клеток 
роговицы человека повышает степень фосфорилирования 
некоторых МАПК и одновременно усиливает экспрессию 
провоспалительных цитокинов и хемокинов, а также 
ММП. Специфические химические ингибиторы МАПК 
(т.е. SB202190 и PD 98059) или доксициклин (препарат, 
эффективный при синдроме сухого глаза) ослабляют эти 
реакции на гиперосмолярность. В данном исследовании мы 
изучали эффекты веществ-осмопротекторов на активацию 
JNK и p38 в культуре эпителиальных клеток роговицы 
человека гиперосмолярными средами. Осмопротективные 
эффекты L-карнитина, бетаина и глицерина были ранее 
показаны в экспериментах на бактериях и дрожжах в условиях 
осмотического стресса.26–29 Наши эксперименты показали, 
что L-карнитин и эритрит также снижают активацию 
(фосфорилирование) этих МАПК в эпителиальных 
клетках роговицы человека в гиперосмотических условиях. 
Это открывает новые возможности для ослабления 
стимулированной продукции воспалительных медиаторов 
и протеаз эпителиальными клетками роговицы в условиях 
повышенной осмолярности внеклеточного окружения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы 
Среда Игла в модификации Дульбекко, эмбриональная 

бычья сыворотка (FBS), буфер HEPES и среда F12 
Хема от GIBCO-BRL (Grand Island, NY). Пластиковые 
принадлежности от Becton Dickinson (Lincoln Park, NJ). 
Субъединица А холерного токсина, гидрокортизон и все 

другие реактивы для культуры клеток были от Sigma (St Louis, 
MO). Диметилтиазол дифенилтетразолия бромид (MTT) 
компании Trevigen (Gaithersburg, MD). Поликлональные 
кроличьи антитела против ERK и козлиный противокроличий 
иммуноглобулин G, конъюгированной с пероксидазой 
хрена, от Cell Signaling (Beverly, MA). Кроличье антитело 
против JNK и моноклональные антитела (mAb) против 
фосфорилированных JNK (p-JNK) и p-ERK от Santa Cruz 
Biotechnology (Santa Cruz, CA).

Первичные культуры эпителиальных 
клеток роговицы человека

Ткани роговицы и склер человека от доноров в возрасте 
16-59 лет были получены из Lions Eye Bank of Texas 
(Хьюстон, штат Техас). Эпителиальные клетки роговицы 
были выращены из лимбальных эксплантатов. Краткое 
описание: после удаления центральной части роговицы, 
остатков конъюнктивы и радужки, а также эндотелия 
роговицы, лимбальное кольцо рассекалось на 12 частей 
одинакового размера (каждый примерно 2х2 мм). Эти части 
по две располагали эпителиальной стороной вверх в каждой 
лунке шестилуночного планшета для культуры ткани, 
каждый эксплантат покрывали каплей FBS и оставляли на 
ночь. Эксплантаты культивировали при 37 °C при 5 % CO2 
и 95 %-ной влажности в среде SHEM, содержащей смесь 
1:1 среды Игла в модификации Дульбекко и среды F12 Хема 
с добавлением 5 нг/мл эпидермального фактора роста, 5 
мкг/мл инсулина, 5 мкг/мл трансферрина, 5 нг/мл селенита 
натрия, 0,5 мкг/мл гидрокортизона, 30 нг/мл холерного 
токсина A, 0,5 % диметилсульфоксида и 5 % FBS в течение 
12-14 дней до достижения состояния субконфлюэнтности. 
Среду обновляли каждые 2-3 дня. Фенотип эпителия в этих 
культурах контролировали по характерной морфологии и 
иммунофлуоресцентному окрашиванию цитокератиновыми 
антителами (AE-1/AE-3; ICN, Irvine, CA).

Инкубация клеток в изотонической  
и гиперосмолярной средах

Субконфлюэнтные культуры эпителиальных клеток 
роговицы (выращенные в течение 12-14 дней, примерно 
4-5х105 клеток на лунку) отмывали три раза фосфатным 
буферным раствором и инкубировали в сбалансированном 
солевом растворе Эрла (EBSS; 300 мОсм) в течение 24 
ч перед обработкой. Эпителиальные клетки роговицы 
культивировали в течение 1 ч в среде EBSS, либо в среде 
EBSS, гиперосмолярность (400 мОсм) которой обеспечивали 
добавлением хлорида натрия до конечной концентрации 
53 мМ, сахарозы до конечной концентрации 3,85 % или 
глицерина до конечной концентрации 0,9 %. Осмолярность 
сред измеряли осмометром парового давления (Model 
3300; Advanced Instruments, MA) в основной клинической 
лаборатории отдела патологии Методической больницы 
(Хьюстон, штат Техас). В некоторых лунках к среде и 
клеткам добавляли внутреннюю соль L-карнитина, бетаина 
гидрохлорид или эритрит за 60 минут до добавления хлорида 
натрия или сахарозы. Конечный объем во всех культурах 
после различных добавок составил 2,0 мл.
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Адгезивные клетки лизировали в течение 15 минут 
буфером Beadlyte Buffer B (входит в набор буферов Beadlyte 
Cell Signaling; Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY), 
содержащим таблетку смеси ингибиторов протеаз без 
ЭДТА (Roche Applied Science, Indianapolis, IN). Экстракты 
клеток центрифугировали при 12 000g в течение 15 минут 
при комнатной температуре, и супернатанты хранили при 
-80 °C до анализа методом Вестерн-блоттинга и Beadlyte 
Cell Signaling. Общую концентрацию белка в клеточном 
экстракте определяли с помощью набора для определения 
белков Micro BCA (Pierce, Rockford, IL).

Вестерн-блоттинг
Вестерн-блоттинг выполняли согласно описанию, 

на каждую дорожку наносили по 50 мкг белка.13,23 25 
После переноса и блокирования полиэфирсульфоновые 
поливинилиденфторидные мембраны инкубировали в 
течение 2 ч при комнатной температуре с кроличьими 
антителами против суммы JNK1 и JNK2 (разведение 1:1000) 
и фосфо-JNK1 и фосфо-JNK2 (разведение 1:100; Santa 
Cruz Biotechnology). Для детекции применяли козлиный 
противокроличий иммуноглобулин G, конъюгированный 
с пероксидазой хрена (разведение 1:2000; Cell Signaling) 
с помощью улучшенного хемилюминесцентного реактива 
(ECL; Amersham, Piscataway, NJ) с последующим получением 
и анализом цифрового изображения (Image Station Model 
2000R; Eastman Kodak, New Haven, CT).

Количественное определение 
фосфорилированных и общих МАПК

Уровни фосфорилированных MAPK и общих MAPK 
измеряли с помощью сэндвич-иммуноанализа на гранулах 
(Upstate Beadlyte Cell Signaling Luminex Assay; Upstate 
Biotechnology, Lake Placid, NY). Каждый образец экстракта 

клеток (10 мкг белка в объеме 25 мкл) пипеткой переносили в 
лунку 96-луночного планшета и инкубировали в течение ночи 
с 25 мкл разведенных 5Х гранул связанными с антителами, 
специфичными к фосфо-JNK, общим JNK, фосфо-ERK, 
общим ERK, фосфо-p38 или общим p38. Гранулы промывали 
и смешивали с биотинилированными репортерными 
антителами, а затем с стрептавидин-фикоэритрином. 
Количественное определение общих или фосфо-МАПК 
выполняли в системе Luminex 100 (Luminex, Austin, TX). 
Считывали по пятьдесят событий на гранулу. Данные, 
полученные от программного обеспечения Bio-Plex Manager, 
экспортировали для дальнейшего анализа в Microsoft Excel. 
Значения, полученные от холостых образцов, вычитали перед 
вычислением отношения фосфо-МАПК к общим МАПК. 
Статистическое сравнение относительных изменений 
между экспериментальными группами во множественных 
экспериментах выполняли путем дисперсионного анализа 
с применением post hoc теста Тьюки (GraphPad, San Diego, 
CA).

Определение жизнеспособности клеток  
с MTT 

Эпителиальные клетки роговицы человека (пассаж 
59), трансформированные SV40, высевали с плотностью 104 
клеток на лунку в 96-луночный планшет и культивировали в 
течение 48 ч в дополнительной гормональной эпидермальной 
среде (SHEM). Исходную среду культивирования клеток 
заменяли средой, содержащей следующие осмопротекторы: 
L-карнитин (2 и 10 мМ), бетаин (2 и 10 мМ), эритрит (20 
и 40 мМ), а также смесь L-карнитина и эритрита (10 и 
20 мМ каждого) на 24 ч. Добавляли реактив MTT и 
через 6 ч измеряли концентрацию формазана с помощью 
микропланшет-ридера VERSAmax (Molecular Devices, 
Sunnyvale CA).

Assay; Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY). Each cell
extract sample (10 mg protein in 25 mL volume) was pipetted
into a well of a 96-well plate and incubated overnight with
25 mL of diluted 53 beads coupled to antibodies specific
for phospho-JNK, total JNK, phospho-ERK, total ERK,
phospho-p38, or total p38. Beads were washed and mixed with
biotinylated reporter antibodies, followed by streptavidin-
phycoerythrin. The amounts of total or phospho-MAP kinases
were quantified by the Luminex 100 system (Luminex, Austin,
TX). Fifty events per bead were read, and the data output
obtained from the Bio-Plex Manager software were exported
to Microsoft Excel for further analysis. Values for blank
reactions were subtracted before calculating the ratios of
phospho-MAP kinases to total MAP kinases. Statistical com-
parison of the relative changes between experimental groups
in multiple experiments was performed by using analysis
of variance with Tukey post hoc testing (GraphPad, San
Diego, CA).

MTT Cell Viability Assay
SV40-transformed human corneal epithelial cells

(passage 59) were seeded at a density of 104 cells/well in
a 96-well plate and cultured for 48 hours in supplementary
hormonal epidermal media (SHEM) media. The original cul-
ture media were replaced with media containing the following
osmoprotectants: L-carnitine (2 and 10 mM), betaine (2 and 10
mM), erythritol (20 and 40 mM), and a mixture of L-carnitine
and erythritol (10 and 20 mM each) for 24 hours. MTT reagent
was added, and after 6 hours, the formazan concentration
was measured by using a VERSAmax microplate reader
(Molecular Devices, Sunnyvale CA).

RESULTS
Corneal epithelial cells were cultured in EBSS media

at isotonic, physiologic osmolarity (300 mOsm) or under

hyperosmolar conditions (400 mOsm) achieved by addition of
sodium chloride to a final concentration of 53 mM. Western
blot analysis of the phosphorylation states of the MAP kinases
JNK1 and JNK2 are shown in Figure 1. Levels of the
unphosphorylated species of JNK1 and JNK2 were similar in
the isotonic and hyperosmolar media (data not shown). In
contrast, levels of the activated phosphorylated forms of these
MAP kinases, p-JNK1 and p-JNK2, were markedly increased
in the 400 mOsm hyperosmolar medium relative to the
isotonic 300 mOsm medium (Fig. 1, compare lanes 1 with 2
and 7 with 8). Addition of 2 mM erythritol or 2 mM xylitol had
no apparent effect on the increase of activated p-JNK1 and p-
JNK2 in hyperosmolar medium (Fig. 1, lanes 3–6). However,
addition of 2 mM L-carnitine or 2 mM betaine hydrochloride
inhibited phosphorylation of p-JNK1 and p-JNK2 compared
with control cultures (Fig. 1, compare increases from lane 9
to 10 and lane 11 to 12 with the increase from lane 7 to 8).
Addition of L-carnitine or betaine did not alter levels of
unphosphorylated JNK1 and JNK2 in isotonic or hyper-
osmolar medium (data not shown).

To quantitate levels of phosphorylated MAP kinases in
cultured corneal epithelial cells, we used fluorescent bead-
based immunoassays. The results are expressed as ratios of
phosphorylated (activated) to total protein concentrations for
the MAP kinases JNK and p38 (Fig. 2). Activation of ERK
by osmolarity was also tested, but levels of phosphorylation
were low and did not increase in hyperosmolar media (data not
shown). Increase in medium osmolarity from the physiologic,
300 mOsm level to 400 mOsm by addition of sodium chloride
or sucrose increased the ratios of phosphorylated to total
JNK and p38 (Fig. 2). Addition of 2 mM L-carnitine to 400
mOsm medium containing sucrose reduced the phosphory-
lated to total protein ratios for JNK and p38, and addition of
10 mM L-carnitine reduced the phosphorylation ratios of
the MAP kinases, JNK and p38, to below the ratios found for

FIGURE 1. A, Top, Western blot of
phosphorylated JNK1/2 from human
corneal epithelial cells incubated
in medium of isotonic, physiologic
osmolarity (300 mOsm) and me-
dium made hyperosmolar (400
mOsm) by addition of sodium chlo-
ride to 53 mM final concentration
without and with addition of polyols,
erythritol (Ery), or xylitol (Xyli) to
final concentrations of 2 mM. Bot-
tom, Graph of densities of phos-
phorylated JNK2 and JNK1 bands in
the overlying Western blot. B, West-
ern blot of phosphorylated JNK1/2
from human corneal epithelial cells
incubated in medium of isotonic,
physiologic osmolarity (300 mOsm)
and medium made hyperosmolar
(400 mOsm) by addition of sodium
chloride to 53 mM final concentration without and with addition of amino acids, L-carnitine (L-ca), and betaine hydrochloride
(Beta) to final concentrations of 2 mM. Bottom, Graph of densities of phosphorylated JNK2 and JNK1 bands in the overlying
Western blot.
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Assay; Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY). Each cell
extract sample (10 mg protein in 25 mL volume) was pipetted
into a well of a 96-well plate and incubated overnight with
25 mL of diluted 53 beads coupled to antibodies specific
for phospho-JNK, total JNK, phospho-ERK, total ERK,
phospho-p38, or total p38. Beads were washed and mixed with
biotinylated reporter antibodies, followed by streptavidin-
phycoerythrin. The amounts of total or phospho-MAP kinases
were quantified by the Luminex 100 system (Luminex, Austin,
TX). Fifty events per bead were read, and the data output
obtained from the Bio-Plex Manager software were exported
to Microsoft Excel for further analysis. Values for blank
reactions were subtracted before calculating the ratios of
phospho-MAP kinases to total MAP kinases. Statistical com-
parison of the relative changes between experimental groups
in multiple experiments was performed by using analysis
of variance with Tukey post hoc testing (GraphPad, San
Diego, CA).

MTT Cell Viability Assay
SV40-transformed human corneal epithelial cells

(passage 59) were seeded at a density of 104 cells/well in
a 96-well plate and cultured for 48 hours in supplementary
hormonal epidermal media (SHEM) media. The original cul-
ture media were replaced with media containing the following
osmoprotectants: L-carnitine (2 and 10 mM), betaine (2 and 10
mM), erythritol (20 and 40 mM), and a mixture of L-carnitine
and erythritol (10 and 20 mM each) for 24 hours. MTT reagent
was added, and after 6 hours, the formazan concentration
was measured by using a VERSAmax microplate reader
(Molecular Devices, Sunnyvale CA).

RESULTS
Corneal epithelial cells were cultured in EBSS media

at isotonic, physiologic osmolarity (300 mOsm) or under

hyperosmolar conditions (400 mOsm) achieved by addition of
sodium chloride to a final concentration of 53 mM. Western
blot analysis of the phosphorylation states of the MAP kinases
JNK1 and JNK2 are shown in Figure 1. Levels of the
unphosphorylated species of JNK1 and JNK2 were similar in
the isotonic and hyperosmolar media (data not shown). In
contrast, levels of the activated phosphorylated forms of these
MAP kinases, p-JNK1 and p-JNK2, were markedly increased
in the 400 mOsm hyperosmolar medium relative to the
isotonic 300 mOsm medium (Fig. 1, compare lanes 1 with 2
and 7 with 8). Addition of 2 mM erythritol or 2 mM xylitol had
no apparent effect on the increase of activated p-JNK1 and p-
JNK2 in hyperosmolar medium (Fig. 1, lanes 3–6). However,
addition of 2 mM L-carnitine or 2 mM betaine hydrochloride
inhibited phosphorylation of p-JNK1 and p-JNK2 compared
with control cultures (Fig. 1, compare increases from lane 9
to 10 and lane 11 to 12 with the increase from lane 7 to 8).
Addition of L-carnitine or betaine did not alter levels of
unphosphorylated JNK1 and JNK2 in isotonic or hyper-
osmolar medium (data not shown).

To quantitate levels of phosphorylated MAP kinases in
cultured corneal epithelial cells, we used fluorescent bead-
based immunoassays. The results are expressed as ratios of
phosphorylated (activated) to total protein concentrations for
the MAP kinases JNK and p38 (Fig. 2). Activation of ERK
by osmolarity was also tested, but levels of phosphorylation
were low and did not increase in hyperosmolar media (data not
shown). Increase in medium osmolarity from the physiologic,
300 mOsm level to 400 mOsm by addition of sodium chloride
or sucrose increased the ratios of phosphorylated to total
JNK and p38 (Fig. 2). Addition of 2 mM L-carnitine to 400
mOsm medium containing sucrose reduced the phosphory-
lated to total protein ratios for JNK and p38, and addition of
10 mM L-carnitine reduced the phosphorylation ratios of
the MAP kinases, JNK and p38, to below the ratios found for

FIGURE 1. A, Top, Western blot of
phosphorylated JNK1/2 from human
corneal epithelial cells incubated
in medium of isotonic, physiologic
osmolarity (300 mOsm) and me-
dium made hyperosmolar (400
mOsm) by addition of sodium chlo-
ride to 53 mM final concentration
without and with addition of polyols,
erythritol (Ery), or xylitol (Xyli) to
final concentrations of 2 mM. Bot-
tom, Graph of densities of phos-
phorylated JNK2 and JNK1 bands in
the overlying Western blot. B, West-
ern blot of phosphorylated JNK1/2
from human corneal epithelial cells
incubated in medium of isotonic,
physiologic osmolarity (300 mOsm)
and medium made hyperosmolar
(400 mOsm) by addition of sodium
chloride to 53 mM final concentration without and with addition of amino acids, L-carnitine (L-ca), and betaine hydrochloride
(Beta) to final concentrations of 2 mM. Bottom, Graph of densities of phosphorylated JNK2 and JNK1 bands in the overlying
Western blot.
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РИСУНОК 1. A. Наверху: Вестерн-
блот фосфорилированных JNK1/2 
из эпителиальных клеток роговицы 
человека, инкубированных в изотониче
ской изоосмолярной среде(300 мОсм) 
и гиперосмолярной среде (400 мОсм) с 
добавлением хлорида натрия до конечной 
концентрации 53 мМ при отсутствии и в 
присутствии полиолов, эритрита (Ery) или 
ксилита (Xyli) в конечных концентрациях 
2 мМ. Внизу: графики плотностей полос 
фосфорилированных JNK2 и JNK1 в 
изображенном сверху Вестерн-блоте. 
Б, Вестерн-блот фосфорилированных 
JNK1/2 из эпителиальных клеток 
роговицы человека, инкубированных в 
среде с изотонической физиологической 
осмолярностью (300 мОсм) и средой, 
гиперосмолярность (400 мОсм) которой 
достигнута добавлением хлорида 
натрия до конечной концентрации 53 
мМ, с добавлением и без добавления 
аминокислот L-карнитина и бетаина гидрохлорида до конечных концентраций 2 мМ. Внизу: графики плотностей полос фосфорилированных 
JNK2 и JNK1 в изображенном сверху Вестерн-блоте.



Cornea • объем 27, номер 5, июнь 2008Corrales et al

577© 2008 Lippincott Williams & Wilkins

medium of isotonic, physiologic osmolarity (Fig. 2). Similarly,
addition of 10 mM betaine also reduced the phosphorylation
ratios of JNK and p38 to below the ratios found for phys-
iologic osmolarity (Fig. 2). Addition of 40 mM erythritol to
medium of physiologic osmolarity reduced the phosphoryla-
tion ratios of JNK and p38 and also reduced the JNK and p38
phosphorylation ratios in hyperosmolar medium containing
sucrose (Fig. 2).

We also studied the effects of glycerol on the phos-
phorylation ratios of MAP kinases by using the bead-based
immunoassay. Addition of 0.9% glycerol to medium of phys-
iological osmolarity, alone or in combination with erythritol
and L-carnitine, reduced the phosphorylation ratios of JNK and
p38 to nearly undetectable levels (Fig. 3). However, addition of
0.9% glycerol to sucrose-containing hyperosmolar medium
did not reduce the elevated phosphorylation ratios of JNK and
p38 and may have caused a slight further increase (Fig. 3).

Combinations of glycerol with erythritol and/or
L-carnitine were also tested (Fig. 3). These reduced activation
of JNK and p38 below levels observed in unsupplemented
hyperosmolar media, or in hyperosmolar media with glycerol
alone, and suggest that there may be some synergism among
these different osmoprotective agents. The relative percentage
change in ratios of phosphorylated to total JNK and p38 in
corneal epithelial cells exposed to hyperosmolar media (EBSS
+ sucrose or EBSS + sucrose and glycerol) with and without
the osmoprotectants erythritol and/or L-carnitine from three
independent experiments were combined and statistically
compared. Addition of 20.5–40 mM erythritol or 10–15 mM
L-carnitine to hyperosmolar media significantly decreased
ratios of phosphorylated to total JNK (P , 0.01 for both) and

FIGURE 2. Ratios of phosphorylated to total JNK (top) and p38
(bottom) MAP kinases from human corneal epithelial cells
determined by bead-based immunoassays. Medium of iso-
tonic, physiologic osmolarity (EBSS) was 300 mOsm, and
hyperosmolar media were 400 mOsm. Note that the scales of
the y-axes differ among the graphs.

FIGURE 3. Ratios of phosphorylated to total MAP kinases from
human corneal epithelial cells determined by bead-based
immunoassays. Medium of isotonic, physiologic osmolarity
(EBSS) was 300 mOsm, and hyperosmolar medium was 400
mOsm. Glycerol was added to 0.9% (97.7 mM), L-carnitine to
15.5 mM, and erythritol to 20.5 mM final concentrations.
Means of 2 determinations are presented or 3 determinations
for EBSS with no additions. Error bars represent SE. Note that
the scales of the y-axes differ among the graphs.
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РИСУНОК 2. Отношения фосфорилированных к общим JNK 
(наверху) и p38 (внизу) МАПК из эпителиальных клеток роговицы 
человека по данным иммуноанализа на гранулах. Изотоническая 
физиологическая среда (EBSS) имела осмолярность 300 мОсм, а 
гиперосмолярная имела осмолярность 400 мОсм. Следует отметить, 
что шкалы осей ординат различны на разных графиках.
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Эпителиальные клетки роговицы культивировали 
в среде EBSS при изотонической физиологической 
осмолярности (300 мОсм) или в гиперосмолярных 
условиях (400 мОсм), которые создавали добавлением 
хлорида натрия до конечной концентрации 53 мМ. Вестерн-
блоттинг фосфорилированных состояний МАПК JNK1 и 
JNK2 показан на рисунке 1. Уровни нефосфорилированных 
JNK1 и JNK2 были одинаковыми в изотонической и 
гиперосмолярной средах (данные не показаны). В отличие 
от этого, уровни активированных фосфорилированных форм 
этих МАПК, p-JNK1 и p-JNK2 были значительно повышены 
в гиперосмолярной среде 400 мОсм по сравнению с 
изотонической средой 300 мОсм (рисунок 1, сравните дорожку 
1 с дорожкой 2 и дорожку 7 с дорожкой 8). Добавление 2 мМ 

эритрита или 2 мМ ксилита не приводило к существенным 
изменениям повышения уровней активированных p-JNK1 
и p-JNK2 в гиперосмолярной среде (рис. 1, дорожки 3–6). 
Однако добавление 2 мМ L-карнитина или 2 мМ бетаина 
гидрохлорида подавляло фосфорилирование p-JNK1 и 
p-JNK2 по сравнению с контрольными культурами (рис. 1, 
сравните повышение от дорожки 9 к дорожке 10 и от дорожки 
11 к дорожке 12 с повышением от дорожки 7 к дорожке 8). 
Добавление L-карнитина или бетаина не изменяло уровни 
нефосфорилированных JNK1 и JNK2 в изотонической или 
гиперосмолярной среде (данные не показаны).

Для количественного определения уровней фосфори-
лированных МАПК в культивированных эпителиальных 
клетках роговицы мы применяли флуоресцентный иммуно-
анализ на гранулах. Результаты выражены в отношениях 
концентраций фосфорилированных (активированных) 
форм к общим белкам МАПК JNK и p38 (рис. 2). Также 
исследовали активацию ERK осмолярностью, но уровни 
фосфорилирования были низкими и не повышались в 
гиперосмолярных средах (данные не показаны). Повышение 
осмолярности среды с физиологического уровня 300 мОсм 
до 400 мОсм добавлением хлорида натрия или сахарозы 
повышало отношения фосфорилированных к общим JNK 
и p38 (рис. 2). Добавление 2 мМ L-карнитина к среде 400 
мОсм, содержащей сахарозу, снижало отношение фосфори-
лированных к общим белкам JNK и p38, а добавление 
10 мМ L-карнитина снижало отношения фосфорилиро-
вания МАПК, JNK и p38 до уровней ниже отношений, 
обнаруженных в среде с изотонической физиологической 
осмолярностью (рис. 2). Аналогичным образом, добавление 
10 мМ бетаина также снижало отношения фосфорилиро-
вания JNK и p38 до уровней ниже отношений, обнару-
женных в среде с физиологической осмолярностью (рис. 2). 
Добавление 40 мМ эритрита к среде с физиологической 
осмолярностью снижало отношения фосфорилирования 
JNK и p38, а также снижало отношения фосфорилиро-
вания JNK и p38 в гиперосмолярной среде с добавлением 
сахарозы (рис. 2).

Мы также изучали эффекты глицерина на отноше-
ния фосфорилирования МАПК с помощью иммуноанали-
за на гранулах. Добавление 0,9 % глицерина к среде с фи-
зиологической осмолярностью без добавления эритрита и 
L-карнитина или с добавлением этих веществ снижало от-
ношения фосфорилирования JNK и p38 до почти необнару-
жимых уровней (рис. 3). Однако добавление 0,9 % глицери-
на к содержащей сахарозу гиперосмолярной среде не снижа-
ло повышенные отношения фосфорилирования JNK и p38 и 
могло вызвать небольшое дальнейшее повышение (рис. 3).

Также были исследованы сочетания глицерина с 
эритритом и (или) L-карнитином (рис. 3). Эти вещества 
снижали активацию JNK и p38 ниже уровней, отмеченных в 
гиперосмолярных средах без добавок или в гиперосмолярной 
среде только с глицерином, что свидетельствует о возможном 
синергизме этих различных осмопротекторов. Было 
выполнено объединение и статистическое сравнение данных 
трех отдельных экспериментов с измерением относительного 
процентного изменения отношений фосфорилированных/
общих JNK и p38 в эпителиальных клетках роговицы при 
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воздействии гиперосмолярных сред (EBSS + сахароза 
или EBSS + сахароза и глицерин) с добавлением и без 
добавления осмопротекторов эритрита и (или) L-карнитина. 
Добавление 20,5–40 мМ эритрита или 10–15 мМ L-карнитина 
к гиперосмолярной среде значительно снижало отношения 
фосфорилированных/общих JNK (P < 0,01 в обоих случаях) и 
p38 (P < 0,01 для эритрита) по сравнению с гиперосмолярной 
средой без осмопротекторов. Эти данные показали, что 
L-карнитин и эритрит по отдельности или их сочетание 
обладают осмопротективным действием на культуры клеток 
роговицы человека в гиперосмолярной среде.

Добавление осмопротекторов L-карнитина, бетаина 
или эритрита по отдельности или их сочетаний к 
супернатанту культуры не оказывало существенного влияния 
на жизнеспособность эпителиальных клеток роговицы в 
культуре (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ

Гиперосмолярность, достигнутая повышенными 
концентрациями натрия, повышает фосфорилирование 
(активацию) МАПК, продукцию провоспалительных 
цитокинов и хемокинов, а также ММП клетками 
конъюнктивы и эпителиальными клетками роговицы.23–25 
В данном исследовании повышение осмолярности путем 
добавления сахарозы в культуральной среде повышало 
фосфорилирование JNK и p38 в эпителиальных клетках 
роговицы человека в той же степени, что и добавление 
хлорида натрия. Тот факт, что добавление как хлорида натрия 
так и  сахарозы повышало отношения фосфорилирования 
JNK и p38 позволяет заключить, что активация этих МАПК 
была ответом на повышение осмолярности культуральной 
среды, а не следствием каких-либо других эффектов, которые 
эти молекулы с разными химическими и метаболическими 
свойствами могли вызвать в культивируемых эпителиальных 
клетках роговицы.

Как Вестерн-блоттинг, так и иммуноанализ на гранулах 
подтвердили, что аминокислота L-карнитин ослабляла 
повышение фосфорилирования JNK при воздействии 
гиперосмолярной среды независимо от того, была ли 

РИСУНОК 4. Оценка жизнеспособности в тесте MTT. Эпителиальные 
клетки роговицы человека помещали на 24 ч в среду SHEM без 
добавок или SHEM с осмопротекторами: L-карнитин (2 и 10 мМ), 
бетаин (2 и 10 мМ), эритрит (20 и 40 мМ), смесь L-карнитина и 
эритрита (10 и 20 мМ каждого). Измеряли концентрацию формазана 
в каждой лунке (ось ординат).

p38 (P , 0.01 for erythritol) compared with hyperosmolar
media alone. These data suggest that L-carnitine and erythritol
alone or in combination have osmoprotective effects on cul-
tured human corneal cells exposed to hyperosmolar medium.

Addition of the osmoprotectants L-carnitine, betaine, or
erythritol alone or in combination to the culture supernatant
had no significant affect on viability of cultured corneal epi-
thelial cells (Fig. 4).

DISCUSSION
Hyperosmolarity achieved by increased concentrations

of sodium leads to increased phosphorylation (activation) of
MAP kinases and production of proinflammatory cytokines,
chemokines, and MMPs by conjunctival and corneal epithelial
cells.23–25 In this study, elevated osmolarity achieved by ad-
dition of sucrose to the culture medium caused increases in
phosphorylation of JNK and p38 in human corneal epithelial
cells similar to those found with addition of sodium chloride.
The fact that addition of either sodium chloride or sucrose
caused increases in the phosphorylation ratios of JNK and
p38 leads to the conclusion that the activation of these
MAP kinases occurred in response to the elevated osmolarity
of the culture medium, rather than any other effects that these
molecules with different chemical and metabolic properties
might have had on cultured corneal epithelial cells.

Confirmed by both Western blot and immunobead assay,
the amino acid L-carnitine was noted to blunt the increase in
JNK phosphorylation in response to exposure to hyperosmolar
culture medium, whether the hyperosmolarity was achieved by
addition of sodium chloride or sucrose. L-carnitine and betaine
are zwitterionic molecules, in that they carry charged groups,

but the numbers of positive and negative charges are equal, so
the net charge is zero. Many amino acids are zwitterionic, but
because they are active participants in cellular metabolism,
intracellular concentrations that would be effective for
osmoprotection are impossible to achieve, whereas L-carnitine
and betaine are not typically metabolized and act as
osmoprotectants in a variety of mammalian systems and
bacteria.26,27,29,30 L-carnitine and betaine are thought to act as
osmoprotectants by stabilizing protein surfaces and possibly
other osmo-sensitive macromolecules, thereby helping to
maintain the functionality of proteins despite the hyperosmolar
intracellular environment.31 This mode of action would ex-
plain why concentrations of 2–10 mM L-carnitine, which are
much less than the concentrations of the molecules used to
increase osmolarity, seem to be effective.

Glycerol and polyols such as erythritol are neutral
solutes, uncharged but weakly polar molecules that can pro-
vide osmoprotection under some circumstances. Cells exposed
to a hyperosmolar medium may lose water as intracellular
osmolarity increases to match that of the medium; however,
uptake of glycerol or polyols can restore the lost cellular
volume.28 Therefore, greater concentrations of glycerol and
polyols are required for osmoprotection than of zwitterionic
molecules such as L-carnitine and betaine. In our experiments,
addition of 0.9% (98 mM) glycerol to medium of isotonic,
physiologic osmolarity resulted in a decrease in phosphory-
lation ratios of JNK and p38 to nearly undetectable levels,
suggesting an interaction of glycerol with these pathways
under isotonic conditions. However, when added to hyper-
osmolar medium containing sucrose, glycerol had little ef-
fect by itself on phosphorylation ratios of the MAP kinases.
Because phosphorylated molecules closely related to glycerol
are intermediates in glycolysis, it is possible that metabolism
of the high concentrations of sucrose present in the medium
either inhibits uptake of glycerol or causes it to be actively
extruded from cells. The addition of erythritol did not seem to
affect phosphorylation when evaluated by Western blot;
however, a statistical decrease in the level of JNK and
p38 activation in response to osmotic stress was noted in the
quantitative immunobead assays. Although not confirmed
statistically, combining erythritol and L-carnitine did seem to
be synergistic.

In summary, we found that compounds that display
osmoprotective properties in other biologic systems also
seem to have osmoprotective effects in human corneal epi-
thelial cells exposed to hyperosmolar media. Considering the
important role that elevated tear osmolarity plays in dry eye
disease, osmoprotective compounds should be studied further
for their potential in treatment.
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FIGURE 4. Cell viability assessed by MTT assay. Human corneal
epithelial cells were exposed to SHEM media alone or SHEM
plus osmoprotectants: L-carnitine (2 and 10 mM), betaine (2
and 10 mM), erythritol (20 and 40 mM), and a mixture of
L-carnitine and erythritol (10 and20mMeach) for 24hours. The
concentration of formazin in each well was measured (y-axis).
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РИСУНОК 3. Отношение фосфорилированных/общих МАПК 
из эпителиальных клеток роговицы человека по результатам 
иммуноанализа на гранулах. Применяли среду изотонической 
физиологической осмолярности (EBSS) 300 мОсм и гиперосмолярную 
400 мОсм. Глицерин добавляли до 0,9 % (97,7 мМ), L-карнитин до 
15,5 мМ и эритрит до 20,5 мМ (указаны конечные концентрации). 
Представлены средние значения двух измерений или трех 
измерений для EBSS без добавок. Планки погрешностей обозначают 
стандартную ошибку. Следует отметить, что шкалы осей ординат 
различны на разных графиках.
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medium of isotonic, physiologic osmolarity (Fig. 2). Similarly,
addition of 10 mM betaine also reduced the phosphorylation
ratios of JNK and p38 to below the ratios found for phys-
iologic osmolarity (Fig. 2). Addition of 40 mM erythritol to
medium of physiologic osmolarity reduced the phosphoryla-
tion ratios of JNK and p38 and also reduced the JNK and p38
phosphorylation ratios in hyperosmolar medium containing
sucrose (Fig. 2).

We also studied the effects of glycerol on the phos-
phorylation ratios of MAP kinases by using the bead-based
immunoassay. Addition of 0.9% glycerol to medium of phys-
iological osmolarity, alone or in combination with erythritol
and L-carnitine, reduced the phosphorylation ratios of JNK and
p38 to nearly undetectable levels (Fig. 3). However, addition of
0.9% glycerol to sucrose-containing hyperosmolar medium
did not reduce the elevated phosphorylation ratios of JNK and
p38 and may have caused a slight further increase (Fig. 3).

Combinations of glycerol with erythritol and/or
L-carnitine were also tested (Fig. 3). These reduced activation
of JNK and p38 below levels observed in unsupplemented
hyperosmolar media, or in hyperosmolar media with glycerol
alone, and suggest that there may be some synergism among
these different osmoprotective agents. The relative percentage
change in ratios of phosphorylated to total JNK and p38 in
corneal epithelial cells exposed to hyperosmolar media (EBSS
+ sucrose or EBSS + sucrose and glycerol) with and without
the osmoprotectants erythritol and/or L-carnitine from three
independent experiments were combined and statistically
compared. Addition of 20.5–40 mM erythritol or 10–15 mM
L-carnitine to hyperosmolar media significantly decreased
ratios of phosphorylated to total JNK (P , 0.01 for both) and

FIGURE 2. Ratios of phosphorylated to total JNK (top) and p38
(bottom) MAP kinases from human corneal epithelial cells
determined by bead-based immunoassays. Medium of iso-
tonic, physiologic osmolarity (EBSS) was 300 mOsm, and
hyperosmolar media were 400 mOsm. Note that the scales of
the y-axes differ among the graphs.

FIGURE 3. Ratios of phosphorylated to total MAP kinases from
human corneal epithelial cells determined by bead-based
immunoassays. Medium of isotonic, physiologic osmolarity
(EBSS) was 300 mOsm, and hyperosmolar medium was 400
mOsm. Glycerol was added to 0.9% (97.7 mM), L-carnitine to
15.5 mM, and erythritol to 20.5 mM final concentrations.
Means of 2 determinations are presented or 3 determinations
for EBSS with no additions. Error bars represent SE. Note that
the scales of the y-axes differ among the graphs.
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гиперосмолярность обусловлена добавлением хлорида 
натрия или сахарозы. L-Карнитин и бетаин являются 
цвиттерионными молекулами; они имеют заряженные 
группы, но количества положительных и отрицательных 
зарядов равны и результирующий заряд равен нулю. 
Цвиттерионными являются многие аминокислоты, но 
вследствие их активного участия в клеточном метаболизме 
внутриклеточные концентрации, способные сделать их 
эффективными осмопротекторами, недостижимы. В отличие 
от них L-карнитин и бетаин обычно не метаболизируются 
и играют роль осмопротекторов в различных системах 
млекопитающих и бактериях.26,27,29,30 Предполагается, что 
L-карнитин и бетаин выполняют функцию осмопротекторов, 
стабилизируя поверхности белков, а возможно и других 
осмочувствительных макромолекул, помогая поддерживать 
функционирование белков, несмотря на гиперосмолярную 
внутриклеточную среду.31 Такой механизм действия может 
объяснить, эффективность концентраций L-карнитина 
2–10 мМ, которые значительно ниже концентраций молекул, 
использованных для повышения осмолярности.

Глицерин и такие полиолы, как эритрит в растворах 
нейтральны, имеют незаряженные, но слабо полярные 
молекулы, которые при некоторых обстоятельствах могут 
быть осмопротекторами. Клетки в гиперосмолярной среде 
могут терять воду по мере повышения внутриклеточной 
осмолярности до уровня среды. Однако захват глицерина 
или полиолов может восполнять потери объема клеток.28 
Поэтому для осмопротекции требуются более высокие 
концентрации глицерина и полиолов, чем таких 
цвиттерионных молекул, как L-карнитин и бетаин. В наших 
экспериментах добавление 0,9 % (98 мМ) глицерина к 
среде с изотонической физиологической осмолярностью 
приводило к снижению отношений фосфорилирования 
JNK и p38 до почти необнаружимых уровней, что 
свидетельствует о взаимодействии глицерина с этими 
путями в изотонических условиях. Однако при добавлении к 
гиперосмолярным средам, содержащим сахарозу, глицерин 
сам по себе слабо влиял на отношения фосфорилирования 
МАПК. Поскольку фосфорилированные молекулы, 
близкородственные глицерину, являются промежуточными 
продуктами гликолиза, возможно, что метаболизм сахарозы, 
присутствующей в среде в высокой концентрации, подавляет 
захват глицерина или вызывает его активное выведение из 
клеток. Добавление эритрита, по-видимому, не влияет на 
фосфорилирование при оценки Вестерн-блоттингом, однако 
количественный иммуноанализ на гранулах обнаружил 
статистически значимое снижение уровней активации JNK и 
p38 в ответ на осмотический стресс. Эритрит и L-карнитин 
в сочетании дают синергичный эффект, но статистического 
подтверждения этому не получено.

Таким образом, мы обнаружили, что вещества, 
обладающие осмопротективными свойствами в 
других биологических системах, также могут обладать 
осмопротективным действием на эпителиальные клетки 
роговицы человека в гиперосмолярной среде. С учетом 
важной роли повышенной осмолярности слезы при синдроме 
сухого глаза целесообразно дальнейшее исследование 
терапевтического потенциала осмопротективных веществ.
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