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DESCRIPCION
Agente farmacéutico que contiene un agonista de PPAR-delta.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a agonistas PPAR y un agente para promover la proliferacion de células epiteliales
de la glandula meibomiana o células epiteliales de la cérnea, que contiene dicho agonista & PPAR (Receptor
Activado por el Proliferador de Peroxisoma) como un ingrediente activo.

Técnica Precedente

Una glandula meibomiana es una glandula productora de lipidos encerrada en los parpados tanto superior como
inferior (palpebra), y secreta un lipido a través de una abertura situada en un lado de la conjuntiva desde las
pestafas de los parpados. Una capa de lipido que constituye un fluido lacrimal contiene un lipido suministrado desde
las glandulas meibomianas como un componente, y evita que el fluido lacrimal se evapore de una superficie ocular.
Se sabe que los pacientes con disfuncion de la glandula meibomiana o meibomitis desarrollan ojo seco
hiperevaporativo, trastorno epitelial queratoconjuntival, erosién epitelial de la cérnea y uUlcera corneal, que se asocian
con ojo seco y similar, ya que la glandula meibomiana muestra deterioro funcional y secreta un lipido a un menor
nivel.

Ademas, la cérnea consiste en epitelio y una membrana limitante externa (membrana de Bowman), estroma, una
membrana limitante interna (membrana de Descemet) y endotelio. Como la cérnea se localiza en la parte mas frontal
del globo ocular, es susceptible a la influencia medioambiental externa, a consecuencia de lo cual se desarrollan
diversos trastornos. Ejemplos de las enfermedades asociadas con herida o defecto de células epiteliales de la
coérnea incluyen sindrome del ojo seco, ulcera corneal, queratitis punteada superficial, erosion epitelial de la cérnea,
enfermedades alérgicas oculares asociadas con lesion corneal tal como conjuntivitis vernal, queratoconjuntivitis
atopica, etc., y similares.

Por otro lado, PPAR es una clase de receptores intranucleares expresados en la mayoria de vertebrados, y se
considera que es un grupo de factor de transcripcion relacionada intimamente con el metabolismo del aztcar o lipido
intracelular y la diferenciacion celular. Como el subtipo, se conocen los tipos a, & y y. EI PPAR®S se indica algunas
veces como PPARP (documento 1 que no es patente).

Con respecto a la distribucién de PPAR en el tejido ocular, se conoce la expresion de PPARa y B en las células
epiteliales de la cérnea de conejo (documento 2 que no es patente).

Se han presentado que la 5-[4-(6-metoxi-1-metil-1H-benzimidazol-2-iimetoxi)bencilltiazolidin-2,4-diona, considerada
por tener principalmente una accién de activacion de PPARYy, puede utilizarse como un agente terapéutico para
trastornos queratoconjuntivales (documentos de patente 1 y 2), y se administra agonista de PPARa, & o y para el
tratamiento de enfermedades oculares (conjuntivitis, sindrome del ojo seco, queratitis, etc.) (documento de patente
3). Ademas, se sabe que PPARa se distribuye en el higado, rifién y similares, y actia en el metabolismo y transporte
de lipidos. Ademas, se ha presentado también que un agonista del mismo puede utilizarse como un agente
terapéutico para enfermedades corneales (documento de patente 4). Se ha presentado que los agonistas de PPARS
promueven la proliferaciéon y diferenciacion de las células epiteliales de la glandula sebacea de rata (documento 3
que no es patente) y promueven la curaciéon de heridas de la piel (documento 4 que no es patente). Ademas de lo
anterior, se conoce un método de estimulacién de la proliferacién de células B mediante la administracion de un
ligando PPAR distinto de tiazolidindiona y un derivado GLP-1 (documento de patente 5), inhibicion de la proliferacion
de células de leucemia, células de cancer de préstata y similares mediante pioglitazona (agonista de PPARYy)
(documento de patente 6) y similares.

Sin embargo, muchos aspectos de la expresion y funcién de PPARa, & o y en cada especie animal y cada tejido o
célula aun se tienen que aclarar, y si un agonista de PPARS es util para enfermedades oculares en seres humanos
no se conoce correctamente.

Documento de patente 1: documento W0O2005/039574

Documento de patente 2: documento JP-A-2001-39976

Documento de patente 3: documento W02002/076177

Documento de patente 4: documento JP-A-2005-008570

Documento de patente 5: documento WO2002/69994

Documento de patente 6: documento WO1998/25598

Documento 1 que no es patente: J Med Chem 2000, 43: 527-550
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Documento 2 que no es patente: J Biol Chem 2000, 275: 2837

Documento 3 que no es patente: Molecular Genetic and Metabolism 2001, 74: 362-369
Documento 4 que no es patente: Am J Clin Dermatol 2003, 4(8): 523-530

Descripcion de la Invencion

Problemas a Resolver mediante la Invencion

Un objeto de la presente invencién es proporcionar un medicamento capaz de promover la proliferacion de células
epiteliales de la glandula meibomiana y células epiteliales de la cérnea, que puede ser un tratamiento fundamental
de enfermedades oculares tales como ojo seco y similares, y un agente terapéutico que usa el promotor para
enfermedades oculares tales como disfuncién de la glandula meibomiana, trastorno epitelial de la cérnea, ojo seco y
similares.

Medios de Resolver los Problemas

Los actuales inventores han llevado a cabo estudios intensivos en vista de los problemas mencionados
anteriormente y han encontrado que un agonista PPARS especifico muestra una accién superior en la estimulacion
de la proliferacion de células epiteliales de la glandula meibomiana y células epiteliales de la cornea, que da por
resultado la finalizacion de la presente invencion.

Por consiguiente, la presente invencion incluye al menos los siguientes aspectos.

1. Acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil)fenil-5-tiazolil]etil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-6-ilJoxiacético, &cido [4-[3-[2-
(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazoliljpropionil]-2-metilfenoxilacético o acido [4-[3-[2-(2-hidroxi-4-clorofenil)-5-
isopropil-4-oxazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético, o una sal farmacolégicamente aceptable de los mismos para el
uso en la estimulacion de la proliferaciéon de una célula epitelial de la glandula meibomiana.

2. Acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil)fenil-5-tiazolil]etil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-6-ilJoxiacético, acido [4-[3-[2-
(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazolillpropionil]-2-metilfenoxilacético o acido [4-[3-[2-(2-hidroxi-4-clorofenil)-5-
isopropil-4-oxazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético, o una sal farmacolégicamente aceptable de los mismos para el
uso en la estimulacion de la proliferacién de una célula epitelial de la cérnea.

3. Acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil)fenil-5-tiazolil]etil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-6-ilJoxiacético, acido [4-[3-[2-
(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazoliljpropionil]-2-metilfenoxilacético o acido [4-[3-[2-(2-hidroxi-4-clorofenil)-5-
isopropil-4-oxazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético, o una sal farmacolégicamente aceptable de los mismos para el
uso en el tratamiento de disfuncién de la glandula meibomiana.

4. Acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil)fenil-5-tiazolil]etil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-6-ilJoxiacético, acido [4-[3-[2-
(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazolillpropionil]-2-metilfenoxilacético o acido [4-[3-[2-(2-hidroxi-4-clorofenil)-5-
isopropil-4-oxazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético, o una sal farmacolégicamente aceptable de los mismos para el
uso en el tratamiento de un trastorno epitelial de la cérnea.

5. Acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil)fenil-5-tiazolil]etil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-6-ilJoxiacético, acido [4-[3-[2-
(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazoliljpropionil]-2-metilfenoxilacético o acido [4-[3-[2-(2-hidroxi-4-clorofenil)-5-
isopropil-4-oxazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético, o una sal farmacolégicamente aceptable de los mismos para el
uso en el tratamiento del ojo seco.

6. El compuesto de la reivindicacién 5, en donde el ojo seco es un ojo seco hiperevaporativo.

7. Un agente que comprende acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil)fenil-5-tiazolilletil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-6-
illoxiacético, acido [4-[3-[2-(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético o acido [4-[3-[2-(2-
hidroxi-4-clorofenil)-5-isopropil-4-oxazolil]propionil]-2-metilfenoxi]acético, o una sal farmacoloégicamente aceptable de
los mismos para el uso en la estimulacion de la proliferacién de una célula epitelial de la glandula meibomiana.

8. Un agente que comprende acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil)fenil-5-tiazolil]etil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-6-
ilJloxiacético, acido [4-[3-[2-(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético o acido [4-[3-[2-(2-
hidroxi-4-clorofenil)-5-isopropil-4-oxazolil]propionil]-2-metilfenoxi]acético, o una sal farmacoldégicamente aceptable de
los mismos para el uso en la estimulacion de la proliferacion de una célula epitelial de la cérnea.

9. Un agente que comprende acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil)fenil-5-tiazolilletil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-6-
illoxiacético, acido [4-[3-[2-(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético o acido [4-[3-[2-(2-
hidroxi-4-clorofenil)-5-isopropil-4-oxazolil]propionil]-2-metilfenoxi]acético, o una sal farmacolégicamente aceptable de
los mismos para el uso en el tratamiento de disfuncion de la glandula meibomiana.

10. Un agente que comprende acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil)fenil-5-tiazolil]etil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-
6-ilJoxiacético, acido [4-[3-[2-(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazolilJpropionil]-2-metilfenoxilacético o acido [4-[3-[2-
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(2-hidroxi-4-clorofenil)-5-isopropil-4-oxazolil]propionil]-2-metilfenoxiJacético, o una sal farmacoldgicamente aceptable
de los mismos para el uso en el tratamiento de un trastorno epitelial de la cornea.

11. Un agente que comprende acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil)fenil-5-tiazolil]etil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-
6-ilJoxiacético, acido [4-[3-[2-(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético o acido [4-[3-[2-
(2-hidroxi-4-clorofenil)-5-isopropil-4-oxazolil]propionil]-2-metilfenoxi]Jacético, o una sal farmacolégicamente aceptable
de los mismos para el uso en el tratamiento del ojo seco.

12. El agente del punto 11, en donde el ojo seco es un 0jo seco hiperevaporativo.
Efecto de la Invencion

La presente invencion proporciona un nuevo promotor proliferativo de células epiteliales de la glandula meibomiana
o un promotor proliferativo de células epiteliales de la cérnea, que promueve la proliferacién de células epiteliales de
la glandula meibomiana o células epiteliales de la cérnea.

Ademas, el agente terapéutico de la presente invencién puede usarse de forma eficaz para el tratamiento o mejora
de enfermedades, por ejemplo, disfuncién de la glandula meibomiana, un trastorno epitelial de la cérnea, ojo seco, y
similares.

Breve Descripcion de los Dibujos

La Fig. 1 muestra la expresion de ARNm de PPARaq, 6 y y en células epiteliales de la cornea humana cultivadas
(panel superior), células epiteliales de la cérnea de conejo cultivadas (panel medio), y células epiteliales de la
glandula meibomiana de mono cultivadas (panel inferior).

Mejor Modo para Llevar a Cabo la Invencién

La presente invencion proporciona un agente para promover la proliferacién de una célula epitelial de la glandula
meibomiana, que comprende acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometilfenil-5-tiazolilletil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-6-
illoxiacético, acido [4-[3-[2-(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético o acido [4-[3-[2-(2-
hidroxi-4-clorofenil)-5-isopropil-4-oxazolil]propionil]-2-metilfenoxi]acético, o una sal farmacolégicamente aceptable de
los mismos (en adelante, a veces se denomina de forma colectiva como “el compuesto de la presente invencion”)
como un ingrediente activo. El agente promueve la proliferacion de células epiteliales de la glandula meibomiana.
Ademas, la presente invencion proporciona un agente para promover la proliferacion de una célula epitelial de la
cérnea, que comprende acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil)fenil-5-tiazolilletil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-6-
ilJloxiacético, acido [4-[3-[2-(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético o acido [4-[3-[2-(2-
hidroxi-4-clorofenil)-5-isopropil-4-oxazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético, o una sal farmacolégicamente aceptable de
los mismos como un ingrediente activo. El agente promueve la proliferacién de células epiteliales de la coérnea. El
promotor proliferativo celular en la presente invencidn significa tanto un agente que tiene una accién para promover
la divisién celular para aumentar el nimero de células, y un agente que tiene una accién para suprimir la muerte
celular para aumentar el nimero de células.

Acido  3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil ffenil-5-tiazolilletil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-6-illoxiacético  (CAS  num.
515138-06-4):

I N\
FsC |
S -
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N o ~F~0"cooH

contenido en el promotor de la presente invencion como un ingrediente activo es un compuesto que tiene una
actividad agonista PPAR®S y se describe en el documento WO2003/033493 (particularmente el Ejemplo 5).

Acido [4-[3-[2-(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético (CAS nim. 500581-25-8):

N 0._COOH
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contenido en el promotor de la presente invencion como un ingrediente activo es un compuesto que tiene una
actividad agonista PPAROJ y se describe en el documento W02003/016291 (particularmente el Ejemplo 3).

Acido [4-[3-[2-(2-hidroxi-4-clorofenil)-5-isopropil-4-oxazolil|propionil]-2-metilfenoxi]acético (CAS nim. 500581-27-1):

o | 0. _COOH
= N
OH 3

contenido en el promotor de la presente invencion como un ingrediente activo es un compuesto que tiene una
actividad agonista PPAROJ y se describe en el documento W02003/016291 (particularmente el Ejemplo 6).

Ejemplos de las sales farmacolégicamente aceptables de estos compuestos incluyen sales metalicas con metales
alcalinos tales como sodio, potasio, etc.; metales alcalinotérreos tales como calcio, magnesio, etc.; y similares.
Ademas, el compuesto de la presente invencion ademas incluye un solvato de los mismos.

El agonista PPAR®S en la presente invencion es una sustancia que enlaza a un dominio de unién del ligando (LBD)
de PPARD, activa el receptor, y regula la transcripcion de un gen diana de PPAR. La actividad agonista PPARd
puede medirse mediante un método de dos hibridos de levadura usando un receptor quimérico de LBD y GAL4 de
levadura, y un gen indicador, para excluir la influencia de otros receptores nucleares presentes de forma inherente
en células de mamiferos. Ejemplos especificos del método de medida incluyen ensayos PPAR-GAL4 descritos en
los documentos de referencia, T.M. Willson et al., Journal of Medicinal Chemistry, 2000, vol. 43, Num. 4, p. 528-550
y J.M. Lehmann et al., The Journal of Biological Chemistry, 1995, vol. 270, Num. 22, p. 12953-12956. Se ha
confirmado que el compuesto de la presente invencion tiene una actividad agonista PPAR® segun los métodos
descritos en el documento W02003/033493, Ejemplo 12 y documento W02003/016291, Ejemplo 51.

El compuesto de la presente invencion puede sintetizarse segun las descripciones del documento W02003/033493
(particularmente el Ejemplo 5) y el documento W0O2003/016291 (particularmente los Ejemplos 3, 6).

En el promotor de la presente invencion, el contenido del ingrediente activo es generalmente 0,000001 — 1% en
peso, preferiblemente 0,00001 — 1% en peso, lo mas preferiblemente 0,0001 — 0,1% en peso.

El promotor de la presente invencién puede contener cualquier vehiculo ademas de los ingredientes activos
mencionados anteriormente. Ejemplos de dichos vehiculos incluyen disolventes (por ejemplo, agua, alcohol, etc.),
tampones (por ejemplo, tampdn fosfato, tampén acetato, tampdn borato, tampdn carbonato, tampén citrato, tampdn
Tris, acido glutdmico, acido épsilon aminocaproico, etc.), conservantes (por ejemplo, cloruro de benzalconio, cloruro
de benzetonio, gluconato de clorexidina, clorobutanol, alcohol bencilico, deshidroacetato sddico, ésteres de acido
paraoxibenzoico, edetato sddico, acido boérico, etc.), agentes de isotonicidad (por ejemplo, cloruro sédico, cloruro de
potasio, glicerol, manitol, sorbitol, acido borico, glucosa, propilenglicol, etc.) y similares.

El promotor de la presente invencidén puede usarse in vivo o in vitro como un medicamento o reactivo de ensayo y
similares.

Cuando el promotor de la presente invencidon se usa como un reactivo de ensayo, puede utilizarse como un reactivo
de ensayo en los campos de la fisiologia y bioquimica y en diversas realizaciones.

Cuando el promotor de la presente invencién se usa como un medicamento, es util como un agente terapéutico para
una enfermedad asociada con dafo o atrofia de células epiteliales de la glandula meibomiana, y una enfermedad
provocada por la hipofuncion de células epiteliales de la glandula meibomiana, ya que el agente promueve la
proliferaciéon de las células epiteliales de la glandula meibomiana. Ejemplos de las enfermedades incluyen disfuncion
de la glandula meibomiana, meibomianitis y similares. Ademas, como las células epiteliales de la glandula
meibomiana secretan un componente lipido en un fluido lacrimal, y el lipido evita la evaporacién del fluido lacrimal y
estabiliza la capa de fluido lacrimal, el agente terapéutico de la presente invencion es util para una enfermedad
asociada con anormalidad de lipido (secrecidon disminuida, cambio de componente) en el fluido lacrimal. Los
ejemplos de la enfermedad incluyen ojo seco hiperevaporativo.

Ademas, el promotor de la presente invencién también es util como un agente terapéutico para una enfermedad
asociada con dafio de células epiteliales de la cérnea (esto es, herida o defecto), ya que promueve la proliferacion
de células epiteliales de la cornea. El promotor de la presente invencion es util como un agente terapéutico para
trastornos epiteliales de la cornea, especificamente, los asociados con enfermedades enddgenas tal como sindrome
Sjogren, sindrome Stevens-Johnson, queratoconjuntivitis sicca (0jo seco) y similares; los asociados con
enfermedades exdgenas tales como post-operatorio, uso de farmacos, trauma, Ulcera corneal, meibomianitis,
enfermedades exdgenas durante el uso de lentes de contacto y similares; las asociadas con enfermedades alérgicas
oculares que acompafian a la lesion corneal tal como conjuntivitis vernal, queratoconjuntivitis atopica y similares. El
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promotor de la presente invencidon también es util para el tratamiento de queratitis punteada superficial y erosion
epitelial de la cérnea. Ademas, el promotor de la presente invencion también es Gtil como un promotor para curar
heridas de la cérnea.

Ademas, el promotor de la presente invencién es util como un agente para tratar el ojo seco, particularmente,
altamente atil como un agente para tratar el ojo seco hiperevaporativo, ya que el agente muestra de forma
simultdnea una accion de estimulacién en la proliferaciéon de células epiteliales de la cornea y una accion
proliferativa de las células epiteliales de la glandula meibomiana y proporciona un efecto actuando directamente en
los tejidos corneales y un efecto de mejora de la funcién del fluido lacrimal actuando en las células de la glandula
meibomiana.

En el agente terapéutico de la presente invencion, el contenido del ingrediente activo es generalmente 0,000001 —
1% en peso, preferiblemente 0,00001 — 1% en peso, lo mas preferiblemente 0,0001 — 0,1% en peso.

Ejemplos del sujeto de administracion del promotor o agente terapéutico de la presente invencién incluye mamiferos
(por ejemplo, ser humano, ratén, rata, hamster, conejo, gato, perro, bovino, oveja, mono, etc.).

El agente terapéutico de la presente invenciéon puede usarse en una forma de dosificacion de, por ejemplo, gotas
oculares, parche, pomada, locién, crema, agente oral, y similares, y puede contener, ademas de los ingredientes
activos anteriormente mencionados, cualquier vehiculo, por ejemplo, un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Aunque la ruta de administracion del agente terapéutico de la presente invencion no esta limitada particularmente
mientras que el efecto de tratamiento mencionado anteriormente se proporcione, preferiblemente se administra
tépicamente al ojo. Ejemplos de la forma de dosificacion de una administracion tépica al ojo incluye gotas oculares y
pomada oftalmica.

Por ejemplo, cuando el agente terapéutico de la presente invencién se usa como una gota ocular o pomada
oftalmica, pueden afadirse estabilizadores (por ejemplo, bisulfito sédico, tiosulfato sédico, edetato sdédico, citrato
sédico, acido ascorbico, dibutilhidroxitolueno, etc.), agentes de solubilizacion (por ejemplo, glicerol, propilenglicol,
macrogol, aceite de ricino hidrogenado polioxietileno, etc.), agentes de suspensién (por ejemplo, polivinilpirrolidona,
hidroxipropilmetilcelulosa, hidroximetilcelulosa, carboximetilcelulosa sdédica, etc.), emulsionantes (por ejemplo,
polivinilpirrolidona, lecitina de soja, lecitina de yema de huevo, aceite de ricino hidrogenado de polioxietileno,
polisorbato 80, etc.), tampones (por ejemplo, tampdn fosfato, tampdn acetato, tampdn borato, tampén carbonato,
tampodn citrato, tampdn Tris, acido glutamico, acido épsilon aminocaproico, etc.), agentes viscosos (por ejemplo,
derivado de celulosa soluble en agua tal como metilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
carboximetilcelulosa, etc., sulfato de condroitina sddica, hialuronato sédico, polimero de carboxivinilo, alcohol de
polivinilo, polivinilpirrolidona, macrogol, etc.), conservantes (por ejemplo, cloruro de benzalconio, cloruro de
benzetonio, gluconato de clorexidina, clorobutanol, alcohol bencilico, deshidroacetato sédico, ésteres de acido
paraoxibenzoico, edetato sddico, acido bodrico, etc.), agentes de isotonicidad (por ejemplo, cloruro sédico, cloruro de
potasio, glicerol, manitol, sorbitol, acido bérico, glucosa, propilenglicol, etc.), ajustadores de pH (por ejemplo, acido
clorhidrico, hidréxido sédico, acido fosférico, acido acético, etc.), refrescantes (por ejemplo, 1-mentol, d-alcanfor, d-
borneol, esencia de menta, etc.), bases de pomada (vaselina blanca, lanolina purificada, parafina liquida, aceite
vegetal (aceite de oliva, aceite de camelia, aceite de cacahuete, etc.), etc.), y similares, como aditivos. Mientras la
cantidad de los aditivos varia dependiendo de la clase de aditivo, uso y similares, pueden afadirse en cantidades
tales que proporciona una concentracion capaz de alcanzar el objeto del uso del aditivo.

Cuando el agente terapéutico de la presente invencién se usa en forma de una gota ocular o pomada oftalmica, el
agente puede producirse segun un método usado generalmente en el campo farmacéutico y, por ejemplo, en base al
método descrito en la Japanese Pharmacopoeia, 142 Edicion, Preparation General Rules, seccién de la gota ocular y
seccion de la pomada oftalmica.

Ejemplos de la forma de una gota ocular incluyen gotas oculares acuosas (instilacion acuosa, instilacion de
suspension acuosa, instilacion viscosa, etc.), gotas oculares no acuosas (instilacion no acuosa, instilacion de
suspension no acuosa, etc.), gotas oculares en emulsién y similares.

Mientras el pH de la gota ocular se determina de forma apropiada segun la forma de la gota ocular, esta
generalmente dentro del intervalo de 4 — 8. Cuando la gota ocular es una instilacion acuosa, preferiblemente el pH
se ajusta de forma particular a pH 6 — 8 desde el aspecto de solubilidad del ingrediente activo.

La gota ocular es generalmente un preparado esterilizado por un método tal como esterilizacién por filtracion,
esterilizacion por irradiacion (por ejemplo, esterilizacion electrénica, esterilizacion ultravioleta, esterilizacion gamma,
etc.), esterilizacidon en autoclave, esterilizacion por aire caliente, y similares.

Cuando el agente se formula en una gota ocular, el liquido se llena preferiblemente en un envase de instilacion
provisto con una abertura de goteo de liquido que tiene un pequefio didmetro que permite el control de la cantidad
del goteo para facilitar la instilacion en el ojo. El material a usar para el envase es resina sintética, cristal, celulosa,
pulpa y similares, y se selecciona de forma apropiada segun la propiedad y la cantidad de uso del ingrediente activo
y la base. A partir de los aspectos de capacidad de escurrido y durabilidad, el envase se hace preferiblemente de
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una resina sintética. Ejemplos especificos del material de la resina sintética incluyen resina de polietileno (por
ejemplo, polietileno de baja densidad o polietileno de alta densidad), resina de polipropileno, resina de copolimero de
etileno-propileno, resina de poli(tereftalato de etileno) y similares.

Ejemplos del envase de instilacién incluyen un envase en donde un miembro de guia se ajusta en un cuerpo de
envase, que estan moldeados de forma independiente, un envase moldeado de forma integral en donde un liquido
se sella fuertemente de forma simultdnea con el moldeo del envase (por ejemplo, documento W02004/006826) y
similar. Cuando se emplea un envase moldeado de forma integral, el envase es superior en los aspectos de coste o
higiene, ya que el envase y el liquido se producen de forma continua. El envase de instilacion puede ser un envase
tipo dosis unitaria que se coloca después de cada momento de uso (por ejemplo, documento JP-A-9-207959).
Cuando se usa este envase, puede formularse un preparado sin conservantes, que es altamente seguro para la
cérnea. Ademas, dichos envases pueden empaquetarse por adhesion con una pelicula bloqueante de UV. Ademas,
los envases pueden colorearse (marrdn, verde, azul, amarillo, etc.) para mejorar la realizacién del bloqueo de UV.

La presente descripcion proporciona un método para promover la proliferacién de una célula epitelial de la glandula
meibomiana, que comprende administrar una cantidad eficaz del compuesto de la presente invenciéon a un sujeto
que necesita la estimulaciéon de la proliferacion de células epiteliales de la glandula meibomiana. El método se lleva
a cabo de forma deseable para el tratamiento de la disfuncién de la glandula meibomiana.

Ademas, la presente descripcion proporciona un método para promover la proliferacion de una célula epitelial de la
coérnea, que comprende administrar una cantidad eficaz del compuesto de la presente invencion a un sujeto que
necesita la estimulaciéon de la proliferacion de células epiteliales de la cérnea. El método se lleva a cabo de forma
deseable para el tratamiento de un trastorno epitelial de la cérnea.

Ademas, la presente descripcion proporciona un método para tratar el ojo seco, que comprende la administracion de
una cantidad eficaz del compuesto de la presente invencién a pacientes que sufren de ojo seco.

La cantidad eficaz del compuesto de la presente invencidon no puede definirse de forma automatica ya que varia
dependiendo de la edad, peso corporal y dolencia del sujeto de administracién, un objeto de tratamiento y similares.
Cuando el promotor o agente terapéutico de la presente invencion se administra al ser humano, por ejemplo, una
disolucion que contiene el compuesto de la presente invencion a 0,000001 — 1% en peso, preferiblemente 0,00001 —
1% en peso, lo mas preferiblemente 0,0001 — 0,1% en peso, se instila generalmente una — ocho veces al dia
mediante 1 — 2 gotas para un ojo/instilaciéon, a saber, aproximadamente 50 — 200 pL por instilacion. La cantidad del
compuesto contenido en una disolucidon que tiene una concentracion y un volumen en dichos intervalos puede
ejemplificarse como una cantidad eficaz.

Ejemplos

La presente invencion se explica en detalle a continuacion por referencia a Ejemplos Experimentales, que no se van
a construir como limitantes.

(Ejemplo Experimental 1)

Efecto en el aumento del nimero celular de células epiteliales de la cornea humana normal
1. Células usadas

Se usaron células epiteliales de la cornea humana normales (KURABO).

2. Método de preparacion de disolucién de la sustancia de ensayo

Como una sustancia de ensayo, se usé acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil)fenil-5-tiazolilletil]-5-metil-1,2-
benzisoxazol-6-ilJoxiacético (denominado en adelante como compuesto A). El compuesto A se disolvid en etanol
(Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) a una concentracion 200 veces la concentracion final en un medio de cultivo,
y la disolucion se almacend a -80°C hasta inmediatamente antes del uso.

Como un medio de cultivo celular para la consideracion del efecto de aumento del nimero celular por el compuesto
A, se us6 un medio de cultivo (medio basal) obtenido por adicién de insulina, hidrocortisona y transferrina contenida
en el equipo aditivo de crecimiento HCGS (KURABO) a EpiLife (KURABO).

3. Método de ensayo

1) Cultivo celular y adiciéon del compuesto A

Las células epiteliales de la cérnea humana normales criopreservadas en nitrdgeno liquido se descongelaron y se
contd el niumero de células. La cantidad total de las mismas se transfirié a EpilLife afiadido con todo el equipo de
aditivos de crecimiento HCGS (insulina, mEGF de factor de crecimiento epidérmico derivado de raton,
hidrocortisona, transferrina, extracto de hipdfisis de cerebro bovino) (4 mL, medio completo), y se suspendio bien en
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el mismo. La suspension celular se sembré en una placa de 24 pocillos recubierta de fibronectina (Becton Dickinson)
a un nimero celular de 2x10* células/500 uL/pocillo (1x104 células/cm? ya que el area del fondo era 2 cmz).

Después de completar el sembrado celular, la placa de cultivo se incubd en un equipo incubador a 37°C, 5% de COa,
95% de aire y 100% de humedad durante 24 horas, y el medio de cultivo se cambié a 400 pL del medio basal
(EpiLife afhadido con insulina, hidrocortisona y transferrina procedente de los aditivos de crecimiento HCGS).

Después de 24 horas a partir de entonces, el medio de cultivo se cambié al siguiente medio de cultivo (cada 400 pL).
[1] medio basal solo (grupo sin adicion)
[2] medio basal + mMEGF (concentracion final: 1 ng/mL; grupo de control positivo)

[3] medio basal + compuesto A (concentracion final: 0,1 nM, 1 nM, 0,01 pM, 0,1 uM; grupo de adicion del compuesto
A)

Se afadié etanol (5 L) a 1 mL de cada medio de cultivo [1] y [2] para fijar uniformemente la concentracion de etanol
de todos los medios de cultivo a 0,5%.

2) Medida del nimero celular

Después de 24 horas desde el inicio de la estimulacion con compuesto A, el sobrenadante del cultivo se eliminé de
cada pocillo, y se dispens6 un medio basal afiadido con 10% de Kit-8 de Conteo Celular (DOJINDO) a cada pocillo
por 200 L. Después de la dispensacion, la placa de cultivo se transfirié a un equipo incubador a 37°C, 5% de COa,
95% de aire y 100% de humedad y se incubd durante 2 horas. El sobrenadante (100 uL) se transfirid a una placa de
cultivo de 96 pocillos para el cultivo tisular (Corning), y se midi6 la absorbancia de cada pocillo a 450 nm con un
lector de microplaca (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.), y se usé como un indice del aumento del niumero
celular.

4. Analisis Estadistico

Los valores del grupo de control positivo y el grupo de adicion del compuesto A se calcularon en base a la
absorbancia promedio del grupo sin adicion como 100%, y el grupo sin adicién se comparé con el grupo de adicion
del compuesto A y el grupo de control positivo segun el ensayo de comparacion multiple de Dunnett (de una cola).
Un valor critico de menos de 5% como un resultado del ensayo se juzgd como significativo.

5. Resultados de ensayo

El efecto de aumento del niumero celular de cada grupo se muestra en la Tabla 1. Las absorbancias medidas
muestran que el numero celular del grupo de control positivo y el grupo de adicion del compuesto A es
significativamente mayor que las del grupo sin adicion donde el numero celular del grupo sin adicion es 100%, y se
sugiere un aumento en el nimero celular en estos grupos (p< 0,01). A partir de los resultados de ensayo, se ha
aclarado que el compuesto A aumenta el niumero celular de células epiteliales de la cornea humana normales.

Tabla 1
Grupo indi’ce de aumento del Diferencia s.ignifi.cgyiva (al
numero celular (%) grupo sin adicion)
Grupo sin adicion 100,0+7,7

mEGF 147,5+47,2 >
Compuesto A 10 M 177,4+20,8 w*
Compuesto A 10° M 169,018,2 w
Compuesto A 10° M 187,4+10,2 **
Compuesto A 10" M 172,6+16,0 **

Los cambios en el numero celular cuando se afnadié el compuesto A a las células epiteliales de la cérnea humana
normales cultivadas se muestran en los valores respecto al valor promedio del grupo sin adicion como 100% (media
+ desviacion estandar, N = 3-4). ** en la Tabla muestra una diferencia significativa desde el grupo sin adicién
(p<0,01).
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(Ejemplo Experimental 2)

Estudio de accion de estimulacién en la cura de herida epitelial de la cérnea

1. Animal usado

Se usaron conejos blancos japoneses macho (KITAYAMA LABES Co., Ltd.). Los animales experimentales se usaron
segun el International Guiding Principles for Biomedical Research involving Animals.

2. Método de preparacioén de la instilacién de la sustancia de ensayo

Se uso6 el compuesto A como una sustancia de ensayo. El compuesto A se disolvidé en el siguiente vehiculo a
0,0005% o se suspendio en el siguiente vehiculo a 0,005% y se usé como una instilacion.

Dihidrato de fosfato de dihidrégeno soédico 0,05¢

Cloruro soédico 0,45¢g

Agua ultra-pura e.q.
Polisorbato 80 0,05 mL
Hidréxido sédico e.q.

Cantidad total 50 mL (pH 7,0)

Como un control para el grupo de administracion del compuesto A, se usé el grupo de instilaciéon de vehiculo
mencionado anteriormente libre de medicamento.

3. Método experimental

1) Raspado epitelial de la cérnea

Los animales recibieron una inyeccion intramuscular (1 mL/Kg) de una mezcla Selactal (2% de xilazina; Bayer, Ltd.) :
Ketalar (5% de quetamina; DAIICHI SANKYO COMPANY, LIMITED) = 1:1 para anestesia sistémica, e instilacion de
hidrocloruro de oxibuprocaina (instilacion de benoxilo 0,4%; Santen Pharmaceutical CO., Ltd.) y después se
expusieron los globos oculares. Usando un trépano con un diametro de 10 mm, se estampd una marca (didmetro 10
mm) en el epitelio corneal en la parte central de la cornea, y la capa entera epitelial de la cérnea en el circulo
marcado se raspo con un arrancador manual bajo un estereomicroscopio. Después del raspado, la superficie corneal
se lavo con solucion salina fisiolégica (OTSUKA PHARMACEUTICAL FACTORY, INC.), y el tratamiento de raspado
epitelial de la cérnea se completd colocando el globo ocular de nuevo en la érbita.

2) Administracién

La instilacién del compuesto A o un vehiculo de instilacién se instil6 mediante 50 yL cada vez en el ojo tratado con
una micropipeta dos veces al dia en el dia de raspado epitelial de la cérnea y cuatro veces al dia desde el dia
siguiente hasta la finalizacion del ensayo.

3) Evaluacion

Usando el punto temporal cuando se completé el raspado epitelial de la cornea en todos los animales como un
tiempo de partida del ensayo (0 horas), el area del defecto del epitelio corneal se cuantificé 40, 48, 56 y 64 horas
después, en base al que se evalud la cura de heridas del epitelio corneal. Para ser preciso, se instilé disolucion de
sodio de fluoresceina al 0,1% (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) (10 pL) en el ojo tratado en cada punto
temporal, y el segmento ocular anterior de los animales se fotografié inmediatamente usando una lampara de
abertura con un filtro azul, por lo que se grabé la regidn deficiente epitelial de la cérnea tefiida con fluoresceina. La
fotografia desarrollada se almacen6é como imagenes digitales en un ordenador, y el area del defecto epitelial de la
cérnea tenida de fluoresceina se midié usando un software de andlisis de imagenes (Image-Pro Plus).

4. Andlisis estadistico

El area del defecto epitelial de la cérnea tefiida de fluoresceina medida en cada punto temporal se calculé en base al
valor inicial de cada animal como 100%, y se tomd como la relacion del defecto epitelial de la cornea restante. La
relacion del defecto epitelial de la cérnea restante en cada punto temporal se comparé entre el grupo de instilacion
de vehiculo y el grupo de instilacion del compuesto A usando el ensayo t. Un valor critico de menos que 5% como un
resultado del ensayo se juzgd como significativo.
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5. Resultados de ensayo

La relacion del defecto epitelial de la cérnea restante en el grupo de instilacion vehiculo, y grupos de instilacion del
compuesto A al 0,0005% y 0,005% a cada punto temporal de la medida se muestra en la Tabla 2. Se muestra que la
relacion del defecto epitelial de la cérnea disminuyd significativamente en el grupo de instilacion del compuesto A al
0,005% en 40 horas a partir del raspado epitelial de la cornea. La relacion disminuyd significativamente en los
grupos de instilacion del compuesto A al 0,0005% y 0,005% 48 horas después. A partir de los resultados del ensayo,

se ha aclarado que la instilacién del compuesto A promueve la cura de heridas del defecto epitelial de la cérnea.

Tabla 2

Grupo Grupo de instilacion Grupo de instilacion de Grupo de instilacion de
vehiculo (%) compuesto A al 0,0005% (%) | compuesto A al 0,005% (%)
0 horas (valor inicial) 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0
40 horas después 28,145,3 24.,8+2,7 18,6+8,0*
48 horas después 18,146,1 11,8+£2,9* 9,1+6,4*
56 horas después 11,118,1 3,8+2,8 3,4+3,7
64 horas después 5,146,9 0,8+1,4 0,9+1,3

La relacion (%) del defecto epitelial de la cornea restante después del tratamiento de raspado epitelial de la cornea
de los ojos de conejo se calculd para cada animal en base al valor inicial como 100% (media + desviacion estandar,
N = 6). * en la Tabla muestra una diferencia significativa del grupo de instilacion de vehiculo (p<0,05).

(Ejemplo Experimental 3)
Efecto en el aumento del nimero celular en células epiteliales de la glandula meibomiana

1. Preparacion de célula epitelial de la glandula meibomiana de mono

Un parpado de mono aislado y almacenado en D-PBS se transfirid a un banco sanitario, y el preparado celular se
realizé de forma aséptica como sigue.

El parpado aislado se sumergié en etanol al 80% durante 30 seg., se lavo tres veces con D-PBS afiadido con
penicilina-estreptomicina al 1% (Invitrogen), y se transfirié a un medio esencial minimo (MEM; Invitrogen). El tejido
adiposo y el tejido muscular de alrededor del tejido glandular meibomiano del parpado se eliminaron bajo un
estereomicroscopio. Se transfirieron a MEM que contiene colagenasa A 0,3 U/mL (Roche Diagnostics) y dispasa Il
2,4 U/mL (Roche Diagnostics), y se agitdé a 37°C durante 4 horas y a 4°C toda la noche. El tejido tratado con enzima
se colocd bajo un estereomicroscopio, y los tejidos conectivos de la pestafia y el parpado se eliminaron para aislar el
tejido glandular meibomiano. Se afiadio tripsina-EDTA (4 mL, Invitrogen) al tejido glandular aislado, y la mezcla se
incubé a 37°C durante 10 min. Después de la incubacién, se afiadi6 MEM (5 mL) que contiene FBS al 10%
(Invitrogen) se afiadié al mismo para parar la reaccién enzimatica, y las células que constituyen el tejido se
dispersaron por succion repetida y descarga de la mezcla 5 veces usando una jeringa de inyeccion equipada con
una aguja de inyeccion 21G. La dispersion celular se pasé a través de filtros de nailon de 100 ym y 40 ym (Cell
Strainer; Falcon), y se eliminé la masa celular y similar contenida en ella que no podrian tratarse con la enzima. La
suspension celular pasada a través de los filiros se recogié en un tubo centrifugo (50 mL) y se centrifugd a
temperatura ambiente, 1.500 rpm durante 5 min. A las capas celulares que contienen las células objeto obtenidas
por el centrifugado se afiadieron 80 uL de D-PBS que contiene albumina de suero bovino al 0,5% (BSA; Sigma-
Aldrich), y las células se suspendieron suficientemente en él. Se afiadieron Microgotas de Anti-Fibroblasto (Militenyi
Biotec, 20 yL), y la mezcla se dejé estar a temperatura ambiente durante 30 min. Después de la finalizacion de la
reaccion con un anticuerpo, se afiadieron 2 mL de D-PBS que contenia BSA al 0,5%, y la mezcla se centrifugd de
nuevo a temperatura ambiente, 1.500 rpm durante 5 min. A las capas celulares que contienen las células objeto
obtenidas por el centrifugado se afiadi6 1 mL de D-PBS que contiene BSA al 0,5%, y las células se suspendieron
suficientemente en él. La suspension se afadid en gotas a la columna LD (Militenyi Biotec) equilibrada por
adelantado con una disolucién de lavado de columna (D-PBS que contiene EDTA 2 mM (DOJINDO
LABORATORIES) y BSA al 0,5%). Entonces, se afiadieron 2 mL de la disolucién de lavado de la columna en gotas a
la columna LD. Durante el periodo desde inmediatamente después de la adiciéon en gotas de la suspension celular a
la finalizaciéon de la adicidon en gotas de la disolucién de lavado de la columna, las células objeto no marcadas con
anticuerpo (no fibroblasto) que no se adsorbieron a la columna se recuperaron en un tubo centrifugo de 50 mL. Las
células recogidas en el tubo centrifugo se centrifugaron a temperatura ambiente, 1.500 rpm durante 5 min, y el
sobrenadante se elimind. El sedimento se suspendié en Medio Libre de Suero de Queratinocito Definido (5 mL), se
centrifugd a temperatura ambiente, 1.500 rpm durante 5 min, y se elimin6 el sobrenadante. De nuevo, el residuo se
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suspendié en DK-SFM (3 mL), se centrifugd a temperatura ambiente y 1.500 rpm durante 5 min, y el sobrenadante
se elimind. Las células se suspendieron en DK-SFM (2 mL), y se sembraron en una placa multi-pocillos de 6 pocillos
para el cultivo celular, que se habia tratado con colageno. Las células sembradas se cultivaron en Medio Libre de
Suero de Queratinocito Definido (DK-SFM; Invitrogen, se afiadié Suplemento unido como se instruye en el protocolo
de preparacion), se cultivaron en un equipo incubador (SANYO) a 37°C, 5% de CO;, 95% de aire, 100% de
humedad, y el medio de cultivo se intercambi6é con uno nuevo cada 48 horas hasta que las células se vuelvan
subconfluentes

2. Método de preparacién de disolucion de la sustancia de ensayo

Como una sustancia de ensayo se usO, compuesto A, acido [4-[3-[2-(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-
tiazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético (en adelante denominado como compuesto B) o acido [4-[3-[2-(2-hidroxi-4-
clorofenil)-5-isopropil-4-oxazolil]propionil]-2-metilfenoxi]Jacético (en adelante denominado como compuesto C). La
sustancia de ensayo se disolvid en etanol (Nacalai Tesque) a una concentracion 200 veces de la concentracion final
en un medio de cultivo, y la disolucién se almacend a -80°C hasta inmediatamente antes del uso.

Para la consideracion del efecto de estimulacion de la proliferacion celular mediante la sustancia de ensayo, se usé
un medio de cultivo obtenido eliminando el suplemento unido a DK-SFM desde DK-SFM como un medio basal (DK-
SFM basal). Como un control positivo para la confirmacion del efecto de estimulacion de la proliferacién celular, se
uso6 un medio de cultivo (DK-SFM completo), que se obtuvo afiadiendo el suplemento unido al medio basal.

3. Método de ensayo

1) Tratamiento de colageno de la placa de cultivo

El dia antes de usar una placa de cultivo, se dispensaron 50 uL de colageno tipo | al 0,01% (Nitta Gelatin Inc.) a
cada pocillo de la placa de cultivo, y se dejé recubrir el pocillo a 4°C hasta inmediatamente antes del ensayo. En el
dia del ensayo, la disolucién de colageno tipo | se elimind y el fondo de la placa de cultivo se lavé tres veces con D-
PBS, y se us6 para el ensayo como una placa de cultivo tratado con colageno.

2) Cultivo celular y adicion de sustancia de ensayo

Para el ensayo, se usaron células epiteliales de la glandula meibomiana de mono, que se habian cultivado para ser
sub-confluente en una placa de cultivo (diametro 3,5 cm) y se criopreservé en nitrogeno liquido. Las células
suspendidas en Cellbanker (Nippon Zenyaku Kogyo Co., Ltd.) y criopreservadas se descongelaron y se transfirieron
a un tubo centrifugo de 50 mL, y se afiadié una cantidad de 10 veces de DK-SFM completo. Las capas de células se
recogieron por centrifugado a temperatura ambiente, 1.500 rpm durante 5 m|n Se afadié una cantidad adecuada de
DK-SFM completo a una concentracién de las células obtenidas de 3x10° ceIuIas/mL La suspenS|on celular se
dlspenso a cada pocillo mediante 64 L de manera que el numero celular fue 6x10* células/cm? por el area del fondo
(0,32 cm ) de la placa de cultivo de 96 pocillos tratada con colageno para el cultivo tisular. Después de la finalizacion
del sembrado celular, la placa de cultivo se transfirid a un equipo incubador a 37°C, 5% de CO,, 95% de aire, 100%
de humedad y se cultivd durante 24 horas. El medio de cultivo se intercambié con DK-SFM basal (100 pL) y se
cultivd adicionalmente durante 24 horas. Entonces, el medio de cultivo en cada pocillo de la placa de cultivo se
intercambié con 100 pL de cada uno de los siguientes medios de cultivo, la placa de cultivo se coloco de nuevo en la
incubadora y se comenzé la estimulacion celular.

[1] medio basal solo (DK-SFM basal, grupo sin adicién)

[2] medio basal + suplemento (DK-SFM completo, grupo de control positivo)

[3] medio basal + compuesto A (concentracion final: 0,01 uM, 0,1 uM y 1 uM; grupo de adicién de compuesto A)
[4] medio basal + compuesto B (concentracion final: 0,01 uM, 0,1 uM y 1 uM; grupo de adicién de compuesto B)
[5] medio basal + compuesto C (concentracién final: 0,01 uM, 0,1 uM y 1 yM; grupo de adiciéon de compuesto C)

Se afadié etanol (5 yL) a 1 mL de cada medio de cultivo [1] y [2] para fijar de forma uniforme la concentracion de
etanol de todos los medios de cultivo a 0,5%.

2) Medida del numero celular

Después de 48 horas desde la primera estimulacién celular, el medio de cultivo se intercambié con el medio de
cultivo de [1] — [5] mencionados anteriormente preparados de nuevo. Después de 48 horas, el medio de cultivo se
intercambid de nuevo con el medio de cultivo de [1] — [5] mencionados anteriormente preparados de nuevo. Después
de 48 horas, el sobrenadante del cultivo se elimind de cada pocillo, y un medio basal afiadido con Kit-8 de Conteo
Celular al 10% (DOJINDO) se dispens6 a cada pocillo por 100 uL. Después de la dispensacion, la placa de cultivo se
transfirid a un equipo incubador a 37°C, 5% de CO,, 95% de aire y 100% de humedad y se incubo durante 2 horas.
Después de la incubacién durante 2 horas, se midié la absorbancia a 450 nm con un lector de microplaca (Dainippon
Sumitomo Pharma Co., Ltd.) y se us6é como un indice del aumento del nimero celular.
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4. Andlisis estadistico

Los valores de cada uno del grupo de control positivo y el grupo de adicidén de sustancia de ensayo se calcularon en
base a la absorbancia promedio del grupo sin adicion como 100%, y el grupo sin adicién se comparé con el grupo de
adicion de sustancia de ensayo y el grupo de control positivo segun el ensayo de comparacion multiple de Dunnett
(de una cola). Un valor critico de menos que 5% como un resultado del ensayo se juzgd como significativo.

5. Resultados de ensayo

El efecto de estimulacién del aumento del numero celular de cada grupo se muestra en la Tabla 3. Las absorbancias
medidas muestran que el aumento en el niumero celular de cada grupo de adicion de sustancia de ensayo es
significativamente mayor que el del grupo sin adicion donde el nimero celular del grupo sin adicion es 100%, y se
sugiere un aumento en el nimero celular. En el grupo de control positivo para la confirmacién del efecto de
estimulacion del aumento de numero celular, se observé una tendencia hacia el aumento del nUmero celular, aunque
no significativa. A partir de los resultados del ensayo, se ha aclarado que cada sustancia de ensayo aumenta el
numero de células epiteliales de la gldndula meibomiana de mono.

Tabla 3
Grupo indice de aumento del Diferencia significativa (al
numero celular (%) grupo sin adicion)

Grupo sin adicion 100,0 £7,1

Suplemento 114,246,7

Compuesto A 10° M 175,319,0 **
Compuesto A 10" M 177,1£9,7 **
Compuesto A 10° M 189,8+13,1 **
Compuesto B 10° M 155,0+28,0 *x
Compuesto B 10" M 174,4+8,9 *x
Compuesto B 10° M 158,8+15,2 **
Compuesto C 10°M 155,0+11,6 **
Compuesto C 107" M 175,2+7,8 **
Compuesto C 10° M 179,475 *x

Los cambios en el numero celular cuando se afiadié cada sustancia de ensayo o suplemento (control positivo) a
células epiteliales de la glandula meibomiana de mono cultivadas se muestran en valores basados en el valor
promedio del grupo sin adicion como 100% (media + desviacion estdndar, N = 5 0 10). ** en la Tabla muestra una
diferencia significativa desde el grupo sin adicion (p<0,01).

(Ejemplo Experimental 4)

Efecto en el aumento del nimero celular de células epiteliales de la cornea humana normal
1. Células usadas

Se usaron células epiteliales de la cérnea humana normal (KURABO).

2. Sustancia de ensayo y método de preparacién

Como una sustancia de ensayo, se uso el compuesto B o el compuesto C. Cada uno de Compuesto B y Compuesto
C se disolvio en etanol (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) a una concentracion 200 veces la concentracion final
en un medio de cultivo, y la disolucion se almacen6 a -80°C hasta inmediatamente antes del uso.

Como un medio de cultivo celular para la consideracion del efecto de aumento del numero celular por compuesto B y
compuesto C, se us6 un medio de cultivo (medio basal) obtenido afiadiendo insulina, hidrocortisona y transferrina
contenida en el equipo aditivo de crecimiento HCGS (KURABO) a EpiLife (KURABO).
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3. Método de ensayo

1) Cultivo celular y adicion de la sustancia de ensayo

Las células epiteliales de la cérnea humana normales criopreservadas en nitrdgeno liquido se descongelaron y el
numero celular se contd. La cantidad total de las mismas se transfirié a EpiLife afiadido con todo el equipo aditivo de
crecimiento HCGS (insulina, mEGF de factor de crecimiento epidérmico derivado del ratén, hidrocortisona,
transferrina, extracto de hipdfisis de cerebro bovino) (4 mL, medio completo), y se suspendid bien en él. La
suspensioén celular se sembroé en una placa de 24 pocillos recubierta de fibronectina (Becton Dickinson) a un numero
celular de 2x10* células/500 uL/pocillo (1x104 células/cm? ya que el area del fondo era 2 cmz). Después de la
finalizacion del sembrado celular, la placa de cultivo se incubé en un equipo incubador a 37°C, 5% de CO;, 95% de
aire y 100% de humedad durante 24 horas, y el medio de cultivo se cambié a 400 pL del medio basal (EpiLife
afadido con insulina, hidrocortisona y transferrina de los aditivos de crecimiento HCGS). Después de 24 horas a
partir de entonces, el medio de cultivo se cambi6 al siguiente medio de cultivo (cada 400 pL).

[1] medio basal solo (grupo sin adicion)

[2] medio basal + mEGF (concentracion final: 1 ng/mL; grupo de control positivo)

[3] medio basal + compuesto B (concentracion final: 0,01 uM, 0,1 yM, 1 uM; grupo de adicidon del compuesto B)
[4] medio basal + compuesto C (concentracion final: 0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM; grupo de adicién del compuesto C)

Se afiadié etanol (5 pL) a 1 mL de cada uno de los medios de cultivo [1] y [2] para fijar de forma uniforme la
concentracion de etanol de todos los medios de cultivo a 0,5%.

2) Medida del numero celular

Después de 24 horas a partir del comienzo de la estimulacion con compuesto B o compuesto C, el sobrenadante de
cultivo se eliminé de cada pocillo, y un medio basal afiadido con Kit-8 de Conteo Celular al 10% (DOJINDO) se
dispens6 a cada pocillo por 200 uL. Después de la dispensacion, la placa de cultivo se transfiri6 a un equipo
incubador a 37°C, 5% de CO2, 95% de aire y 100% de humedad y se incubd durante 2 horas. El sobrenadante (100
pL) se transfirié a una placa de cultivo de 96 pocillos para cultivo tisular (Corning), y la absorbancia de cada pocillo a
450 nm se midié con un lector de microplaca (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.), y se usé como un indice del
aumento del numero celular.

4. Analisis estadistico

Los valores del grupo de control positivo y el grupo de adicion de compuesto B o compuesto C se calcularon en base
a la absorbancia promedio del grupo sin adicion como 100%, y el grupo sin adicién se comparé con el grupo de
adicion del compuesto B o compuesto C y el grupo de control positivo segun el ensayo de comparacion multiple de
Dunnett (de una cola). Un valor critico de menos que 5% como un resultado del ensayo se juzgd como significativo.

5. Resultados de ensayo

El efecto de aumento del niumero celular de cada grupo se muestra en la Tabla 4. Las absorbancias medidas
muestran que el numero celular del grupo de control positivo, grupo de adicion del compuesto B y grupo de adicion
del compuesto C, es significativamente mayor que el del grupo sin adicion donde el aumento en el niumero celular
del grupo sin adicién es 100%, y se sugiere un aumento en el nimero celular en estos grupos (p<0,01). A partir de
los resultados de ensayo, se ha aclarado que tanto el compuesto B como el compuesto C aumentan el numero
celular de las células epiteliales de la cornea humana normales.

Tabla 4
Grupo indice de aumento del Diferencia significativa (al
numero celular (%) grupo sin adicion)

Grupo sin adicion 100,0£32,2

mEGF 232,8+22,5 >
Compuesto B 10° M 252,4+34,7 w*
Compuesto B 10" M 256,4+11,0 **
Compuesto B 10° M 254,3+11,7 **
Compuesto C 10° M 243,316,6 *x
Compuesto C 107 M 247 5141 **
Compuesto C 10° M 260,2+2,5 **
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Los cambios en el numero celular cuando se afadié el compuesto B o el compuesto C a células epiteliales de la
cérnea humana normales cultivadas se muestran en los valores respecto al valor promedio del grupo sin adicion
como 100% (media + desviacion estandar, N = 4). ** en la Tabla muestra una diferencia significativa del grupo sin
adicion (p<0,01).

(Ejemplo Experimental 5)
Expresion de PPARs en la célula epitelial de la cornea y en la célula epitelial de la glandula meibomiana.
1. Células usadas

Las células epiteliales de la glandula meibomiana de mono usadas fueron las preparadas y cultivadas por un método
similar al (Ejemplo Experimental 3). Las células epiteliales de la cérnea humana (KURABO) usadas fueron las
cultivadas en un equipo incubador a 37°C, 5% de CO,, 95% de aire, 100% de humedad en un medio basal libre de
suero para la proliferacion de células epiteliales de la céornea humana normales (EpiLife; KURABO). Las células
epiteliales de la cérnea de conejo usadas fueron las preparadas y cultivadas mediante el siguiente método.

La coérnea se cortd de los globos oculares aislados a partir de un conejo al que se ha hecho la eutanasia, se
almacend en solucion salina tamponada con fosfato de Dulbecco (D-PBS; Invitrogen) y se transfiri6 a un banco
sanitario. Las siguientes operaciones de preparacioén celular se llevaron a cabo todas de forma aséptica.

El botén corneal aislado se lavo tres veces en D-PBS afiadido con penicilina-estreptomicina al 1% (Invitrogen), y se
transfiri6 a un medio esencial minimo (MEM; Invitrogen). Las células de endotelio corneal y la membrana de
Descemet del boton corneal sumergido en MEM se separaron con un cuchillo para cirugia ocular (Alcon), y el boton
corneal separado (estroma corneal y epitelio corneal) se transfiri6 a MEM afadido con dispasa Il (Roche
Diagnostics) a 2,4 U/mL. Este se incubd a 37°C durante 1 hora, y el botdn corneal tratado con dispasa Il se transfirio
a MEM. El epitelio corneal del botén corneal sumergido en MEM se separé con un cuchillo para cirugia ocular, y el
residuo de botén corneal (estroma corneal) se eliminé del MEM. EI MEM que contenia las células epiteliales de la
cornea separadas se recogio en un tubo centrifugo de 50 mL, se centrifugd a temperatura ambiente, 1.500 rpm
durante 5 min y el sobrenadante se descargd para dar capas de células epiteliales de la cérnea. A las capas de
células epiteliales de la cornea se anadié 1 mL de tripsina-EDTA (Invitrogen) y la mezcla se mezcl6 bien y se incubd
a 37°C durante 5 min para eliminar la adhesion célula-célula. A esto se afiadieron 9 mL de MEM que contenia suero
bovino fetal al 10% (FBS; Invitrogen) para parar la reaccion enzimatica, y la mezcla se centrifugd de nuevo a
temperatura ambiente, 1.500 rpm durante 5 min, para dar capas de células epiteliales de la cérnea. A las capas de
células epiteliales de la cérnea obtenidas se afiadié 1 mL de un medio liquido libre de suero para el crecimiento de
células epiteliales de la cornea de conejo normales (RCGM2; KURABO) para suspender las células en él, y las
células se sembraron en una placa de cultivo celular (diametro 10 cm, IWAKI) afadida con 9 mL de RCGM2. Las
células sembradas se cultivaron en un equipo incubador (SANYO) a 37°C, 5% de CO2, 95% de aire, 100% de
humedad. El medio de cultivo se intercambié con uno nuevo cada 48 horas hasta el dia del ensayo.

2. Método de ensayo

1) Extraccion del ARN total de la célula
Se extrajo el ARN total de cada célula segin un método convencional para Reactivo TRIzol (Invitrogen).
2) Preparacion de ADNc a partir del ARN total extraido

El ARN total extraido se traté con DNasa a 37°C durante 30 min para eliminar el ADN genémico segun un método
convencional para ADN libre (Ambion).

El ADNc se prepar6é a partir del ARN total extraido segun un método convencional para Transcriptasa Inversa
Superscript Il (Invitrogen). Esto es, se prepar6 ADNc complementario al ARN total tratado con DNasa a partir de 1
ug del ARN total usando un cebador aleatorio (Invitrogen).

3) Amplificacidn de los genes de PPARs (Reaccion de la Cadena Polimerasa; PCR)

La PCR de genes de PPAR se llevd a cabo segun un método convencional para Platinum PCR SuperMix
(Invitrogen). El cebador de PPARs se disefio de manera que el producto de PCR llegd a ser aproximadamente 200
bps en referencia a las secuencias conocidas de ser humano, chimpancé, macaco cangrejero, bovino, raton y
similares.

PPARa: GTAGAATCTGCGGGGACAAG (sentido) (SEQ ID NO: 1)

: GTTGTGTGACATCCCGACAG (antisentido) (SEQ ID NO: 2)
PPARS: TTCCTTCCAGCAGCTACACA (sentido) (SEQ ID NO: 3)

: GATCGTACGACGGAAGAAGC (antisentido) (SEQ ID NO: 4)
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PPARy: CTCCGTGGATCTCTCCGTAA (sentido) (SEQ ID NO: 5)
: GATGCAGGCTCCACTTTGAT (antisentido) (SEQ ID NO: 6)

La reaccion de PCR se completd mediante una reacciéon a 94°C durante 2 min 15 seg, seguida por 35 ciclos de
reacciones en 3 etapas a 94°C durante 30 seg, 55°C durante 30 seg y 72°C durante 30 seg. La muestra después de
la reacciéon de PCR se trato por electroforesis en gel de agarosa al 2%, y el ADN separado en el gel se tifié con Oro
SYBR (Molecular Probes). Las imagenes del ADN tefido luminiscente en un transiluminador UV se almacenaron
como datos digitales.

3. Resultados de ensayo

Las bandas del ADN después de la electroforesis se muestran en la Fig. 1. Como resultado de este ensayo, se
confirmé que todos los PPARa, PPARS y PPARY se expresaron en células epiteliales de la cérnea humana y células
epiteliales de la glandula meibomiana de mono. En las células epiteliales de la cérnea de conejo, solo se confirmé la
expresion de PPARS. Bonazzi et al. presentan que PPARa y PPARP (=0) a partir de PPARs se expresan en células
epiteliales de la cornea de conejo (Bonazzi A. et al., J. Biol. Chem. (2000); 275 (4): 2837-2844). En el reporte, usaron
un método especial para detectar PPARa, que sugiere que el nivel de expresion de PPARa en células epiteliales de
la cornea de conejo es extremadamente pequefo.

Aplicabilidad industrial

Segun la presente invencién, se proporciona un nuevo agente para promover la proliferacion de células epiteliales
de la glandula meibomiana o un nuevo agente para promover la proliferacion de células epiteliales de la cornea, y el
agente promueve la proliferacion de células epiteliales de la glandula meibomiana o células epiteliales de la cérnea.
Ademas, el agente terapéutico de la presente invencién puede usarse de forma eficaz para el tratamiento o mejora
de enfermedades tales como disfuncién de la glandula meibomiana, trastorno epitelial de la cérnea, ojo seco, y
similares.
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REIVINDICACIONES

1. Acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil Yfenil-5-tiazolil]etil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-6-iljoxiacético, acido [4-[3-[2-
(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazoliljpropionil]-2-metilfenoxilacético o acido [4-[3-[2-(2-hidroxi-4-clorofenil)-5-
isopropil-4-oxazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético, o una sal farmacolégicamente aceptable de los mismos para el
uso en la estimulacion de la proliferacion de una célula epitelial de la glandula meibomiana.

2. Acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil)fenil-5-tiazolilletil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-6-iljoxiacético, acido [4-[3-[2-
(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazolilpropionil]-2-metilfenoxilacético o &cido [4-[3-[2-(2-hidroxi-4-clorofenil)-5-
isopropil-4-oxazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético, o una sal farmacolégicamente aceptable de los mismos para el
uso en la estimulacion de la proliferacion de una célula epitelial de la cornea.

3. Acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil)fenil-5-tiazolil]etil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-6-ilJoxiacético, acido [4-[3-[2-
(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazoliljpropionil]-2-metilfenoxilacético o acido [4-[3-[2-(2-hidroxi-4-clorofenil)-5-
isopropil-4-oxazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético, o una sal farmacolégicamente aceptable de los mismos para el
uso en el tratamiento de disfuncion de la glandula meibomiana.

4. Acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil)fenil-5-tiazolil]etil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-6-ilJoxiacético, acido [4-[3-[2-
(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazoliljpropionil]-2-metilfenoxilacético o acido [4-[3-[2-(2-hidroxi-4-clorofenil)-5-
isopropil-4-oxazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético, o una sal farmacolégicamente aceptable de los mismos para el
uso en el tratamiento de un trastorno epitelial de la cérnea.

5. Acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil)fenil-5-tiazolil]etil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-6-ilJoxiacético, acido [4-[3-[2-
(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazoliljpropionil]-2-metilfenoxilacético o acido [4-[3-[2-(2-hidroxi-4-clorofenil)-5-
isopropil-4-oxazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético, o una sal farmacolégicamente aceptable de los mismos para el
uso en el tratamiento de ojo seco.

6. El compuesto de la reivindicacién 5, en donde el ojo seco es un ojo seco hiperevaporativo.

7. Un agente que comprende acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil)fenil-5-tiazolilletil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-6-
ilJoxiacético, acido [4-[3-[2-(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético o acido [4-[3-[2-(2-
hidroxi-4-clorofenil)-5-isopropil-4-oxazoliljpropionil]-2-metilfenoxilacético, o una sal farmacoldgicamente aceptable de
los mismos para el uso en la estimulacion de la proliferacién de una célula epitelial de la glandula meibomiana.

8. Un agente que comprende acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil)fenil-5-tiazolil]etil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-6-
ilJloxiacético, acido [4-[3-[2-(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético o acido [4-[3-[2-(2-
hidroxi-4-clorofenil)-5-isopropil-4-oxazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético, o una sal farmacolégicamente aceptable de
los mismos para el uso en la estimulacion de la proliferacién de una célula epitelial de la cérnea.

9. Un agente que comprende acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil)fenil-5-tiazolilletil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-6-
illoxiacético, acido [4-[3-[2-(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético o acido [4-[3-[2-(2-
hidroxi-4-clorofenil)-5-isopropil-4-oxazoliljpropionil]-2-metilfenoxilacético, o una sal farmacoldgicamente aceptable de
los mismos para el uso en el tratamiento de disfuncion de la glandula meibomiana.

10. Un agente que comprende acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil)fenil-5-tiazolil]etil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-
6-ilJoxiacético, acido [4-[3-[2-(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazolil]propionil]-2-metilfenoxilacético o acido [4-[3-[2-
(2-hidroxi-4-clorofenil)-5-isopropil-4-oxazolil]propionil]-2-metilfenoxi]acético, o una sal farmacolégicamente aceptable
de los mismos para el uso en el tratamiento de un trastorno epitelial de la cérnea.

11. Un agente que comprende acido [3-[2-[4-isopropil-2-(4-trifluorometil)fenil-5-tiazolilletil]-5-metil-1,2-benzisoxazol-
6-ilJoxiacético, acido [4-[3-[2-(4-trifluorometil)fenil-4-isopropil-5-tiazoliljpropionil]-2-metilfenoxilacético o acido [4-[3-[2-
(2-hidroxi-4-clorofenil)-5-isopropil-4-oxazolil]propionil]-2-metilfenoxiJacético, o una sal farmacoldgicamente aceptable
de los mismos para el uso en el tratamiento de ojo seco.

12. El agente de la reivindicacién 11, en donde el ojo seco es un 0jo seco hiperevaporativo.
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FIG. 1

Célula epitelial de la cornea humana

Célula epitelial de la cérnea de conegjo

célula epitelial de la glandula meibomiana de mono
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