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DESCRIPCION
Agente para promover la adherencia de células endoteliales de la cornea
Campo técnico

La presente invencién se refiere a un agente para promover la adherencia de células endoteliales de la cérnea, que
se usa para adherencia, mantenimiento o conservacion de células endoteliales de la cérnea.

Técnica anterior

La informacidn visual es reconocida cuando la luz que entrd de la cornea (tejido transparente en la parte delantera
del globo ocular) llega a la retina para excitar las células nerviosas retinianas, y las sefiales eléctricas desarrolladas
se transmiten a la corteza visual cerebral mediante el nervio éptico. Para tener buena vista, la cérnea necesita ser
transparente. La transparencia de la cornea se mantiene cuando el contenido de agua se mantiene a un nivel
constante por la funcion de bombeo y la funcion de barrera de las células endoteliales de la cérnea.

La densidad de las células endoteliales de la cérnea del ser humano es aproximadamente 3000 células por 1 mm? al
nacer. Una vez dafiadas, las células pierden la capacidad de regenerarse. En la distrofia corneal endotelial y la
gueratopatia bullosa resultante del trastorno funcional del endotelio corneal debido a diversas causas, la cornea
padece edema y opacidad, y la vista disminuye notablemente. Actualmente, la queratopatia bullosa se trata por
gueratoplastia penetrante en la que se trasplanta la estructura de tres capas completa del epitelio, parénquima y
endotelio de la coérnea. Sin embargo, la donacion de cérnea es insuficiente en Jap6on y, aunque hay
aproximadamente 5500 pacientes en la lista de espera de trasplante de coérnea, anualmente se realizan
aproximadamente 2700 trasplantes de crnea en Japon.

En los dltimos afos, ha atraido la atencién la idea de "trasplante de partes" para trasplantar solo el tejido dafiado con
el fin de disminuir el riesgo de reaccion de rechazo y complicaciones posoperatorias, proporcionando asi mejor
funcién visual. De los trasplantes de cérnea, se han realizado el trasplante epitelial para trasplantar solo el epitelio
corneal, trasplante epitelial de mucosa oral cultivada para trasplantar mucosa oral en lugar de epitelio corneal,
gueratoplastia lamelar de la lamina profunda para trasplantar tejido del parénquima y similares. También se
considera un método de trasplantar solo el endotelio corneal. Para el trasplante de endotelio corneal, se conoce una
hoja de tipo endotelio corneal que consiste en una capa de endotelio corneal cultivada en una capa de colageno
(véanse los Documentos de patente 1 y 2). Sin embargo, en cuanto a las células endoteliales de la cdrnea,
particularmente aquellas derivadas de ser humano, como el nimero de donantes de cdrnea esta limitado y el cultivo
in vitro es dificil, la produccién de células cultivadas en el nimero necesario para trasplante requiere tiempo y
esfuerzo.

La célula madre embrionaria (ES) humana muestra alta autorreplicabilidad y multipotencia, y llama la atencién desde
el aspecto de la aplicacion en medicina. Sin embargo, tiene un problema practico de nimero de células
drasticamente reducido, ya que una operacion para dispersar las células en una etapa de cultivo facilmente produce
la muerte celular. Recientemente, se ha encontrado que la muerte celular que se produce durante el cultivo de
células ES humanas se produce por la activacion de Rho cinasa (ROCK), y la inhibicion de ROCK suprime
notablemente la muerte celular, y se informé que, usando un inhibidor de ROCK tal como Y-27632 y similares,
puede habilitarse el cultivo en masa de célula ES humana y la produccion de células cerebrales (Documento no de
patente 1).

Los inhibidores de Rho cinasa (ROCK) son conocidos por tener diversas acciones. Por ejemplo, el Documento de
patente 3 desvela que los inhibidores de Rho cinasa promueven la formaciéon de neuritas corneales, y que los
inhibidores de Rho cinasa se usan como agente para recuperar la percepcién corneal. Ademas, el Documento de
patente 4 desvela que los inhibidores de Rho cinasa tienen una accion promotora del crecimiento de axones sobre
las células del ganglio retiniano, y se usan para el tratamiento de disfuncién de la vision.

Documento de patente 1: JP-A-2004-24852

Documento de patente 2: JP-A-2005-229869

Documento de patente 3: WO2005/118582

Documento de patente 4: W02002/083175

Documento no de patente 1: Nat Biotechnol. 2007, 25, 681

Divulgacién de la invencion
Problemas a resolver por lainvencion
Es un objeto de la presente invencion proporcionar un medio capaz para adherir eficientemente una célula endotelial

de la cérnea y un medio para suministrar establemente una preparacién endotelial de la cérnea. Medios de
resolucion de los problemas
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Los presentes inventores han realizado amplios estudios en vista de los problemas anteriormente mencionados y
encontraron que la adherencia de células endoteliales de la cérnea a un sustrato de cultivo puede ser
sorprendentemente promovida cultivando la célula en presencia de un inhibidor de Rho cinasa, que produjo la
finalizacion de la presente invencién. Por consiguiente, la presente invencion proporciona lo siguiente.

[1] Un inhibidor de Rho cinasa para su uso en un método de profilaxis o tratamiento de disfuncion endotelial de la
cérnea.

[2] El inhibidor de Rho cinasa de [1] anteriormente mencionado, que es al menos uno seleccionado de (+)-trans-
4-(1-aminoetil)-1-(4-piridilcarbamoil)ciclohexano, 1-(5-isoquinolinsulfonil)homopiperazina y una sal
farmacoldgicamente aceptable de los mismos.

[3] El inhibidor de Rho cinasa de [1] anteriormente mencionado, en el que la disfuncién endotelial de la cérnea es
gueratopatia bullosa o endotelitis de la cérnea.

[4] El inhibidor de Rho cinasa de cualquiera de [1] a [3] anteriormente mencionado, que esta en forma de una
inyeccion intracameral o liquido de perfusion intraocular.

[5] Uso de un medio de cultivo que comprende un inhibidor de Rho cinasa para producir una preparacion
endotelial de la cérnea, en el que el inhibidor de Rho cinasa se usa para promover la adherencia entre células
endoteliales de la cérnea o entre células endoteliales de la cérnea y un sustrato de cultivo.

[6] El uso de [5] anteriormente mencionado, en el que el medio de cultivo comprende al menos un inhibidor de
Rho cinasa seleccionado de (+)-trans-4-(1-aminoetil)-1-(4-piridilcarbamoil)ciclohexano, 1-(5-
isoquinolinsulfonil)homopiperazina y una sal farmacoldgicamente aceptable de los mismos.

[7] El uso de [5] anteriormente mencionado, en el que la célula endotelial de la cérnea deriva de ser humano.

[8] Un método de produccion de una preparacion endotelial de la cérnea, que comprende una etapa de cultivar
una célula endotelial de la c6rnea usando el medio de cultivo de [5] o [6] anteriormente mencionado.

[9] El método de [8] anteriormente mencionado, en el que la célula endotelial de la cornea deriva de ser humano.

[10] Una preparacion endotelial de la cornea producida por el método de [8] anteriormente mencionado, para su
uso en un método de profilaxis o tratamiento de disfuncién endotelial de la cérnea.

[11] Uso in vitro de un inhibidor de Rho cinasa para promover la adherencia entre células endoteliales de la
cérnea o entre células endoteliales de la cornea y un sustrato de cultivo.

[12] Un método de promocion de la adherencia de una preparacion endotelial de la cérnea que comprende una
etapa de cultivar una célula endotelial de la cérnea usando un medio de cultivo como se define en [5] o [6]
anteriormente mencionado.

[13] El método de [12] anteriormente mencionado, en el que la célula endotelial de la cérnea deriva de ser
humano.

Efecto de la invenciéon

El agente para promover la adherencia de una célula endotelial de la cérnea de la presente invencién contiene un
inhibidor de Rho cinasa como principio activo. El agente para promover la adherencia de una célula endotelial de la
cdrnea de la presente invencion promueve la adherencia de la célula endotelial de la cornea y permite la formacién
de una capa de células endoteliales de la cornea que tiene buena morfologia celular y alta densidad celular. Por
tanto, es util como agente terapéutico o agente profilactico para una enfermedad acompafiada de la disfuncion
endotelial de la coérnea, tal como queratopatia bullosa y endotelitis de la cérnea. El agente para promover la
adherencia de una célula endotelial de la cornea de la presente invencion es Util como agente para proteger el
endotelio corneal en el tratamiento o la profilaxis de una enfermedad acompafiada de una disfuncién endotelial de la
cérnea. Ademas, el agente para promover la adherencia de una célula endotelial de la cornea de la presente
invencion puede utilizarse como agente para proteger el endotelio corneal en el tratamiento o la profilaxis de
disfuncion endotelial de la cérnea asociada a una cirugia intraocular tal como cirugia de cataratas, cirugia vitrea y
similares, disfuncién endotelial de la cérnea producida por elevada presidn intraocular (particularmente ataque
glaucomatoso), o disfuncién endotelial de la cornea producida por oxigeno insuficiente debido a lentes de contacto.
Como el medio de cultivo o solucién de conservacion corneal de la presente invencién contiene un inhibidor de Rho
cinasa, las células endoteliales de la cornea pueden cultivarse, mantenerse o conservarse bien, y se permite el
suministro estable, mantenimiento o conservacion de una preparacion endotelial de la cérnea.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es una fotomicrografia de contraste de fases del cultivo primario de células endoteliales de la cérnea de
conejo (después de 24 h desde el inicio del cultivo, aumento: 100 veces).

La Fig. 2 es un grafico que muestra el crecimiento del cultivo primario de células endoteliales de la cérnea de
conejo como se examina por ensayo de MTS, en el que el eje vertical muestra el valor con respecto a la
absorbancia del grupo de inhibidores de Rock (-) en el dia 1.

La Fig. 3 es un grafico que muestra la adhesiéon del cultivo primario de células endoteliales de la cérnea de
conejo después de 24 h desde el inicio del cultivo, en el que el eje vertical muestra el valor con respecto a la
absorbancia del grupo de inhibidores de Rock (-) después de 24 h desde el inicio del cultivo.

La Fig. 4 es una fotomicrografia de contraste de fases del cultivo primario de células endoteliales de la cornea de
mono en el dia 3 desde el inicio del cultivo, en el que el aumento es 100 veces.

La Fig. 5 es una fotomicrografia de contraste de fases del cultivo primario de células endoteliales de la cornea
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humanas (dia 7, aumento: 100 veces).

La Fig. 6 muestra una fotografia del cultivo primario de células endoteliales de la cérnea de mono (A: inhibidor de
ROCK (-), B: inhibidor de ROCK (+), aumento: 20 veces) y el grafico (C) que muestra el area total de células
cultivadas.

La Fig. 7 es un grafico que muestra el nimero de células viables del cultivo primario de células endoteliales de la
cérnea de mono.

La Fig. 8 es un grafico que muestra una influencia de Y-27632 sobre el cultivo de pases de células endoteliales
de la cérnea de mono.

La Fig. 9 es una fotomicrografia de contraste de fases que muestra una influencia de Y-27632 sobre la
morfologia celular durante el cultivo de pases de células endoteliales de la cérnea de mono (aumento: 100
veces).

La Fig. 10 es una fotomicrografia que muestra una influencia de Y-27632 sobre la morfologia celular durante el
cultivo de pases de células endoteliales de la cérnea de mono (tincién de fluorescencia con faloidina, aumento:
200 veces).

La Fig. 11 es una fotomicrografia que muestra una influencia de Y-27632 sobre el ciclo celular de células
endoteliales de la cérnea de mono (tincién con anticuerpo anti-Ki67, aumento: 200 veces).

La Fig. 12 muestra los resultados de citometria de flujo que examina una influencia de Y-27632 sobre el ciclo
celular de células endoteliales de la cérnea de mono. La Fig. 12A muestra el dia 1 de cultivo de pases del grupo
de inhibidores de ROCK (-), B muestra el dia 2 del cultivo de pases del grupo de inhibidores de ROCK (-), C
muestra el dia 1 del cultivo de pases del grupo de inhibidores de ROCK (+) y D muestra el dia 2 de cultivo de
pases del grupo de inhibidores de ROCK (+).

La Fig. 13 es un gréfico que muestra los resultados de la citometria de flujo de la Fig. 12 por la tasa de células
positivas para anticuerpos anti-Ki67.

La Fig. 14 es un gréfico que muestra una influencia de Y-27632 sobre la apoptosis de células endoteliales de la
cérnea de mono.

La Fig. 15 es un gréafico que muestra una influencia de Y-27632 sobre la apoptosis de células endoteliales de la
cornea de mono por el nimero de células muertas.

La Fig. 16 es un gréfico que muestra una influencia de Y-27632 sobre la densidad de células endoteliales de la
cdrnea de mono cultivadas.

La Fig. 17 es un grafico que muestra la adherencia de células endoteliales de la cérnea de mono cultivadas
después de 24 h desde el cultivo de pases, en el que el eje vertical muestra el valor del grupo de fasudil con
respecto al grado de luminiscencia del grupo de control después de 24 h desde el inicio del cultivo de pases.

Mejor modo para llevar a cabo la invencién

El agente para promover la adherencia de una célula endotelial de la cérnea de la presente invencion (abreviado en
lo sucesivo algunas veces "promotor de la adherencia de la presente invencién") contiene un inhibidor de Rho cinasa
como principio activo.

En la presente invencién, Rho cinasa significa serina/treonina cinasa activada junto con la activacién de Rho.
Ejemplos incluyen ROKa (ROCKII: Leung, T. et al., J. Biol. Chem., 270, 29051-29054, 1995), p160ROCK (ROKGR,
ROCK-I: Ishizaki, T. et al., The EMBO J., 15(8), 1885-1893, 1996) y otras proteinas que tienen una actividad de
serina/treonina cinasa.

En la presente invencion, un tipo de inhibidor de Rho cinasa puede estar contenido individualmente, o varios tipos
pueden estar contenidos en combinacion, segin sea necesario.

Ejemplos del inhibidor de Rho cinasa incluyen los compuestos desvelados en las siguientes referencias:

US4678783, patente 3421217, W099/20620, W099/61403, WO002/076976, WO02/076977, W002/100833,
WO003/059913W003/062227, W0O2004/009555, WO2004/022541, WO2004/108724, WO2005/003101,
W02005/039564, W02005/034866, W02005/037197, W02005/037198, W0O2005/035501, W0O2005/035503,
W02005/035506, W02005/080394, W0O2005/103050, WO2006/057270, WO2007/026664 y similares. Tales
compuestos pueden producirse segun el método descrito en cada una de las referencias desveladas. Ejemplos
especificos incluyen 1-(5-isoquinolinsulfonil)homopiperazina  (fasudil), (+)-trans-4-(1-aminoetil)-1-(4-
piridilcarbamoil)ciclohexano (Y-27632) y similares. Como estos compuestos, pueden usarse preferentemente
productos comercialmente disponibles.

De estos, (+)-trans-4-(1-aminoetil)-1-(4-piridilcarbamoil)ciclohexano, 1-(5-isoquinolinsulfonil)homopiperazina y una
sal farmacolégicamente aceptable de los mismos se usan preferentemente, ya que son particularmente superiores
en la promocién de la adherencia de células endoteliales de la cornea. Como la sal del compuesto, es preferible una
sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable. Ejemplos del acido incluyen acidos inorgéanicos tales como
acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfarico y similares, acidos organicos tales como acido metanosulfénico,
acido fumarico, &cido maleico, acido mandélico, acido citrico, acido tartarico, acido salicilico y similares. Son mas
preferidos 2-clorhidrato de (+)-trans-4-(1-aminoetil)-1-(4-piridilcarbamoil)ciclohexano y clorhidrato de 1-(5-
isoquinolinsulfonil)homopiperazina.
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En la presente invencion, ejemplos de la "promocion de la adherencia de células endoteliales de la cérnea"” incluyen
tanto la promocién de la adherencia entre las células del endotelio corneal como la promocién de la adherencia de
células endoteliales de la cérnea a un sustrato de cultivo.

El promotor de la adherencia de la presente invencion proporciona una acciéon promotora de la adherencia sobre
células endoteliales de la cérnea separadas de un tejido de la cornea derivado de un mamifero (por ejemplo, ser
humano, ratdn, rata, hamster, conejo, gato, perro, bovino, oveja, mono etc.) o células endoteliales de la cérnea
separadas de los mismos y sometidas a pases. Como el promotor de la adherencia de la presente invencion es
superior en una acciéon promotora de la adherencia de células endoteliales de la cérnea derivadas de ser humano,
que se considera que son particularmente dificiles de cultivar y someter a pases, la célula endotelial de la cérnea
derivada de ser humano es una diana preferible.

La célula endotelial de la cornea desempefia una funcién de mantener la transparencia de la cérnea. Cuando la
densidad de las células endoteliales disminuye durante un cierto limite, la cérnea desarrolla hinchazén y llega a ser
incapaz de mantener la transparencia, por lo que se desarrolla disfuncion endotelial de la cérnea. El promotor de la
adherencia de la presente invencién promueve la adherencia de células endoteliales de la cérnea, permite la
formacion de una capa de células endoteliales de la cérnea que tiene buena morfologia celular y alta densidad
celular, y ademéas muestra una accion supresora de la apoptosis sobre células endoteliales de la cérnea. Por tanto,
es util como agente terapéutico o agente profilactico para una enfermedad acompafiada de la disfuncion endotelial
de la cérnea, tal como queratopatia bullosa y endotelitis de la cornea. Ademas, el promotor de la adherencia de la
presente invencion es Util como agente terapéutico o agente profilactico para disfuncién endotelial de la cérnea
asociada a cirugia intraocular tal como cirugia de cataratas, cirugia vitrea y similares, disfuncién endotelial de la
cérnea producida por elevada presion intraocular (particularmente ataque glaucomatoso), o disfuncion endotelial de
la cornea producida por oxigeno insuficiente debido a lentes de contacto.

Mientras que el promotor de la adherencia de la presente invencidon no esta particularmente limitado en tanto que
tenga una forma de dosificacion adecuada para administracion tépica al ojo, se formula preferentemente en forma de
una inyeccion intracameral o liquido de perfusién intraocular. Puede prepararse usando técnicas convencionales
ampliamente usadas en el campo. Cuando se administra topicamente al ojo en forma de una inyeccion intracameral
o liquido de perfusion intraocular, el inhibidor de Rho cinasa y las células endoteliales de la cérnea se ponen en
contacto en el cuerpo, y se promueve la adherencia de las células endoteliales de la cérnea.

Por ejemplo, cuando el promotor de la adherencia de la presente invencion se usa como inyeccion intracameral o
liquido de perfusion intraocular, pueden afiadirse estabilizador (por ejemplo, bisulfito de sodio, tiosulfato de sodio,
edetato de sodio, citrato de sodio, &cido ascérbico, dibutilhidroxitolueno, etc.), solubilizante (por ejemplo, glicerol,
propilenglicol, macrogol, aceite de ricino hidrogenado con polioxietileno, etc.), agente de suspension (por ejemplo,
polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa, hidroximetilcelulosa, carboximetilcelulosa sédica etc.), emulsionante
(por ejemplo, polivinilpirrolidona, lecitina de soja, lecitina de yema de huevo, aceite de ricino hidrogenado con
polioxietileno, polisorbato 80 etc.), agente tampon (por ejemplo, tampon fosfato, tampdn acetato, tampoén borato,
tampon carbonato, tampon citrato, tampdn Tris, acido glutdmico, acido épsilon-aminocaproico etc.), espesante (por
ejemplo, derivado de celulosa soluble en agua tal como metilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
carboximetilcelulosa etc., sulfato sddico de condroitina, hialuronato de sodio, polimero de carboxivinilo, poli(alcohol
vinilico), polivinilpirrolidona, macrogol etc.), conservante (por ejemplo, cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio,
gluconato de clorhexidina, clorobutanol, alcohol bencilico, deshidroacetato de sodio, ésteres p-hidroxibenzoicos,
edetato de sodio, acido borico etc.), agente de isotonicidad (por ejemplo, cloruro sédico, cloruro de potasio, glicerol,
manitol, sorbitol, acido bérico, glucosa, propilenglicol etc.), agente de ajuste del pH (por ejemplo, acido clorhidrico,
hidréxido sédico, acido fosférico, acido acético etc.), algefaciente (por ejemplo, 1-mentol, d-alcanfor , d-borneol,
aceite de menta etc.) y similares como aditivos. La cantidad de estos aditivos que va a afiadirse varia dependiendo
del tipo y uso del aditivo, y similares, y puede afiadirse a una concentracion capaz de lograr el objeto del aditivo.

La cantidad de principio activo en el promotor de la adherencia de la presente invencion es generalmente 0,00001 -
1 % en peso/volumen, preferentemente 0,00001 - 0,1 % en peso/volumen, mas preferentemente 0,0001 - 0,01 % en
peso/volumen. Aunque la dosis y la frecuencia de administracion varian dependiendo del sintoma, edad, peso
corporal y forma de administracion, cuando se usa como inyeccién intracameral para un adulto, por ejemplo, una
preparacion que contiene 0,0001 - 0,1 % en peso/volumen, preferentemente 0,0001 - 0,01 % en peso/volumen, de
un principio activo puede ser generalmente administrado varias veces, preferentemente 1 - 2 veces, mas
preferentemente 1 tiempo, por dia, por 0,01 - 0,1 ml por administracion.

El promotor de la adherencia de la presente invencion también puede afiadirse a un medio de cultivo cuando las
células endoteliales de la cérnea se cultivan en un tubo de ensayo. Cuando el cultivo continda afiadiendo un
inhibidor de Rho cinasa al medio de cultivo, el inhibidor de Rho cinasa y las células endoteliales de la cérnea se
ponen en contacto in vitro, y se promueve la adherencia de las células endoteliales de la cornea.

La presente invencion proporciona un medio de cultivo para células endoteliales de la cérnea, que contiene un
inhibidor de Rho cinasa. El inhibidor de Rho cinasa contenido en el medio de cultivo de la presente invencion es
como se ha descrito anteriormente.
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El medio de cultivo de la presente invencidn puede contener un medio generalmente usado para el cultivo de células
endoteliales (por ejemplo, DMEM (GIBCO BRL), suero (por ejemplo, suero bovino fetal (FBS)), un factor de
crecimiento (por ejemplo, b-FGF), un antibidtico (por ejemplo, penicilina, estreptomicina) y similares.

La concentracion del inhibidor de Rho cinasa en el medio de cultivo de la presente invencion es generalmente 1 -
100 uM, preferentemente 5 - 20 uM, mas preferentemente 10 uM.

El medio de cultivo de la presente invencién previene la eliminacién de células, aumentando la adherencia de células
endoteliales de la cérnea, y permite la formacion de una capa de células endoteliales de la cornea que tiene buena
morfologia celular y alta densidad celular. Por tanto, puede usarse preferentemente para el método de produccion
mencionado a continuacion de una preparacion endotelial de la cdrnea de la presente invencion. Ademas, el medio
de cultivo de la presente invencion también se usa para mantener células endoteliales de la cérnea.

La presente invencién proporciona una solucién de conservacion de la cornea que contiene un inhibidor de Rho
cinasa. El inhibidor de Rho cinasa contenido en la solucién de conservacién de la cérnea de la presente invencion es
como se ha descrito anteriormente. Una solucion de conservacion de la cérnea es un liquido usado para conservar
un injerto de cdrnea aislado de un donante hasta el trasplante a un receptor.

Ejemplos de la solucion de conservacion de la cornea de la presente invencion incluyen soluciones de conservacion
generalmente usadas para el trasplante de cdrnea (solucién de conservacion de explante corneoescleral (Optisol
GS: marca registrada), solucion de conservacion para globo ocular para trasplante de cérnea (EPIl: marca
registrada), solucién salina, solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y similares, cada una de las cuales
contiene un inhibidor de Rho cinasa.

La concentracion del inhibidor de Rho cinasa en la solucion de conservacion de la cornea de la presente invencion
es generalmente 1 - 100 pM, preferentemente 5 - 20 uM, més preferentemente 10 pM.

La solucidén de conservacion de la cérnea de la presente invencién previene la eliminacion de células, aumentando la
adherencia de células endoteliales de la cornea, y permite la formacion de una capa de células endoteliales de la
cérnea que tiene buena morfologia celular y alta densidad celular. Por tanto, puede usarse como solucién de
conservacion de la cornea usada para el trasplante de 6rganos y similares. Ademas, la solucion de conservacion de
la presente invencion también se usa como solucion de conservacion para la crioconservacion de células
endoteliales de la cornea. Para la crioconservacion, pueden afiadirse adicionalmente glicerol, sulféxido de dimetilo,
propilenglicol, acetamida y similares a la solucion de conservacion de la presente invencion.

La presente invencién proporciona un método de produccién de una preparacion endotelial de la cdrnea, que
contiene una etapa de cultivar células endoteliales de la cornea usando el medio de cultivo de la presente invencion.

La preparacién endotelial de la cdrnea contiene caracteristicamente un sustrato y una capa de células endoteliales
de la cérnea sobre el sustrato, que se ha cultivado en un tubo de ensayo.

En la presente invencion, el sustrato no esta particularmente limitado, en tanto que pueda soportar una capa de
células endoteliales de la cérnea cultivadas y pueda mantener su forma en el cuerpo durante al menos 3 dias
después del trasplante. Ademas, el sustrato puede tener una funcion de armazén cuando se cultivan células
endoteliales de la cdrnea en un tubo de ensayo, o puede solo desempefar una funcion de soportar la capa de
células endoteliales de la cornea después del cultivo. Preferentemente, el sustrato se usa para cultivar células
endoteliales de la cornea, y tiene una funcion como armazén que puede usarse directamente para el trasplante
después de completarse el cultivo.

Ejemplos del sustrato anteriormente mencionado incluyen materiales de polimero derivados de sustancias que
existen de forma natural tales como colageno, gelatina, celulosa y similares, materiales sintéticos de polimero tales
como poliestireno, poliéster, policarbonato, poli(N-isopropilacrilamida) y similares, materiales de polimero
biodegradable tales como acido polilactico, acido poliglicélico y similares, hidroxiapatita, membrana amnittica y
similares.

Aunque la forma del sustrato anteriormente mencionado no esta particularmente limitada en tanto que soporte una
capa de células endoteliales de la cornea y sea adecuada para trasplante, es preferentemente una hoja. Cuando la
preparacion de la presente invencion es una hoja, puede usarse después de cortar en un tamafo adecuado para el
sitio de aplicacién durante el trasplante. También es posible enrollar una hoja pequefa e insertarla en el labio de una
herida. Ejemplos especificos preferibles incluyen una forma circular que cubre aproximadamente el 80 % de un area
endotelial de cérnea perturbada. También es preferible formar ranuras en la parte vecina del circulo anteriormente
mencionado, de manera que pueda ser estrechamente adherido al sitio de aplicacion.

En una realizacion preferible, el sustrato anteriormente mencionado es colageno. Como colageno, puede usarse
preferentemente la hoja de colageno descrita en el documento JP-A-2004-24852. Tal hoja de colageno puede
prepararse segun el método descrito en el documento JP-A-2004-24852 anteriormente mencionado a partir de, por
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ejemplo, membrana amniética.

La capa de células endoteliales de la cérnea anteriormente mencionada muestra preferentemente al menos una de
las siguientes caracteristicas. Mas preferentemente, muestra dos o mas, mas preferentemente todas, de las
siguientes caracteristicas.

(1) La capa de células tiene una estructura de una sola capa. Esta es una de las caracteristicas de la capa de
células endoteliales de la cérnea en el cuerpo.

(2) La capa de células tiene una densidad celular de aproximadamente 1.000 - aproximadamente
4.000 células/mm?.  Particularmente, cuando un adulto es un receptor (receptor de trasplante), es
preferentemente aproximadamente 2.000 - aproximadamente 3.000 células/mm?.

(3) La célula que constituye la capa de células tiene una vista plana sustancialmente hexagonal. Esta es una de
las caracteristicas de la célula que constituye la capa de células endoteliales de la cérnea en el cuerpo. La
preparacion de la presente invencion es similar a la capa de células endoteliales de la cornea en el cuerpo,
presenta funcion similar a la de la capa de células endoteliales de la cornea innata, y también puede presentar
capacidad proliferativa in vivo.

(4) Las células se disponen regularmente en la capa de células. En la capa de células endoteliales de la cornea
en el cuerpo, las células que constituyen la capa estan regularmente desplegadas, debido a que las células
endoteliales de la cérnea se consideran para mantener la funcién normal y alta transparencia y la cérnea se
considera que presenta apropiadamente funcion de control del agua. Por tanto, se espera que la preparacion de
la presente invencion que tiene tales caracteristicas morfolégicas muestre una funcién similar a la de una capa
de células endoteliales de la cérnea en el cuerpo.

El método de produccion de la presente invencién incluye una etapa de cultivar células endoteliales de la cérnea
usando el medio de cultivo de la presente invencién y, por ejemplo, puede realizarse por el siguiente método.

<1> Recogida de células endoteliales de la cérnea y cultivo en tubo de ensayo

Se recogen células endoteliales de la cornea de la cérnea del propio receptor/receptora o un donante adecuado por
un método convencional. En vista de las condiciones de trasplante en la presente invencion, pueden prepararse
células endoteliales de la cérnea alégenas. Por ejemplo, se desprenden la membrana de Descemet y la capa de
células endoteliales del tejido de la cérnea del estroma de la cornea, se ponen en una placa de cultivo y se tratan
con Dispase y similares. Por este proceso, se eliminan células endoteliales de la cérnea de la membrana de
Descemet. Las células endoteliales de la cornea que quedan sobre la membrana de Descemet pueden eliminarse
por pipeteado y similares. Después de la eliminacién de la membrana de Descemet, las células endoteliales de la
cornea se cultivan en el medio de cultivo de la presente invenciéon. Un medio de cultivo puede obtenerse, por
ejemplo, afadiendo apropiadamente FBS (suero bovino fetal), b-FGF (factor de crecimiento de fibroblastos basico) y
antibidticos tales como penicilina, estreptomicina y similares a DMEM comercialmente disponible (medio Eagle
modificado por Dulbecco), y afiadiendo ademés Y-27632 o fasudil al mismo. Se usa preferentemente un recipiente
de cultivo (placa de cultivo) con un recubrimiento de colageno tipo I, colageno tipo IV, fibronectina, laminina o matriz
extracelular de célula endotelial de la cornea bovina, y similares, sobre la superficie. Alternativamente, puede usarse
un recipiente de cultivo general con un agente de recubrimiento comercialmente disponible tal como la mezcla de
recubrimiento FNC (marca registrada) y similares. Mediante un uso combinado de tal recubrimiento y el medio de
cultivo de la presente invencion, se promueve la adherencia de células endoteliales de la cornea a la superficie de
un recipiente de cultivo, y se hace un buen crecimiento.

Aunque las condiciones de temperatura para el cultivo de células endoteliales de la cérnea no estan particularmente
limitadas en tanto que las células endoteliales de la cornea crezcan, por ejemplo, la temperatura es
aproximadamente 25 - aproximadamente 45 °C, preferentemente aproximadamente 30 - aproximadamente 40 °C en
vista de la eficiencia de crecimiento, y adicionalmente preferentemente aproximadamente 37 °C. El método de
cultivo se realiza en una estufa de incubacion de cultivo celular convencional bajo humidificaciéon en el entorno de
aproximadamente 5-10 % de concentracion de CO-.

<2> Cultivo de pases

Puede realizarse cultivo de pases después del crecimiento de las células endoteliales de la cornea sometidas a
cultivo. El cultivo de pases se realiza preferentemente cuando las células han alcanzado subconfluente o confluente.
El cultivo de pases puede realizarse del siguiente modo. Las células se desprenden de la superficie de un recipiente
de cultivo por un tratamiento con tripsina-EDTA etc., y se recuperan. El medio de cultivo de la presente invencién se
afiade a las células recuperadas dando una suspension de células. Se realiza un tratamiento de centrifugacion
preferentemente durante la recuperacién de las células o después de la recuperacion. Un tratamiento de
centrifugacion tal proporciona una suspension de células que tiene una alta densidad celular. La densidad celular
preferible es aproximadamente 1 - 2x10° células/ml. Como condiciones para el tratamiento de centrifugaciéon aqui,
pueden mencionarse, por ejemplo, 500 rpm (30 g) - 1000 rpm (70 g), 1 - 10 min.
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La suspension de células se siembra sobre un recipiente de cultivo del mismo modo que en el cultivo inicial
anteriormente mencionado, y se cultiva. Aunque la relacion de dilucion durante el pase varia dependiendo de la
condicion de las células, es aproximadamente 1:2 - 1:4, preferentemente aproximadamente 1:3. El cultivo de pases
puede realizarse en condiciones de cultivo similares a aquellas del cultivo inicial anteriormente mencionado. Aunque
el tiempo de cultivo varia dependiendo de la condicién de las células que van a usarse, es, por ejemplo, 7 - 30 dias.
El cultivo de pases anterior puede realizarse miltiples veces segun sea necesario. Usando el medio de cultivo de la
presente invencion, aumenta la adherencia celular en las fases tempranas de cultivo, por lo que el tiempo de cultivo
puede ser acortado.

<3> Preparacion de capa de células endoteliales de la cérnea

Se siembra una suspension de células sobre un sustrato tal como una hoja de colageno y similares, y se cultiva.
Aqui, el nimero de células sembradas estad controlado de forma que la preparacion endotelial de la cornea
finalmente producida tenga una capa de células que tiene una densidad celular deseada. Para ser precisos, las
células se siembran de manera que se forme una capa de células que tiene una densidad celular de
aproximadamente 1.000 - aproximadamente 4.000 células/mm?. El cultivo puede realizarse en condiciones similares
a aquellas del cultivo inicial anteriormente mencionado y similares. Aunque el tiempo de cultivo varia dependiendo
de la condicién de las células que van a usarse, es, por ejemplo, 3 - 30 dias.

Cultivando de la manera anterior, puede obtenerse una preparacion endotelial de la cérnea en la que se forma una
capa de células endoteliales de la cérnea cultivadas en un tubo de ensayo sobre un sustrato.

En la presente invencion, la preparacion endotelial de la cérnea puede contener el medio de cultivo de la presente
invencion para mantener células endoteliales de la cérnea. Ademas, la preparacién endotelial de la cérnea puede
contener la solucién de conservacion de la cérnea de la presente invencién hasta que se usa para el trasplante. La
presente invencion también proporciona una combinacién de una preparacion endotelial de la cérnea y el medio de
cultivo o solucién de conservacion de la presente invencion.

La preparacion endotelial de la cornea obtenida por el método de produccion de la presente invencién puede usarse
como injerto para el tratamiento de una enfermedad que requiere el trasplante de endotelio corneal, por ejemplo,
gueratopatia bullosa, edema corneal, leucoma corneal, particularmente, queratopatia bullosa producida por
disfuncion endotelial de la cornea debido a distrofia corneal, traumatismo o cirugia intraocular.

El sujeto de la administracion del promotor de la adherencia y la preparacion endotelial de la cornea de la presente
invencion incluye, por ejemplo, un mamifero (por ejemplo, ser humano, ratén, rata, hamster, conejo, gato, perro,
bovino, ovejas, mono, etc.). Ejemplos

La presente invencién se explica en mas detalle a continuacién con referencia a los ejemplos, que no deben
interpretarse como limitantes. Los animales experimentales se usaron segun la International Guiding Principles for
Biomedical Research Involving Animals, ademés de Act on welfare and management of animals, y norma referente a
la alimentacion, mantenimiento y similares de animales experimentales. Este experimento se realizdé segun las
directrices de la Asociacion de Investigacion en Vision y Oftalmologia sobre el uso de animales en investigacion
oftédlmica y de vision.

Ejemplo 1
Estudio de la influencia del inhibidor de ROCK sobre el cultivo de célula endotelial de la cornea de conejo

A partir de un tejido de cérnea de conejo aislado inmediatamente después de la eutanasia, se separd la membrana
de Descemet con células endoteliales de la cérnea unidas a ella. La membrana de Descemet se incub6 junto con
Dispase Il (1,2 U/ml, Roche Applied Science) en las condiciones de 37 °C, 5 % de CO; durante 45 min, y las células
endoteliales de la cornea se separaron mecanicamente por una operacion de pipeteado. Se centrifugaron las células
endoteliales de la cornea separadas, se agitaron las células de un grupo de inhibidores de ROCK (+) en un medio
para el endotelio corneal afiadido con Y-27632 (10 uM) y se agitaron las células de un grupo de inhibidores de
ROCK (-) en un medio para el endotelio corneal sin adicion de Y-27632, a la misma concentracion, y las células se
sembraron en una placa de 96 pocillos a una densidad de aproximadamente 2000 células por pocillo. Como medio
para el endotelio corneal, se usé un medio de cultivo (DMEM, Gibco Invitrogen) afiadido con 1 % de suero bovino
fetal y 2 mg/ml de bFGF (Gibco Invitrogen). La placa se pre-traté con una mezcla de recubrimiento FNC (Athena ES)
durante 10 min. A las 72 h desde el inicio del cultivo, el medio de cultivo se intercambi6 y, después de 72 h, se
cultivaron tanto el grupo de inhibidores de ROCK (+) como el grupo de inhibidores de ROCK (-) en un medio normal
para el endotelio corneal libre de Y-27632 hasta el dia 5. La fotomicrografia de contraste de fases del cultivo primario
de células endoteliales de la cérnea de conejo después de 24 h desde el inicio del cultivo se muestra en la Fig. 1.
Desde el dia 1 hasta el dia 3 después del inicio del cultivo, las células se contaron cada 24 h por ensayo de MTS ([3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio]) usando CellTiter 96 (marca registrada)
AQueous One Solution Cell Proliferation (Promega) (Fig. 2).
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En el grupo de inhibidores de ROCK (+) (Fig. 1B), la adherencia celular a las 24 h (dia 1) después de la siembra de
células aumento significativamente a aproximadamente 2,8 veces (Fig. 2 y 3) en comparacion con el grupo de
inhibidores de ROCK (-) (Fig. 1A). En el dia 3 cuando las células alcanzaron la confluencia, no se encontré una
diferencia significativa entre los dos grupos (Fig. 2). A partir de esto se aclar6 que Y-27632 tiene una accién para
aumentar la adherencia celular en las fases tempranas después del pase en el cultivo primario de células
endoteliales de la cornea de conejo. Ademas, también se obtuvieron resultados similares en el estudio usando un
cultivo de pases de células endoteliales de la cornea de conejo, y por tanto, se considerd que Y-27632 actuaba
sobre la adherencia celular en fases tempranas después del pase en el cultivo primario y el cultivo de pases.

Ejemplo 2
Estudio de la influencia de Y-27632 sobre el cultivo de célula endotelial de la c6rnea de mono

A partir del tejido de la cérnea aislado de Macaca fascicularis sacrificado para otro fin, se separé la membrana de
Descemet con células endoteliales de la cornea unidas a ella. Para el grupo de inhibidores de ROCK (+), la
membrana de Descemet se colocé en un medio para el endotelio corneal afiadido con Y-27632 (10 uM) y se incubo
en las condiciones de 37 °C, 5 % de CO; durante 10 min. Para el grupo de inhibidores de ROCK (-), la membrana se
puso en un medio para el endotelio corneal sin adicién de Y-27632 y se incub6 durante 10 min en las mismas
condiciones. Al igual que el medio para el endotelio corneal, se usé el mismo medio de cultivo celular que en el
Ejemplo 1. La membrana de Descemet después de la incubacion se incub6 junto con Dispase Il (1,2 U/ml, Roche
Applied Science) en las condiciones de 37 °C, 5 % de CO; durante 45 min, y las células endoteliales de la cérnea se
separaron mecanicamente por una operacion de pipeteado. Se centrifugaron las células endoteliales de la cérnea
separadas y se agitaron en los medios para el endotelio corneal con Y-27632(+) y Y-27632(-) a la misma
concentracion, y las células se sembraron en una placa de 12 pocillos a una densidad de aproximadamente 20000
células por pocillo. La placa se pre-traté con una mezcla de recubrimiento FNC (Athena ES) durante 10 min. A las
72 h desde el inicio del cultivo, el medio de cultivo se intercambid y, después de 72 h, se cultivaron tanto el grupo de
inhibidores de ROCK (+) como el grupo de inhibidores de ROCK (-) en un medio normal para el endotelio corneal
libre de Y-27632.

De la Fig. 4, en el cultivo primario de células endoteliales de la c4rnea de Macaca fascicularis después de 24 h
desde el inicio del cultivo, se adhirieron aparentemente mas células sobre la placa en el inhibidor de ROCK (+) (Fig.
4B) en comparacion con el inhibidor de ROCK (-) (Fig. 4A). El nimero de dias antes de alcanzar la confluencia fue 3
para el inhibidor de ROCK (+), mientras que fue 7 para el inhibidor de ROCK (-). A partir de esto se mostr6é que Y-
27632 aumenta la adherencia celular en las fases tempranas después del inicio del cultivo y es un farmaco util que
permite el cultivo celular incluso en células endoteliales de la cérnea de mono que se considera que son dificiles de
cultivar fuera del cuerpo en comparacion con de conejo.

Ejemplo 3
Estudio de la influencia de Y-27632 sobre el cultivo de célula endotelial de la cérnea humana

De los tejidos de cornea humana obtenidos a partir del Banco de Ojos estadounidense, la parte central (diametro
7 mm) habia sido usada para el trasplante de cérnea y se uso el tejido de la cornea circundante restante. Se separé
la membrana de Descemet con células endoteliales de la cornea adheridas a ella. Para el grupo de inhibidores de
ROCK (+), la membrana de Descemet se colocé en un medio para el endotelio corneal afiadido con Y-27632
(10 uM) y se incub6 en las condiciones de 37 °C, 5% de CO; durante 10 min. Para el grupo de inhibidores de
ROCK (-), la membrana se puso en un medio para el endotelio corneal sin adicién de Y-27632 y se incubé durante
10 min en las mismas condiciones. Al igual que el medio para el endotelio corneal, se usé el mismo medio de cultivo
que en el Ejemplo 1. La membrana de Descemet después de la incubacion se incubd junto con Dispase Il (1,2 U/ml,
Roche Applied Science) en las condiciones de 37 °C, 5 % de CO; durante 45 min, y las células endoteliales de la
cdrnea se separaron mecanicamente por una operacién de pipeteado. Se centrifugaron las células endoteliales de la
cérnea separadas y se agitaron en los medios para el endotelio corneal con Y-27632(+) y Y-27632(-) a la misma
concentracion, y las células se sembraron en una placa de 48 pocillos pretratada con una mezcla de recubrimiento
FNC (Athena ES) a una densidad de aproximadamente 10000 células por pocillo. El nimero de células endoteliales
de la cornea humanas obtenidas a partir del tejido de la cérnea circundante fue extremadamente pequefio, y por
tanto, se cultivd la cornea del donante de un ojo en un pocillo. Las corneas de donante usadas para el estudio
fueron: el cultivo empez6 6 dias después de la muerte del donante (edad 69) para el grupo de inhibidores de ROCK
(+), y el cultivo empez6 7 dias después de muerte del donante (edad 51) para el grupo de inhibidores de ROCK (-).
Se considera que una influencia sobre la edad y el tiempo transcurrido desde la muerte del donante hasta el cultivo
celular es casi la misma.

A las 72 h desde el inicio del cultivo, el medio de cultivo se intercambid y, después de 72 h, se cultivaron tanto el
grupo de inhibidores de ROCK (+) como el grupo de inhibidores de ROCK (-) en un medio normal para el endotelio
corneal libre de Y-27632. Para estudiar la influencia sobre la adherencia celular en las fases tempranas después del
inicio del cultivo y la morfologia celular, las células se observaron con un microscopio de contraste de fases y se
tomaron fotografias con una camara digital después del inicio del cultivo (Fig. 5).
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De la Fig. 5, en el dia 7 después del inicio del cultivo, se formé una confluencia y capa de una sola célula altamente
densa que consistio en células (células poligonales uniformes) similares a células endoteliales de la cérnea normales
en el grupo de inhibidores de ROCK (+) (Fig. 5B), mientras que las células endoteliales alargadas de tipo fibroblasto
con baja densidad solo sobrevivieron en una forma de islote en el grupo de inhibidores de ROCK (-) (Fig. 5A). A
partir de estos resultados, se considera que, en el cultivo primario de endotelio corneal humano que se sabe que es
extremadamente dificil de cultivar, la adicion de Y-27632 que tiene una accion de aumentar la adherencia celular en
las fases tempranas después del inicio del cultivo a un medio de cultivo permite la formacién de una capa de células
endoteliales de la cérnea que tiene buena morfologia celular y alta densidad celular.

Ejemplo de formulacion 1
Inyeccion intracameral que contiene inhibidor de Rho cinasa

Se prepara la siguiente inyeccién intracameral segiin un método convencional.

Y-27632 10 mg
dihidrogenofosfato de sodio 0,19
cloruro sédico 0949
hidréxido sédico e.q.
agua purificada por esterilizacion e.q.

cantidad total 100 ml (pH 7)
Se usa Y-27632 fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.
Ejemplo de formulacién 2
Liquido de perfusion intraocular que contiene inhibidor de Rho cinasa
Se prepara el siguiente liquido de perfusion intraocular segin un método convencional.
Y-27632 1,0 mg
OPEGUARD MA e.q.
cantidad total 100 ml

Se usan OPEGUARD MA fabricado por Senju Pharmaceutical Co., Ltd. y Y-27632 fabricado por Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.

Ejemplo de formulacién 3
Medio de cultivo que contiene inhibidores de Rho cinasa para la preparacion de la hoja de endotelio corneal

Se prepara el siguiente medio de cultivo segiin un método convencional.

Y-27632 0,5mg
FBS 10 ml
solucién de penicilina-estreptomicina 1ml
FGF basico 200 ng
DMEM e.qg.

cantidad total 100 ml

Se usan FBS fabricado por Invitrogen, solucion de penicilina-estreptomicina fabricada por Nacalai Tesque (que
contiene penicilina 5000 u/ml y estreptomicina 5000 pg/ml), FGF basico fabricado por Invitrogen, Y-27632 fabricado
por Wako Pure Chemical Industries, Ltd. y DMEM fabricado por Invitrogen.
Ejemplo de formulacién 4
Solucion de conservacion de la cérnea que contiene inhibidor de Rho cinasa
Se prepara la siguiente solucién de conservacion segin un método convencional.

Y-27632 0,2 mg

Optisol-GS e.qg.

cantidad total 100 ml

Se usan Optisol-GS fabricado por Bausch & Lomb, Inc. y Y-27632 fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.
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Ejemplo 4
Estudio de la influencia de Y-27632 sobre cultivo primario de célula endotelial corneal de mono

A partir del tejido de la cérnea aislado de Macaca fascicularis sacrificado, se separé la membrana de Descemet con
células endoteliales de la cérnea unidas a ella. Del mismo modo que en el Ejemplo 2, para el grupo de inhibidores de
ROCK (+), la membrana de Descemet se colocd en un medio para el endotelio corneal afiadido con Y-27632
(10 uM) y se incub6 en las condiciones de 37 °C, 5% de CO; durante 10 min. Para el grupo de inhibidores de
ROCK (-), la membrana se puso en un medio para el endotelio corneal sin adicion de Y-27632 y se incub6 durante
10 min en las mismas condiciones. Al igual que el medio para el endotelio corneal, se usé el mismo medio de cultivo
celular que en el Ejemplo 1. La membrana de Descemet después de la incubacién se incubd junto con Dispase Il
(1,2 U/ml, Roche Applied Science) en las condiciones de 37 °C, 5% de CO; durante 45 min, y las células
endoteliales de la cornea se separaron mecanicamente por una operacion de pipeteado. Se centrifugaron las células
endoteliales de la cornea separadas y se agitaron en los medios para el endotelio corneal con Y-27632(+) y Y-
27632(-) a la misma concentracién, y las células se sembraron en una placa de 96 pocillos a una densidad de
aproximadamente 2000 células por pocillo. A las 72 h desde el inicio del cultivo, el medio de cultivo se intercambid vy,
después de 72 h, se cultivaron tanto el grupo de inhibidores de ROCK (+) como el grupo de inhibidores de ROCK (-)
en un medio normal para el endotelio corneal libre de Y-27632. En el dia 10 de cultivo, las células se fijaron con 4 %
de para-formaldehido a temperatura ambiente durante 10 min, y se tifieron con azul de toluidina (Fig. 6A y 6B). El
area total de las células se midi6 usando Imagen J (National Institutes of Health) y se analizé (Fig. 6C).

En el cultivo primario de células endoteliales de la cérnea de Macaca fascicularis en el dia 10 después del inicio del
cultivo, el inhibidor de ROCK (+) (Fig. 6B) aumentd significativamente el area total de células cultivadas a
aproximadamente 1,6 veces (Fig. 6C) en comparacién con el inhibidor de ROCK (-) (Fig. 6A), promoviendo
adherencia en las fases tempranas de cultivo. A partir de esto se mostré que Y-27632 es un farmaco util para el
cultivo primario incluso en células endoteliales de la cornea de mono que se considera que son dificiles de cultivar
fuera del cuerpo.

Ejemplo 5
Estudio de concentracion optima de Y-27632 para células endoteliales de la crnea de mono

Se pusieron células endoteliales de la cérnea de mono (cultivo primario) recogidas del mismo modo que en el
Ejemplo 2 en medios para el endotelio corneal cada uno afiadido con Y-27632 a 1, 10, 33y 100 uM y un medio para
el endotelio corneal sin adicién de Y-27632, y se agitaron a la misma concentracién, y las células se sembraron en
una placa de 96 pocillos a una densidad de aproximadamente 2000 células por pocillo. A las 24 h desde el inicio del
cultivo, se contaron las células viables usando CellTiter-Glo (marca registrada, Promega) (Fig. 7).

Cuando las células endoteliales de la cérnea a las 24 h desde el inicio del cultivo se cultivaron en un medio que
contenia Y-27632 10 uM, el nimero de células que se adhirieron sobre la placa fue significativamente alto (Fig. 7) en
comparacion con el cultivo celular en un medio para el endotelio corneal sin adicion de Y-27632 y un medio para el
endotelio corneal que contenia diferentes concentraciones de Y-27632. A partir de esto, se mostré que Y-27632 a
una concentracion de 10 uM es la mas eficaz para células endoteliales de la cornea de mono.

Ejemplo 6
Estudio de la influencia de Y-27632 sobre el cultivo de pases de célula endotelial corneal de mono

A partir del tejido de la cérnea aislado de Macaca fascicularis sacrificado, se separé la membrana de Descemet con
células endoteliales de la cérnea unidas a ella. La membrana de Descemet se incub6 junto con Dispase Il (1,2 U/ml,
Roche Applied Science) en las condiciones de 37 °C, 5 % de CO; durante 45 min, y las células endoteliales de la
cdrnea se separaron mecanicamente por una operacién de pipeteado. Se centrifugaron las células endoteliales de la
cornea separadas y se sembraron en un medio para el endotelio corneal. Las células endoteliales de la cérnea que
alcanzaron la confluencia se incubaron con 0,05 % de tripsina en las condiciones de 37 °C, 5 % de CO» durante 10
min, y se cultivaron en pases. Después de 4 a 6 pases, las células endoteliales de la cérnea se colocaron en una
placa de 96 pocillos a una dilucién de 1/2, 1/6 o 1/8. El cultivo de pases continué usando un medio para el endotelio
corneal afiadido con Y-27632 (10 uM) para el grupo de inhibidores de ROCK (+) y un medio para el endotelio
corneal sin adicién de Y-27632 para el grupo de inhibidores de ROCK (-). A las 24 h después del pase, las células se
contaron del mismo modo que en el Ejemplo 5 usando CellTiter-Glo (marca registrada, Promega) (Fig. 8).

Cuando las células endoteliales de la cornea de Macaca fascicularis cultivadas 24 h después del pase se cultivaron
en pases en un medio que contenia Y-27632, el nimero de células que se adhirieron sobre la placa fue
significativamente alto (Fig. 8) en comparacion con un medio para el endotelio corneal sin adicién de Y-27632. A
partir de esto se mostré que Y-27632 también fue eficaz para, ademas de cultivo primario, cultivo de pases de
células endoteliales de la cérnea de mono.
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Ejemplo 7

Estudio de la influencia de Y-27632 sobre la morfologia celular en cultivo de pases de célula endotelial corneal de
mono

Se subcultivaron células endoteliales de la cérnea de Macaca fascicularis cultivadas en pases del mismo modo que
en el Ejemplo 6 sobre un portaobjetos a una diluciéon de 1/4. A las 24 h a partir del cultivo de pases, se observo la
morfologia celular con un microscopio de contraste de fases (Figs. 9A y 9B). Ademas, las células endoteliales de la
cérnea sobre el portaobjetos se fijaron con 4 % de para-formaldehido a temperatura ambiente durante 10 min, y se
tifid la fibra de actina por tincion de fluorescencia con faloidina (Figs. 10A y 10B).

En las células endoteliales de la cérnea de Macaca fascicularis cultivadas 24 h después del pase, cuando el cultivo
de pases se realizd en un medio que contenia Y-27632 (Fig. 9B), aumentd la adherencia de las células sobre el
portaobjetos, se promovio el aplanamiento a células de tipo células endoteliales de la cornea, y también aumentd la
agregacion de células en comparacion con un medio para el endotelio corneal sin que contuviera Y-27632 (Fig. 9A).
Ademas, por tincién de fluorescencia con faloidina, cuando el cultivo de pases se realiz6 en un medio que contenia
Y-27632 (Fig. 10B), se observd claramente la fibra de estrés de actina en comparacion con un medio para el
endotelio corneal sin que contuviera Y-27632 (Fig. 10A), y se encontré6 que Y-27632 promovia la formacion de
citoesqueleto.

Ejemplo 8
Estudio de la influencia de Y-27632 sobre el ciclo celular de célula endotelial corneal de mono

Se subcultivaron células endoteliales de la cornea de Macaca fascicularis cultivadas en pases del mismo modo que
en el Ejemplo 6 sobre un portaobjetos a una diluciéon de 1/4. Se usé un medio para el endotelio corneal afiadido con
Y-27632 (10 uM) para el grupo de inhibidores de ROCK (+) y un medio para el endotelio corneal sin adicion de Y-
27632 para el grupo de inhibidores de ROCK (-). En los dias 1, 2 y 14 del cultivo de pases, las células endoteliales
de la cérnea sobre el portaobjetos de vidrio se fijaron con 4 % de para-formaldehido a temperatura ambiente durante
10 min, y se inmunotifieron con anticuerpo anti-Ki67 (Fig. 11). Similarmente, ademas, las células endoteliales de la
cornea de Macaca fascicularis se cultivaron en pases a una dilucién de 1/4 en cada uno del grupo de inhibidores de
ROCK (+) y el grupo de inhibidores de ROCK (-). En los dias 1 y 2 del cultivo de pases, las células se recogieron
usando 0,05 % de tripsina y se sometieron a citometria de flujo usando anticuerpo anti-Ki67, y se examino el ciclo
celular (Figs. 12y 13).

Al igual que en comparacién con el grupo de inhibidores de ROCK (-), el grupo de inhibidores de ROCK (+) contuvo
muchas células Ki67 positivas en los dias 1 y 2 del cultivo de pases. Sin embargo, cuando las células alcanzaron
casi la confluencia en el dia 14, el nimero de células positivas del grupo de inhibidores de ROCK (+) fue inferior al
del grupo de inhibidores de ROCK (-) (Fig. 11). También en la citometria de flujo, el grupo de inhibidores de ROCK
(+) contuvo muchas menos células Ki67 positivas en los dias 1 y 2 del cultivo de pases en comparacién con el grupo
de inhibidores de ROCK (-) (Figs. 12y 13).

Como el antigeno Ki67 se encuentra en el nucleo celular en el ciclo de proliferacion celular G1, y de las fases S a M,
se mostrd que Y-27632 tiene una accion de promover el ciclo celular en las fases tempranas después del cultivo de
pases de células endoteliales de la cornea de Macaca fascicularis y es un farmaco Util para el eficiente cultivo
celular.

Ejemplo 9
Estudio de la influencia de Y-27632 sobre la apoptosis de célula endotelial corneal de mono

Se subcultivaron células endoteliales de la cornea de Macaca fascicularis cultivadas en pases del mismo modo que
en el Ejemplo 6 a una dilucion de 1/4. Se us6 un medio para el endotelio corneal afiadido con Y-27632 (10 uM) para
el grupo de inhibidores de ROCK (+) y se usé un medio para el endotelio corneal sin adicion de Y-27632 para el
grupo de inhibidores de ROCK (-). En el dia 1 del cultivo de pases, todas las células que incluyen aquellas en el
medio se recogieron usando 0,05 % de tripsina y se sometieron a citometria de flujo usando Annexin V y PI (yoduro
de propidio), y se examind la apoptosis (Figs. 14 y 15).

El grupo de inhibidores de ROCK (+) mostré una disminucion significativa en la relacion de células apoptésicas con
respecto a las células completas en el dia 1 del cultivo de pases (Fig. 14) en comparacion con el grupo de
inhibidores de ROCK (-). Ademas, una comparacion del nimero de células apoptésicas por cada 1x10* células
revelé una disminucién significativa en el grupo de inhibidores de ROCK (+) en comparacion con el grupo de
inhibidores de ROCK (-) (Fig. 15).

A partir de esto se mostré que Y-27632 tiene una accion de suprimir la apoptosis durante el cultivo de pases de
células endoteliales de la cérnea de Macaca fascicularis.
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Ejemplo 10
Estudio de la influencia de Y-27632 sobre la densidad de célula endotelial corneal de mono

A partir del tejido de la cérnea aislado de Macaca fascicularis sacrificado, se separé la membrana de Descemet con
células endoteliales de la cérnea unidas a ella. La membrana de Descemet se incubd junto con Dispase Il (1,2 U/ml,
Roche Applied Science) en las condiciones de 37 °C, 5 % de CO; durante 45 min, y las células endoteliales de la
cdrnea se separaron mecanicamente por una operacién de pipeteado. Se centrifugaron las células endoteliales de la
cérnea separadas y se sembraron sobre un medio para el endotelio corneal. Las células endoteliales de la cérnea
que alcanzaron la confluencia se incubaron con 0,05 % de tripsina en las condiciones de 37 °C, 5 % de CO; durante
10 min, y se cultivaron en pases. Se us6 un medio para el endotelio corneal afiadido con Y-27632 (10 pM) para el
grupo de inhibidores de ROCK (+) y se us6 un medio para el endotelio corneal sin adicion de Y-27632 para el grupo
de inhibidores de ROCK (-). A las 72 h desde el inicio del cultivo, el medio de cultivo se intercambié y, después de 72
h, se cultivaron tanto el grupo de inhibidores de ROCK (+) como el grupo de inhibidores de ROCK (-) en un medio
normal para el endotelio corneal libre de Y-27632. En casa pase, se tomaron fotografias de las células con un
microscopio de contraste de fases, se midio la densidad celular, y se estudié la influencia de Y-27632 sobre la
densidad de las células endoteliales de la cornea de mono cultivadas.

El pase se repitid 7 veces, y el grupo de inhibidores de ROCK (+) mostré densidad celular mas alta (Fig. 16) durante
todo el periodo del cultivo de pases en comparacion con el grupo de inhibidores de ROCK (-). A partir de esto se
considera que el uso de Y-27632 permite el cultivo de células endoteliales de la cornea que tienen alta densidad,
gue también seran utiles en el futuro para la medicina regenerativa tal como el trasplante de hoja de endotelio
corneal de cultivo.

Ejemplo 11
Estudio de la influencia de fasudil sobre el cultivo de célula endotelial corneal de mono

A partir del tejido de la cornea aislado de Macaca fascicularis sacrificado, se separé la membrana de Descemet con
células endoteliales de la cérnea unidas a ella. La membrana de Descemet se incubd junto con Dispase Il (1,2 U/ml,
Roche Applied Science) en las condiciones de 37 °C, 5 % de CO; durante 45 min, y las células endoteliales de la
cdrnea se separaron mecanicamente por una operacion de pipeteado. Se centrifugaron las células endoteliales de la
cérnea separadas y se cultivaron en pases en un medio para el endotelio corneal. Al igual que el medio para el
endotelio corneal, se us6 el mismo medio de cultivo celular que en el Ejemplo 1. Se separaron las células
endoteliales de la cérnea de mono cultivadas recogidas durante el cultivo de pases por una tratamiento con 0,05 %
de tripsina y se centrifugaron, y se agitaron a la misma concentracién en un medio para el endotelio corneal afiadido
con fasudil (10 uM, SIGMA-ALDRICH) en el grupo de fasudil y en un medio para el endotelio corneal sin adicion de
fasudil en el grupo de control, y las células se sembraron en una placa de 96 pocillos a una densidad de
aproximadamente 2000 células por pocillo. A las 24 h desde el inicio del cultivo, se contaron las células adheridas
usando CellTiter-Glo (marca registrada) Luminescent Cell Viability Assay (Promega) (Fig. 17). También se encontro
un efecto de la adherencia celular promovida de las células endoteliales de la cérnea usando fasudil, un inhibidor de
ROCK.

Ejemplo de formulacién 5
Inyeccion intracameral que contiene inhibidor de Rho cinasa

Se prepara la siguiente inyeccién intracameral segiin un método convencional.

fasudil 10 mg
dihidrogenofosfato de sodio 0,19
cloruro sédico 0949
hidroxido sédico e.q.
agua purificada por esterilizacion eq

cantidad total 100 ml (pH 7)
Ejemplo de formulacién 6
Medio de cultivo que contiene inhibidor de Rho cinasa para la preparacion de la hoja de endotelio corneal

Se prepara el siguiente medio de cultivo segin un método convencional.

fasudil 0,5 mg
FBS 10 mi
solucidn de penicilina-estreptomicina 1ml
FGF basico 200 ng
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DMEM e.q.
cantidad total 100 ml

Se usan FBS fabricado por Invitrogen, solucion de penicilina-estreptomicina fabricada por Nacalai Tesque (que
contiene penicilina 5000 u/ml y estreptomicina 5000 pg/ml), FGF basico fabricado por Invitrogen y DMEM fabricado
por Invitrogen.

La presente solicitud se basa en las solicitudes de patente N.° 2007-223141 (fecha de presentacion: 29 de agosto de
2007) y 2008-016088 (fecha de presentacion: 28 de enero de 2008) presentada en Japon, cuyos contenidos se
incorporan por completo en el presente documento por esta referencia.
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REIVINDICACIONES

1. Un inhibidor de Rho cinasa para su uso en un método de profilaxis o tratamiento de disfuncién endotelial de la
cornea.

2. El inhibidor de Rho cinasa para su uso segun la reivindicacion 1, que es al menos uno seleccionado de (+)-trans-
4-(1-aminoetil)-1-(4-piridilcarbamoil)ciclohexano, 1-(5-isoquinolinsulfonil)homopiperazina y una sal
farmacoldgicamente aceptable de los mismos.

3. El inhibidor de Rho cinasa para su uso segun la reivindicacion 1, en el que la disfuncion endotelial de la cérnea es
gueratopatia bullosa o endotelitis de la cérnea.

4. El inhibidor de Rho cinasa para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que esta en forma de
una inyeccion intracameral o liquido de perfusion intraocular.

5. Uso de un medio de cultivo que comprende un inhibidor de Rho cinasa para producir una preparaciéon endotelial
de la cornea, en el que el inhibidor de Rho cinasa se usa para promover la adherencia entre células endoteliales de
la cérnea o entre células endoteliales de la cérnea y un sustrato de cultivo.

6. El uso segun la reivindicacion 5, en el que el medio de cultivo comprende al menos un inhibidor de Rho cinasa
seleccionado de (+)-trans-4-(1-aminoetil)-1-(4-piridilcarbamoil)ciclohexano, 1-(5-isoquinolinsulfonil)homopiperazina y
una sal farmacolégicamente aceptable de los mismos.

7. El uso segun la reivindicacion 5, en el que la célula endotelial de la cérnea deriva de ser humano.

8. Un método de produccion de una preparacion endotelial de la cérnea, que comprende una etapa de cultivar una
célula endotelial de la cérnea usando un medio de cultivo como se define en la reivindicacion 5 o 6.

9. El método segun la reivindicacion 8, en el que la célula endotelial de la cérnea deriva de ser humano.

10. Una preparacién endotelial de la cornea producida por el método segun la reivindicacién 8 para su uso en un
método de profilaxis o tratamiento de disfuncion endotelial de la cérnea.

11. Uso in vitro de un inhibidor de Rho cinasa para promover la adherencia entre células endoteliales de la cornea o
entre células endoteliales de la cdrnea y un sustrato de cultivo.

12. Un método de promocién de la adherencia celular en una preparacion endotelial de la cornea que comprende
una etapa de cultivar una célula endotelial de la cérnea usando un medio de cultivo como se define en la
reivindicacion 5 o 6.

13. El método segun la reivindicacion 12, en el que la célula endotelial de la cérnea deriva de ser humano.
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