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DESCRIPCION
Agente terapéutico para enfermedades anaerobias

La presente invencion se refiere a un agente terapéutico para enfermedades anaerobias que comprende un nuevo
microorganismo anaerobio transformado, conteniendo el agente terapéutico, en combinacion con una composicion
farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad anaerobia, que contiene el microorganismo anaerobio
transformado como un componente activo y una composicién farmacéutica que contiene como componente activo
una colonizacidon de microorganismos anaerobios y potenciador del crecimiento para mejorar la colonizaciéon y
proliferacion del microorganismo anaerobio en la localizaciéon de la enfermedad anaerobia. Ademas, la presente
invencion se refiere a una colonizacién de microorganismos anaerobios y potenciadores del crecimiento para
mejorar la colonizacién y el crecimiento del microorganismo anaerobio transformado en la localizaciéon de la
enfermedad que se encuentra en un entorno anaerobio.

En los ultimos afios, como un método para tratar una enfermedad que se encuentra en un entorno anaerobio (en lo
sucesivo, denominada "enfermedad anaerobia"), como un tumor maligno o una enfermedad isquémica, por ejemplo,
como un método para tratar un tumor solido, un método que utiliza un microorganismo anaerobio transformado como
un transportador de genes ha estado atrayendo la atencion. Por ejemplo, se ha propuesto un método para
transportar un gen a la localizacién tumoral utilizando Clostridium transformado (véase, por ejemplo, las Patentes de
Estados Unidos N° 6416754 y 6652849, y la Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos 2003/0103952).
Ademas, se ha propuesto la aplicacion de Bifidobacterium (B) longum transformada al tratamiento de tumores
solidos (véase, por ejemplo, JP A 2002-97144, Yazawa et al., Terapia de los Genes Cancerigenos, 7, 269-274
(2000), Yazawa et al., Tratamiento de Recursos para Cancer de Toérax, 66, 165 - 170 (2001)).

Estos microorganismos transformados se generan utilizando vectores de expresion tales como los plasmidos
lanzadera pNTR500F, pCD540FT, etc., que son objeto de replicacion tanto en E. coli como en Clostridium (Patentes
de Estados Unidos N° 6416754 y 6652849, y Publicacion de Solicitud de Patente de los Estados Unidos
2003/0103952) o el plasmido lanzadera pBLES100-S-eCD, que se replica tanto en E. coli como en Bifidobacterium
(JP A 2002-97144). Puesto que todos estos vectores plasmidicos son vectores lanzadera que son objeto de
replicacién tanto en E. coli como en Clostridium o Bifidobacterium transformados, las bacterias que se han
transformado con estos vectores plasmidicos tienen el riesgo de que el gen introducido se pueda transferir
horizontalmente a otros microorganismos distintos de la bacteria transformada, al menos E. coli, que es
facultativamente anaerobia, y riesgos ambientales y problemas en el tratamiento real.

Ademas, el documento JP A 2002-97144 describe que B. longum puede hacerse proliferar selectivamente en el
tejido tumoral administrando por via intraperitoneal lactulosa al ratén al que se ha administrado B. longum. Sin
embargo, el transformante alli descrito se transforma utilizando un vector plasmidico que puede transferirse
horizontalmente a E. coli anaerobia, etc., y todavia quedan problemas para su uso seguro y eficaz en el tratamiento
de una enfermedad anaerobia.

Ademas, el documento EP 1 867 714 A da a conocer una composicion farmacéutica que comprende
microorganismos como, por ejemplo, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis, que
expresan citosina desaminasa y se combina con lactulosa, porque el uso de azucar favorece la proliferacion de los
microorganismos. El vector utilizado es el plasmido pAV001-HU-eCD y pBLES100-S-eCD como un vector lanzadera
para Bifidobacterium longum y para E. coli.

En un método para tratar una enfermedad anaerobia utilizando un microorganismo anaerobio transformado, es
necesario que el microorganismo anaerobio transformado, a utilizarse, sea no patogénico y no téxico, colonice y
desarrolle solo en el tejido enfermo que esta en un estado anaerobio, pero no colonice ni se desarrolle en un tejido
normal que no esta en un estado anaerobio, asi como que el gen introducido en el microorganismo anaerobio
transformado no se transfiera horizontalmente a bacterias patdgenas o bacterias aerdbicas o anaerobias facultativas
distintas del microorganismo anaerobio transformado.

Ademas, para que un método para tratar una enfermedad anaerobia utilizando un microorganismo anaerobio
transformado, muestre completamente su efecto terapéutico, el microorganismo anaerobio transformado que se
utilizara no solo es necesario colonizar concretamente en la localizaciéon de la enfermedad anaerobia, sino también
la proliferacion a una cantidad efectiva desde el punto de vista terapéutico, y para estar continuamente presente
durante el periodo de tratamiento hasta su finalizacion. Por otro lado, puesto que las células viables se administran
por via intravenosa o en tejido enfermo, la dosis del microorganismo anaerobio transformado es preferiblemente lo
mas pequena posible con el fin de minimizar la influencia dentro de los vasos sanguineos y la carga sobre un
paciente, y por lo tanto, es deseable que el microorganismo anaerobio transformado prolifere concretamente en la
localizacién de la enfermedad anaerobia y en la cantidad terapéuticamente efectiva con la dosis minima necesaria.

El objeto de la presente invencion es, por lo tanto, proporcionar un agente terapéutico para enfermedades

anaerobias que, en un método para tratar una enfermedad anaerobia utilizando un microorganismo anaerobio
transformado, sea seguro y practico, y pueda mostrar un efecto con una pequefa dosis.
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Los presentes inventores han llevado a cabo una investigacion intensiva con el fin de resolver los problemas
anteriores, y han mejorado el plasmido lanzadera pBLES100-S-eCD para construir el plasmido pAV001-HU-eCD-
M968 (véase, WO 2007-136107). Los inventores han mejorado adicionalmente este plasmido al eliminar del mismo
el pUC ori, que es un fragmento que contiene un origen de replicacion para E. coli, para construir el plasmido
pBifiCD (véase la solicitud provisional de los Estados Unidos N° 61/124.528). Puesto que este plasmido no contiene
el origen de replicacién de E. coli, una bacteria transformada con este plasmido no tiene el riesgo de ser replicada en
E. coli, incluso si se produce la transferencia horizontal a E. coli. Por lo tanto, es un microorganismo anaerobio
transformado extremadamente seguro, y puede usarse como un agente terapéutico practico para una enfermedad
anaerobia. Una bacteria transformada por este plasmido, por ejemplo, B. longum 105-A/pBifiCD (Instituto Nacional
de Tecnologia y Depdsito de Microorganismos de Patente de Evaluacion (en lo sucesivo denominado NPMD)
Numero de Acceso NITE BP-491) presenta una buena actividad de expresién de citosina deaminasa (CD), y al
usarlo en combinacién con el profarmaco 5-FC, que se convierte mediante dicha CD en la sustancia antitumoral 5-
FU, se presenta un efecto de supresion del crecimiento tumoral muy marcado, y es prometedor como un excelente
agente de tratamiento tumoral. Sin embargo, los presentes inventores han encontrado otro problema, ya que tales
bacterias transformadas no tienen suficiente capacidad de colonizacién y crecimiento en el tejido del organismo, y
con el fin de transportar una cantidad de gen objetivo suficiente para el tratamiento de una enfermedad anaerobia al
tejido objetivo tal como un tumor soélido, es necesario administrar una cantidad relativamente grande de bacterias
transformadas. Por lo tanto, desde el punto de vista de la seguridad y del coste, también es necesario un método
para hacer que las bacterias realicen una colonizacién y proliferacion eficientes.

Como resultado de una investigacion intensiva por los presentes inventores con el fin de mejorar la utilidad como un
agente terapéutico de la enfermedad anaerobia de una composicion farmacéutica que contiene, por ejemplo, el B.
longum 105-A/pBifiCD (Numero de Acceso NPMD: NITE BP- 491) como un componente activo, se ha encontrado
que el uso de dicho microorganismo anaerobio transformado en combinacion con una composicion farmacéutica que
contiene un cierto tipo de sacarido como componente activo, favorece notablemente la colonizacion y proliferacion
especificas del microorganismo en una localizacién de enfermedad anaerobia, y ademas, la proliferacion del
microorganismo en la localizacion de la enfermedad anaerobia se puede mantener y el efecto terapéutico se puede
mejorar en gran medida. Los presentes inventores también han descubierto que, al usar dicho sacarido en
combinacion, incluso una dosis reducida del microorganismo anaerobio transformado para el tratamiento de una
enfermedad anaerobia puede producir los mismos efectos terapéuticos que una dosis alta, mejorando asi la
seguridad como un agente terapéutico de enfermedad anaerobia. Ademas, puesto que estos sacaridos favorecen la
colonizacion en la localizacion de la enfermedad anaerobia y el crecimiento del microorganismo anaerobio
transformado para el tratamiento de una enfermedad anaerobia de la presente invencion, pueden convertirse en una
excelente colonizaciéon de microorganismos anaerobios y potenciadores del crecimiento. Como resultado de una
investigacion adicional de los presentes inventores basada en los hallazgos anteriores, se ha logrado la presente
invencion.

Es decir, la presente invencion se refiere a:

(1) un agente terapéutico de enfermedad anaerobia que contiene en combinacion una composicion farmacéutica que
comprende como componente activo un microorganismo anaerobio transformado que se transforma mediante un
vector de expresion que actia en el microorganismo anaerobio, el vector de expresion que no contiene una unidad
de replicacion de plasmido que actua en E. coli, y

una composicion farmacéutica que comprende como un componente activo un potenciador de colonizacion vy
proliferacidon para el microorganismo anaerobio transformado en una localizaciéon de enfermedad anaerobia,

(2) el agente terapéutico de conformidad con (1), en el que el vector de expresién comprende:
1) una unidad de replicacién de plasmido que actua en un microorganismo anaerobio distinto de E. coli, y

2) una unidad de expresion de proteina que comprende un ADN que codifica una proteina que tiene actividad
objetivo y un fragmento de ADN que comprende un promotor y un terminador que actuan en el microorganismo
anaerobio,

(3) el agente terapéutico de conformidad con (2), en el que la proteina que tiene actividad objetivo es una proteina
que tiene actividad terapéutica para una enfermedad que esta en un entorno anaerobio,

(4) el agente terapéutico segun (3), en el que la proteina que tiene actividad terapéutica para una enfermedad que
esta en un entorno anaerobio es (a) una proteina que tiene una actividad antitumoral o (b) una proteina que tiene
una actividad de conversion de un precursor de sustancia antitumoral en una sustancia antitumoral,

(5) el agente terapéutico de conformidad con (4), en el que la proteina que tiene actividad terapéutica para una
enfermedad que esta en un entorno anaerobio es (b) una proteina que tiene actividad para convertir un precursor de
sustancia antitumoral en una sustancia antitumoral,
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(6) el agente terapéutico segun (1), en el que el microorganismo anaerobio se selecciona del grupo constituido por
Bifidobacterium, Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus y Clostridium,

(7) el agente terapéutico segun (6), en el que el microorganismo anaerobio es Bifidobacterium,

(8) el agente terapéutico segun (7), en el que la Bifidobacterium se selecciona de entre el grupo constituido por B.
adolescentis, B. animalis, B. infantis, B. thermophilum, B. pseudolongum, B. bifidum, B. breve, y B. longum,

(9) el agente terapéutico de conformidad con (8), en el que Bifidobacterium es B. longum,

(10) el agente terapéutico de conformidad con (9), en el que Bifidobacterium es B. longum 105-A/pBifiCD (niUmero de
acceso NPMD NITE BP-491),

(11) el agente terapéutico segun (5), en el que la proteina que tiene una actividad de conversion de un precursor de
sustancia antitumoral en una sustancia antitumoral se selecciona del grupo constituido por citosina desaminasa,
nitrorreductasa y b-glucuronidasa,

(12) el agente terapéutico de conformidad con (11), en el que la proteina que tiene una actividad de convertir un
precursor de sustancia antitumoral en una sustancia antitumoral es la citosina desaminasa,

(13) el agente terapéutico de conformidad con (1), en el que el potenciador de colonizacién y proliferacién para el
microorganismo anaerobio es al menos uno seleccionado del grupo constituido por arabinosa, xilosa, galactosa,
glucosa, maltosa, lactosa, melibiosa, melecitosa, rafinosa, y lactulosa,

(14) el agente terapéutico de conformidad con (13), en el que el potenciador de colonizacién y proliferacion para el
microorganismo anaerobio es glucosa o maltosa,

(15) el agente terapéutico de conformidad con (14), en el que el potenciador de colonizacién y proliferacién para el
microorganismo anaerobio es maltosa,

(16) un potenciador de colonizacién y proliferacién para un microorganismo anaerobio para el tratamiento de una
enfermedad anaerobia, que comprende como componente activo al menos uno seleccionado del grupo constituido
por arabinosa, xilosa, galactosa, glucosa, maltosa, lactosa, melibiosa, melecitosa, rafinosa y lactulosa,

(17) el potenciador de colonizacién y proliferaciéon para el microorganismo anaerobio para el tratamiento de una
enfermedad anaerobia de conformidad con (16), en el que el componente activo es glucosa o maltosa,

(18) el potenciador de colonizacién y proliferacion para el microorganismo anaerobio para el tratamiento de una
enfermedad anaerobia de conformidad con (17), en el que el componente activo es maltosa,

(19) el agente terapéutico de conformidad con (1), en el que la composicion farmacéutica que comprende como
componente activo un potenciador de colonizacién y proliferacién para el microorganismo anaerobio es una
preparacion para administracion intravenosa,

(20) el agente terapéutico segun (19), en el que el componente activo es glucosa o maltosa,

(21) el agente terapéutico segun (5), que comprende ademas una composicion farmacéutica que comprende como
componente activo un precursor de sustancia antitumoral que se convierte en una sustancia antitumoral por (b) una
proteina que tiene una actividad de convertir un precursor de sustancia antitumoral en una sustancia antitumoral, y

(22) el agente terapéutico de conformidad con (21), en el que el precursor de sustancia antitumoral es 5-
fluorocitosina.

El agente terapéutico para una enfermedad anaerobia de la presente invencién no presenta riesgo de que un gen
recombinante se replique en E. coli, y es extremadamente seguro desde el punto de vista ambiental y en el
tratamiento real. Ademas, el potenciador de colonizaciéon y proliferacion para un microorganismo anaerobio
transformado de la presente invencion mejora el efecto terapéutico favoreciendo la colonizacion y la proliferacion
especificas de un microorganismo anaerobio transformado para el tratamiento de una enfermedad anaerobia en una
localizaciéon de la enfermedad, y permite que se reduzca la dosis del microorganismo. Un agente terapéutico de
enfermedad anaerobia en el que una composicion farmacéutica que contiene el microorganismo anaerobio
transformado para el tratamiento de una enfermedad anaerobia de la presente invencién como un componente
activo y una composicion farmacéutica que contiene el promotor de colonizacién y proliferacion del microorganismo
anaerobio de la presente invencidn como un componente activo se combinan, de forma prometedora, como un
agente terapéutico seguro y excelente que puede mejorar notablemente el efecto terapéutico del microorganismo
anaerobio transformado y permitir que se reduzca la dosis del microorganismo anaerobio transformado.
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La Figura 1 es un diagrama que muestra un mapa de representacion del plasmido 'pBifiCD'.

La Figura 2 es un diagrama que muestra el efecto de supresién de la proliferaciéon tumoral del uso combinado de B.
longum Re-105A/pBifiCD y maltosa.

La presente invencion da a conocer un agente terapéutico para una enfermedad anaerobia que, en una realizacion,
comprende en combinacion

una composicion farmacéutica que comprende como componente activo un microorganismo anaerobio transformado
con un vector de expresion que actua en el microorganismo anaerobio y no comprende una unidad de replicacion de
plasmido que actua en E. coli, y

una composicion farmacéutica que comprende como un componente activo un potenciador de colonizacion y
proliferacién para el microorganismo anaerobio transformado en una localizacién de la enfermedad anaerobia.

La expresidon de "agente terapéutico que comprende en combinacion composiciones farmacéuticas" referida en la
presente memoria descriptiva significa un agente terapéutico que es una nueva composicion farmacéutica producida
mezclando al menos dos tipos de composiciones farmacéuticas o un agente terapéutico de enfermedad que
comprende al menos dos tipos de composiciones farmacéuticas que se usan en combinacién en el tratamiento.
Cuando se usan al menos dos tipos de composiciones farmacéuticas en combinacién, las composiciones
farmacéuticas pueden usarse al mismo tiempo o pueden usarse por separado en un intervalo determinado.

El microorganismo anaerobio transformado para el tratamiento de una enfermedad anaerobia de la presente
invencion es un microorganismo anaerobio transformado con un vector de expresion, que es un vector plasmidico
que actua en una bacteria anaerobia, en particular, una enterobacteria distinta de E. coli, tal como Bifidobacterium,
Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus o Clostridium. El vector de expresién de la presente invencién no
contiene una unidad de replicacion de plasmido que actue en una bacteria, en particular E. coli, que no sea la
bacteria transformada.

Los microorganismos anaerobios transformados para el tratamiento de una enfermedad anaerobia que se han
comunicado hasta ahora se transforman mediante vectores lanzadera que actuan tanto en E. coli como en una
bacteria transformada, y ninguno de ellos se transformé con un vector de expresion que actia solamente en un
microorganismo transformante que no sea E. coli. Por lo tanto, el gen introducido puede transferirse horizontalmente
a una bacteria patégena o una bacteria aerobia o anaerobia facultativa distinta de la bacteria anaerobia
transformada, y se refieren a los riesgos y riesgos ambientales en el tratamiento real.

Por otro lado, el microorganismo anaerobio transformado de la presente invencién se ha transformado con un vector
de expresidon que no contiene una unidad de replicacion de plasmido que actia en una bacteria distinta del
microorganismo transformante, en particular E. coli, e incluso si se produce una transferencia horizontal a E. coli, no
existe posibilidad de replicacion en E. coli, y es muy seguro en términos del entorno y en el tratamiento real.

Mas concretamente, el vector de expresion utilizado en la transformacion del microorganismo anaerobio para el
tratamiento de una enfermedad anaerobia de la presente invencion se caracteriza porque, por ejemplo, el vector de
expresion consiste esencialmente en (1) una unidad de replicacién de plasmido que actia en un microorganismo
anaerobio distinto de E. coli, y (2) una unidad de expresion de proteinas que consiste esencialmente en un ADN que
codifica una proteina que tiene una actividad objetivo y un fragmento de ADN que contiene un promotor y un
terminador que actuan en el microorganismo anaerobio y que el vector de expresién no comprende una unidad de
replicacién de plasmido que actua en una bacteria distinta del microorganismo transformante, en particular E. coli.

Como la unidad de replicacién del plasmido, que actia en un microorganismo anaerobio distinto de E. coli, poseida
por el vector de expresion, cualquier unidad de replicacién del plasmido puede usarse siempre que actue en un
microorganismo anaerobio distinto de E. coli, por ejemplo, en una enterobacteria tal como Bifidobacterium,
Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus o Clostridium, y no actia en un microorganismo anaerobio que no sea la
bacteria transformada; ejemplos de los mismos incluyen una unidad de replicacion de plasmido que actda en un
microorganismo anaerobio diferente de E. coli, por ejemplo, en Bifidobacterium, y sus ejemplos especificos incluyen
una unidad de replicacién pTB6 formada a partir de una regién OriV y un gen RepB que actuan en Bifidobacterium, y
su polimorfismo de un solo nucledtido.

Ademas, como el promotor y el terminador de la unidad de expresion de proteina del vector de expresion, cualquier
promotor y terminador se puede usar siempre que actien en un microorganismo anaerobio, por ejemplo, en una
enterobacteria tal como Bifidobacterium, Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus o Clostridium; ejemplos de los
mismos incluyen un promotor y un terminador de un gen que codifica una proteina de enlace a ADN similar a la
histona que actia en un microorganismo anaerobio, por ejemplo, un promotor y ADN terminador de un gen que
codifica para una proteina de enlace de ADN similar a la histona, derivada de Bifidobacterium o su polimorfismo de
un solo nucledtido.
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El vector de expresion de la presente invencién puede comprender ademas una unidad de gen de actividad
marcadora de seleccion. La actividad del marcador de seleccién no esta en particular limitada siempre que sea
capaz de seleccionar un microorganismo anaerobio transformado por el vector plasmidico de la presente invencion;
ejemplos de los mismos incluyen un marcador de resistencia a farmacos tal como resistencia a espectinomicina,
resistencia a ampicilina, resistencia a tetraciclina, resistencia a neomicina o resistencia a kanamicina, y es preferible
la resistencia a la espectinomicina y la auxotrofia.

Los ejemplos de la unidad de gen de actividad de marcador de seleccidon incluyen un ADN que comprende un ADN
que codifica una proteina que presenta actividad de resistencia a la espectinomicina o una variante de nucleétido
simple de la misma y una secuencia de promotor correspondiente, a modo de ejemplo, ADN que codifica
espectinomicina adeniltransferasa derivada de enterococcus faecalis (de aqui en adelante denominado casete
AAD9) y su polimorfismo de un solo nucleétido.

La "variante de nucleétido unico" a la que se hace referencia en la presente invencion significa un polimorfismo de
nucledtido unico en el que se ha alterado un nucleétido de al menos una localizacién (en lo sucesivo denominado un
SNP) e incluye no solo un SNP en una sola localizacion sino también SNPs en una pluralidad de localizaciones.

Como un gen insertado en una unidad de expresion de proteina del vector de expresion, se puede usar cualquier
gen siempre que exprese una proteina que tenga actividad terapéutica para una enfermedad que esta en un entorno
anaerobio; por ejemplo, cuando el agente terapéutico de la enfermedad anaerobia de la presente invencion se usa
como un agente terapéutico de tumor maligno, una proteina que tiene una actividad antitumoral o una proteina que
tiene una actividad de convertir un precursor de la sustancia antitumoral en una sustancia antitumoral, y siempre que
el gen no sea un ADN que inhiba la transformacion, como el ADN de gran magnitud (al menos aproximadamente 10
kb) o el ADN que es toxico para las células receptoras.

La proteina que tiene actividad antitumoral expresada por el gen incluye, por ejemplo, una citocina, y ejemplos
especificos de la citocina incluyen interferones (IFN) -alfa, beta y gamma, factor estimulante de colonias de
granulocitos macrofagos (GM-CSF), interleuquinas (IL) -1 alfa, 1 beta, 2, 3, 4, 6, 7, 10, 12, 13, 15 y 18, factor de
necrosis tumoral (TNF) - alfa, linfotoxina (LT) - beta, factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor
estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), factor de inhibicion de migracién de macréfagos (MIF), factor
inhibidor de leucemia (LIF), factores coestimuladores de activacion de células T B7 (CD80) y B7-2 (CD86), ligante de
KIT y oncostatina M. Ademas, los ejemplos incluyen sustancias supresoras de angiogénesis tales como endostatina,
angiostatina y kringles 1, 2, 3, 4y 5.

Las secuencias de estas proteinas son conocidas para varios organismos, y mediante la utilizacién de una técnica
conocida tal como un método de PCR basado en la informacién de la secuencia, es posible obtener un ADN que
codifica una proteina que tiene actividad antitumoral usada en la presente invencion.

Ademas, los ejemplos de la proteina que tiene una actividad de conversion de un precursor de sustancia antitumoral
en una sustancia antitumoral incluyen citosina desaminasa (denominada en lo sucesivo CD), que es una enzima que
convierte la 5-fluorocitosina (en lo sucesivo denominada 5-FC) en el principio activo antitumoral 5-fluorouracilo (en lo
sucesivo, denominado 5-FU), nitroreductasa, que es una enzima que convierte 5-aziridino-2,4-dinitrobenzamida (en
lo sucesivo, denominada CB1945) en un agente alquilante antitumoral, virus del herpes simple tipo 1 timidina
quinasa (de aqui en adelante, llamada HSV1-TK), que es una enzima que convierte el ganciclovir en un metabolito
activo antitumoral, y beta-glucuronidasa, que es una enzima que convierte una sustancia activa antitumoral
glucuronidada en una sustancia antitumoral activa, y sus ejemplos preferidos incluyen a CD, que es la enzima que
convierte 5-FC en 5-FU.

Como un ADN que codifica dicho CD, por ejemplo, que se aisl6 del plasmido pAdex 1 CSCD (Riken Gene Bank RDB
N° 1591), que contiene un ADN que codifica CD derivado de E. coli, o el plasmido pMK116, que contiene de manera
similar un ADN que codifica CD derivado de E. coli (DA Mead et al., Protein Engineering 1: 67-74 (1986)).

Ademas, cuando el agente terapéutico para una enfermedad anaerobia de la presente invencién se usa como un
agente terapéutico para una enfermedad isquémica, un gen insertado en una unidad de expresion de proteina del
vector de expresion de la presente invencion puede incluir una proteina que tiene actividad promotora angiogénica,
que es de utilidad para el tratamiento de una enfermedad isquémica. Los ejemplos especificos incluyen el factor de
crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2), factor de crecimiento de células endoteliales (ECGF), factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y factor de crecimiento de hepatocitos (HGF).

De forma similar, las secuencias de estas proteinas son conocidas para diversos organismos, y utilizando una
técnica conocida tal como un método de PCR basado en la informacién de secuencia, es posible obtener un ADN
que codifica una proteina que tiene actividad promotora angiogénica usada en la presente invencion.

El vector de expresién utilizado para la transformacion del microorganismo anaerobio para el tratamiento de una
enfermedad anaerobia de la presente invencion incluye cualquier plasmido siempre que el plasmido comprenda, por
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ejemplo, una unidad de replicacion de plasmido que actde en un microorganismo anaerobio distinto de E. coli, y una
unidad de expresion de proteina que comprenda un ADN que codifique una proteina que tiene actividad objetivo y
un fragmento de ADN que comprenda un promotor y un terminador que actien en el microorganismo anaerobio, y
cuando transforma un microorganismo anaerobio, el plasmido actia dentro de este microorganismo anaerobio, pero
el plasmido no contiene una unidad de replicacién de plasmido que actie en una bacteria distinta de la bacteria
transformada, en particular E. coli.

Los ejemplos de los mismos incluyen los construidos mediante la introduccién, en los plasmidos lanzadera
pBLESIO0 (Matsumura et al., Biosci. Biotechnol. Biochem., 61, 1211-1212 (1997)), pAV001 (WO 2006-57289),
pBRASTA101 (Tanaka et al., Biosci. Biotechnol. Biochem., 69 (2): 422-425 (2005)), pDG7, pEBM3, pECM2, pLP825,
etc. (Alessandra Argnani et al., Microbiology, 142: 109-114 (1996)), que han sido informados en las publicaciones,
una unidad de expresién de proteina que comprende un ADN que codifica una proteina dada que tiene actividad
objetivo y un fragmento de ADN que comprende un promotor y un terminador que actian en el microorganismo
anaerobio y la extraccion de una unidad de replicacion de plasmido que actua en E. coli.

Otros ejemplos de los mismos incluyen el plasmido lanzadera construido recombinando una unidad de expresién de
proteina insertada en el plasmido tal como pNTR500F, pCD540FT, etc. (Patentes de Estados Unidos N° 6416754 y
6652849, y Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos 2003/0103952), pBLES100-S-eCD (JP A 2002-
97144), pAV001-HU-eCD-M968 (WO 2007-136107), con otra unidad de expresion de proteina dada, y ademas
eliminando de la misma una unidad de replicacién de plasmido que actua en E. coli.

Los ejemplos especificos del vector de expresion de la presente invencion incluyen un vector que comprende una
unidad de replicacion pTB6 que comprende un gen RepB y una region OriV que actuan en Bifidobacterium como la
unidad de replicacién del plasmido que actia en un microorganismo anaerobio diferente de E. coli, y que comprende
un promotor y un terminador de un gen que codifica la proteina de enlace a ADN similar a histona derivada de
Bifidobacterium como el fragmento de ADN que comprende el promotor y el terminador que actian en el
microorganismo anaerobio y que comprende un ADN que codifica la enzima CD que convierte 5-FC en 5-FU como
el ADN que codifica la proteina que tiene actividad objetivo, y que comprende un ADN (casete AAD9) que codifica la
espectinomicina adeniltransferasa derivada de Enterococcus faecalis como la unidad de gen de actividad del
marcador de seleccion.

Los ejemplos mas especificos de los mismos incluyen pBifiCD, que esta representado por la secuencia de
nucleétidos de IDENTIFICADOR DE SECUENCIA N°: 1.

El vector de expresion utilizado en la transformacion del microorganismo anaerobio para el tratamiento de una
enfermedad anaerobia de la presente invencién se puede construir de conformidad con la descripcion dada en, por
ejemplo, la solicitud provisional de los Estados Unidos N° 61/124.528.

Por consiguiente, el vector de expresién de la presente invencion puede construirse mediante

(1) construir un plasmido que comprende un origen de replicacion de E. coli, por ejemplo, pUC ori, y opcionalmente
una unidad de gen de actividad marcadora de seleccion, por ejemplo, un casete AAD9 (denominado en lo sucesivo
plasmido marcador de seleccién) (Etapa 1),

(2) preparar un plasmido lineal del plasmido marcador de seleccién, ligarlo con un promotor y un terminador tal
como, por ejemplo, un promotor y un terminador de un gen que codifica la proteina de enlace a ADN de tipo histona
derivada de Bifidobacterium, y (a) una proteina que tiene actividad antitumoral o (b) una proteina que tiene una
actividad de convertir un precursor de sustancia antitumoral en una sustancia antitumoral tal como, por ejemplo, un
fragmento que comprende un CD (en lo sucesivo, unidad de expresion de proteina), para construir un plasmido que
tiene una unidad de gen de actividad de marcador de selecciéon y una unidad de expresiéon de proteina (en lo
sucesivo, denominado plasmido de proteina activadora de marcador de seleccion) (Etapa 2),

(3) preparar un plasmido lineal de este plasmido de proteina activa de marcador de seleccion, ligarlo con una unidad
de replicacion de plasmido que actua en un microorganismo anaerobio distinto de E. coli tal como, por ejemplo, un
fragmento de ADN de una unidad de replicacién pTB6 formada a partir de un gen RepB y una regiéon OriV que
actuan en Bifidobacterium (en lo sucesivo, unidad de replicacion de plasmido) para construir un plasmido que tiene
una localizacién de iniciacion de la replicacion de E. coli y una unidad de gen de actividad marcadora de seleccion,
una unidad de expresion de proteina y una unidad de replicacién de plasmido (en lo sucesivo, denominado un
plasmido lanzadera) (Etapa 3), y

(4) eliminacién de la localizacion de iniciacion de la replicacion de E. coli del plasmido lanzadera (en lo sucesivo,
denominado Etapa 4).

El procedimiento de cada etapa puede realizarse de conformidad con un método conocido descrito en los informes
de referencias.
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El vector de expresion de la presente invencion también puede construirse insertando, mediante un método
estandar, una unidad de expresion de proteina que comprende un ADN que codifica una proteina dada que tiene
actividad objetivo y un fragmento de ADN que contiene un promotor y un terminador que actian en el
microorganismo anaerobio en los diversos tipos de plasmidos lanzadera mencionados anteriormente, tales como los
plasmidos lanzadera pBLESIO0 (Matsumura et al., Biosci. Biotechnol. Biochem., 61, 1211 - 1212 (1997)), pAV001
(WO 2006 - 57289), pBRASTA101 (Tanaka), et al., Biosci. Biotechnol. Biochem., 69 (2): 422-425 (2005)), pDG7,
pEBM3, pECM2, pLP825, etc. (Alessandra Argnani et al., Microbiology, 142: 109-114 (1996))) y pNTR500F,
pCD540FT, etc. (Patentes de Estados Unidos N° 6416754 y 6652849, y Publicacion de Solicitud de Patente de
Estados Unidos 2003/0103952), seguido de la eliminacion similar de una unidad de replicacién de plasmido que
actua en E. coli mediante un método estandar.

Ademas, de la misma manera que para el plasmido pBifiCD anterior de la presente invencion en el que el pUC ori,
que es el fragmento que contiene el origen de replicacion de E. coli, se elimina del plasmido pAV001-HU-eCD-M968
(WO 2007 -136107), el vector de expresidon de la presente invencion también se puede construir eliminando una
unidad de replicaciéon de plasmido que actua en E. coli a partir de los plasmidos pNTR500F, pCD540FT (Patentes de
Estados Unidos N° 6416754 y 6652849, y Publicacién de Solicitud de Patente de Estados Unidos 2003/0103952),
pBLES100-S-eCD (JP A 2002-97144), etc.

Ademas, el vector de expresion de la presente invencion también puede construirse recombinando una unidad de
expresion de proteina insertada en los plasmidos pNTR500F, pCD540FT (Patentes de Estados Unidos N° 6416754 y
6652849, y Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos 2003/0103952), pBLES100-S-eCD (JP A 2002-
97144), pAV001-HU-eCD-M968 (WO 2007-136107), etc. con otra unidad de expresion de proteina dada, y luego
eliminar de la misma una unidad de replicacion de plasmido que actua en E. coli.

El microorganismo anaerobio transformado para el tratamiento de una enfermedad anaerobia de la presente
invencion se puede construir transformando un microorganismo anaerobio dado que ha de transformarse de
conformidad con un método de ingenieria genética conocido utilizando el vector de expresidbn mencionado
anteriormente.

Puesto que el microorganismo anaerobio transformado para el tratamiento de una enfermedad anaerobia de la
presente invencidn se usa en un agente para tratar una enfermedad anaerobia tal como un tumor sdélido, es esencial
que este microorganismo anaerobio sea obligadamente anaerobio y no patégeno; se pueden usar bacterias
patégenas tales como Clostridium o Salmonella si se hacen no patdgenas, y se puede usar una bacteria facultativa
anaerobia como Lactobacillus si se ha mutado para que sea obligadamente anaerobia.

Los ejemplos preferidos incluyen bacterias anaerobias no patégenas; las enterobacterias no patdégenas son mas
preferibles, y entre ellas las bifidobacterias son las mas preferibles.

Los ejemplos de las bifidobacterias incluyen B. adolescentis, B. animalis, B. infantis, B. thermophilum, B.
pseudolongum, B. bifidum, B. breve y B. longum, y B. longum es la mas preferible.

Estas bacterias estan disponibles comercialmente o estan facilmente disponibles en una institucion depositaria. Por
ejemplo, B. longum ATCC-15707, B. bifidum ATCC-11863, B. infantis ATCC-15697, etc. se pueden obtener
facilmente de ATCC (The American Type Culture Collection).

La cepa de cada bacteria no esta en particular limitada, y los ejemplos de la cepa de B. longum incluyen la cepa B.
longum 105-A, la cepa B. longum aE-194b, la cepa B. longum bs-601 y la cepa B. longum M101-2, y entre ellas la
cepa B. Longum 105-A es preferible.

Los ejemplos de la cepa de B. breve incluyen la cepa B. breve estandar (Japan Collection of Microorganisms (JCM)
1192), la cepa B. breve aS-1 y la cepa B. breve 1-53-8W, y entre ellas la cepa estandar de B. breve y la cepa de B.
breve aS-1 son preferibles.

Los ejemplos de la cepa de B. infantis incluyen la cepa estandar de B. infantis (JCM1222) y la cepa B. infantis 1-10-
5, y entre ellas son preferibles la cepa estandar de B. infantis y la cepa B. infantis 1-10-5.

Ademas, los ejemplos de una cepa de B. lactentis incluyen la cepa estandar de B. lactentis (JCM1220).

El microorganismo anaerobio transformado de la presente invencion no esta en particular limitado siempre que sea
capaz de crecer en un tejido que se encuentre en un entorno anaerobio y que exprese una proteina que tenga
actividad objetivo y, ademas, no tenga riesgo de transferencia horizontal del vector de expresién retenido a una
bacteria distinta de la bacteria transformada, en particular a un microorganismo anaerobio patégeno o aerobio o
facultativo.

Los ejemplos preferidos del microorganismo anaerobio transformado de la presente invencidon incluyen un
microorganismo anaerobio transformado que es capaz de crecer en un tejido tumoral que esta en un entorno
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anaerobio y que expresa una proteina que tiene la actividad de convertir un precursor de sustancia antitumoral en
una sustancia antitumoral. Los ejemplos mas preferidos de los mismos incluyen un transportador de genes formado
a partir de Bifidobacterium que es capaz de crecer en un tejido tumoral que esta en un entorno anaerobio y expresar
CD, que es una enzima que convierte 5-FC en 5-FU, y los ejemplos en particular preferidos de los mismos incluyen
la cepa B. longum 105-A transformada por pBifiCD (B. longum 105-A/pBifiCD; Numero de Acceso NPMD, NITE BP-
491).

El transportador de genes de la presente invencion se puede construir de conformidad con un método descrito en un
libro de texto experimental comercial tal como, por ejemplo, Gene Manual (Kodansha), Gene Manipulation
Experimental Method, Ed. por Yasuyuki Takagi (Kodansha), Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory
(1982), Molecular Cloning 2° Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory (1989), o Methods in Enzymol., 194 (1991).

El microorganismo anaerobio transformado de la presente invencion presenta un mejor efecto terapéutico para una
enfermedad anaerobia al usarlo en combinacién con un potenciador de colonizacién y proliferacién para promover la
colonizacion y proliferaciéon del microorganismo en el tejido corporal objetivo.

Se puede usar cualquier potenciador de colonizacién y proliferacion de microorganismos anaerobios en la presente
invencion, siempre que pueda mejorar la colonizacion y proliferacion del microorganismo anaerobio transformado de
la presente invencion concretamente en una localizacion de enfermedad anaerobia, siempre que sea seguro y
pueda ser administrado por via intravenosa. Los ejemplos de los mismos incluyen sacaridos tales como arabinosa,
xilosa, galactosa, glucosa, maltosa, lactosa, melibiosa, melecitosa, rafinosa y lactulosa.

Entre ellos, son preferibles la glucosa, la lactulosa y la maltosa, y la maltosa es la mas preferible.

La composicion farmacéutica que comprende como componente activo el microorganismo anaerobio transformado
de la presente invencién no estd en particular limitado siempre que comprenda el microorganismo anaerobio
transformado de la presente invencion. Ademas, puede comprender dos 0o mas microorganismos anaerobios
transformados de la presente invencién. Ademas, la composicion farmacéutica o el agente terapéutico de la
enfermedad anaerobia de la presente invencién se puede usar en combinacién con una composiciéon farmacéutica o
un agente terapéutico que contiene, ademas del transportador de genes de la presente invencion, un compuesto que
presenta un efecto terapéutico sobre la enfermedad anaerobia.

Los ejemplos de la forma de la composicidon farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad anaerobia que
contiene, como componente activo, el microorganismo anaerobio transformado de la presente invencion, incluye un
agente liquido o una preparacion sélida que contiene el microorganismo anaerobio transformado. El agente liquido
puede producirse purificando un fluido de cultivo del microorganismo anaerobio transformado de la presente
invencion, afiadiéndole, segun se requiera, una solucion salina fisiolégica apropiada, sustitucién de fluido o aditivo
medicinal, y llenando una ampolla, vial, etc. con el mismo. La preparacion sélida se puede producir afnadiendo un
protector apropiado a un agente liquido, llenando una ampolla, vial, etc., y luego, mediante liofilizacién o secando en
L, o afiadiendo un protector apropiado a un agente liquido, liofilizando o secando en L, y luego llenando una ampolla,
vial, etc. con el resultado obtenido.

Con respecto a un método para administrar una composicion farmacéutica que contiene, como un componente
activo, del microorganismo anaerobio transformado de la presente invencién, son posibles tanto la administracion
oral como la administracion parenteral, pero la administracion parenteral es preferible y, por ejemplo, se pueden
realizar una inyeccion intravenosa, una inyeccion subcutanea, una infusién o administracion intracerebroventricular,
y la inyeccién intravenosa es la mas preferible.

La dosis del microorganismo anaerobio transformado para el tratamiento de una enfermedad anaerobia de la
presente invencion no esta en particular limitada en tanto que sea una cantidad suficiente para colonizar una
localizaciéon de la enfermedad anaerobia y creciente para expresar una dosis terapéutica efectiva de una proteina
activa, pero la dosis es preferiblemente lo mas pequeiia como sea posible desde el punto de vista de aliviar la carga
sobre un paciente durante la administracion en la medida que sea admisible.

La dosis del microorganismo anaerobio transformado para el tratamiento de una enfermedad anaerobia cuando se
usa en el tratamiento real se selecciona apropiadamente segun la gravedad de una enfermedad, y el peso corporal,
la edad o el sexo de un paciente, y puede aumentarse o disminuirse segun corresponda, dependiendo del grado de
mejora. Por ejemplo, la dosis se ajusta apropiadamente dependiendo de la dosis terapéutica efectiva de proteina
activa producida por el microorganismo anaerobio utilizado, la cantidad de proteina activa producida por el
microorganismo anaerobio utilizado, etc.

Mas concretamente, en el caso de la administracion intravenosa, para evitar un riesgo tal como una embolizacion
debido a una masa de bacterias, es preferible usar la inyeccion a una concentracién lo mas baja posible, dividir la
inyeccion en una pluralidad de inyecciones, o diluir la inyeccién con un liquido de transfusién apropiado y administrar
mediante infusién continua. Por ejemplo, en el caso de un adulto, se administran de 10° a 10" cfu por kg de peso
corporal de las células del microorganismo anaerobio transformado una vez a una pluralidad de veces por dia, y
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sucesivamente o en intervalos apropiados desde 1 dia a una pluralidad de dias. Mas concretamente, de 1 a 1.000 ml
por adulto de una preparacién que contiene 10* a 10" cfu/ml de las células del microorganismo anaerobio
transformado se administra directamente o por dilucién con una sustitucion de fluido apropiada y, preferiblemente,
dividiéndolo en 1 a una pluralidad de veces al dia para 1 a una pluralidad de dias, sucesivamente.

Ademas, en el caso de la administracion local que implica la administracion directa a tejido enfermo, puesto que es
necesario que las células bacterianas colonicen y proliferen en todo el tejido enfermo tanto como sea posible, es
deseable administrar una inyeccion de alta concentracion deseablemente administrada a una pluralidad de
posiciones del tejido enfermo. Por ejemplo, en el caso de un adulto, se administran de 10% a 10" cfu por kg de peso
corporal de las células del microorganismo anaerobio de la presente invencidn una vez o una pluralidad de veces al
dia, y sucesivamente o en intervalos segun corresponda durante 1 dia, a una pluralidad de dias, segun sea
necesario. Mas concretamente, de 1 a 1000 ml por adulto de una preparacion que contiene de 10* a 10" cfu/ml de
las células del microorganismo anaerobio de la presente invencion se administran directamente varias veces al dia
durante 1 a una pluralidad de dias sucesivos, cuando sea necesario.

Cuando se observa que las bacterias en el tejido enfermo han desaparecido durante el periodo de tratamiento, el
tratamiento primero se suspende, y luego las bacterias se administran nuevamente de la misma manera que con
anterioridad.

Los ejemplos de una composicion farmacéutica que comprende como componente activo el promotor de
colonizacién y proliferacion de microorganismos anaerobios de la presente invencién incluyen un agente liquido o
una preparacion solida que comprende el promotor de colonizacion y proliferacion de microorganismos anaerobios.
El agente liquido puede producirse disolviendo la colonizacién de microorganismos anaerobios y potenciador de
proliferacion en agua para inyeccion, afiadiendo a la misma, segun sea necesario, un aditivo farmacéutico apropiado
tal como un agente tampdn, un agente isotonizante, un estabilizador o un agente de ajuste de pH, esterilizando
adicionalmente, y luego cargar en una bolsa o una botella de infusién. Ademas, la preparacion solida puede
obtenerse mezclando el promotor de colonizaciéon y proliferacion de microorganismos anaerobios con un aditivo
farmacéutico apropiado tal como un agente tampon, un agente isotonizante, un estabilizador o un agente de ajuste
del pH. Cuando se administra dicha preparacién sdlida, se administra disolviéndola en agua esterilizada para
inyeccion, solucién salina fisiolégica, etc.

Como un método para administrar la composicion farmacéutica del promotor de colonizacién y proliferacion de
microorganismos anaerobios de la presente invencion, la administracion intravenosa es la mas preferible, pero
puede realizarse cuando sea necesario mediante inyeccion subcutanea, infusion local, administracion
intracerebroventricular, etc., y la administraciéon oral también puede realizarse.

La dosis del promotor de colonizacion y proliferaciéon de microorganismos anaerobios de la presente invencién no
estd en particular limitada en tanto que sea una cantidad que permita que el microorganismo anaerobio
transformado de la presente invencion colonice concretamente una localizacién de enfermedad anaerobia, prolifere
hasta una cantidad terapéutica efectiva, y esté continuamente presente durante el periodo de tratamiento hasta su
finalizacion, pero preferiblemente es una cantidad que tenga el menor efecto posible en un paciente o tejido
enfermo.

La dosis utilizada en el tratamiento real se selecciona apropiadamente dependiendo del peso corporal, la edad o el
sexo de un paciente, y puede aumentarse o disminuirse segun sea apropiado dependiendo de la dosis del
microorganismo anaerobio transformado para el tratamiento de una enfermedad anaerobia de la presente invencion.

Concretamente, por ejemplo, cuando se utiliza un promotor de colonizacion y proliferacion de microorganismos
anaerobios que contiene maltosa como componente activo para un adulto, se administra una soluciéon de maltosa al
10% para inyeccion intravenosa a razon de 3 a 20 ml por kg de peso corporal una vez al dia, de 5 a 10 ml por kg de
peso corporal una vez al dia. Mas concretamente, se administra una preparacion de solucién de maltosa al 10%
para administracion intravenosa de 200 a 600 ml por adulto una vez al dia de forma continua durante el periodo de
tratamiento.

El potenciador de la colonizacion y proliferacion de microorganismos anaerobios de la presente invencion se puede
administrar como un liquido de infusidon para diluir bacterias cuando se administra el microorganismo anaerobio
transformado de la presente invencion.

Ademas, la composicion farmacéutica o el agente terapéutico para una enfermedad anaerobia de la presente
invencién puede contener componentes adicionales distintos del microorganismo anaerobio transformado o el
promotor de colonizacion y proliferacion de microorganismos anaerobios de la presente invencidn siempre que el
efecto de la presente invencién no sea perjudicado. Los ejemplos de tales componentes adicionales incluyen un
soporte farmacéuticamente aceptable, un excipiente y un diluyente.

Cuando el microorganismo anaerobio transformado de la presente invencidn es una bacteria anaerobia en la que se
introduce un gen que puede expresar una proteina que tiene una actividad de convertir un precursor de sustancia

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 686 080 T3

antitumoral en una sustancia antitumoral, la composicion farmacéutica o el agente terapéutico para una enfermedad
anaerobia que comprende el microorganismo anaerobio transformado para el tratamiento de una enfermedad
anaerobia como componente activo se usa en una combinacidon con una cantidad de un precursor de sustancia
antitumoral que se puede convertir en una cantidad eficaz de una sustancia antitumoral por la proteina expresada
por el microorganismo anaerobio transformado.

Este precursor de sustancia antitumoral puede estar contenido en la composicién farmacéutica o en el agente
terapéutico para una enfermedad anaerobia que contiene, como un componente activo, el microorganismo
anaerobio transformado de la presente invencion, pero es preferible usar una composicion farmacéutica que
contenga el precursor de sustancia antitumoral en combinaciéon con una composicion farmacéutica o con un agente
terapéutico para una enfermedad anaerobia que contiene el microorganismo anaerobio transformado para el
tratamiento de una enfermedad anaerobia de la presente invencidon como un componente activo.

El precursor de sustancia antitumoral usado en la presente invencion no esta en particular limitado siempre que
tenga pocos efectos secundarios sobre el tejido normal en el estado precursor (profarmaco) y tenga un alto efecto
terapéutico en el objetivo de tratamiento para una enfermedad anaerobia después de convertirse en un sustancia
antitumoral, y sus ejemplos incluyen 5-FC, que es un profarmaco de 5-FU, CB1945, que se convierte en un agente
alquilante antitumoral, ganciclovir, que se convierte en un metabolito activo antitumoral, y una sustancia activa
antitumoral glucuronidada.

Por consiguiente, cuando la composicion farmacéutica o el agente terapéutico para una enfermedad anaerobia de la
presente invencién se usa en combinacion con un precursor de sustancia antitumoral, el método para administrar la
composicion farmacéutica o el agente terapéutico para una enfermedad anaerobia de la presente invencién puede
ser el mismo o diferente del método para administrar la composicién farmacéutica que contiene el precursor de
sustancia antitumoral, y estas administraciones pueden realizarse al mismo tiempo o en momentos separados; la
administracion de la composicion farmacéutica que contiene el precursor de sustancia antitumoral se lleva a cabo
preferiblemente después de permitir un tiempo suficiente para que el microorganismo anaerobio transformado de la
presente invencion se desarrolle en células tumorales después de que se administre la composicién farmacéutica o
el agente terapéutico para una enfermedad anaerobia de la presente invencion.

Ademas, cuando la composicion farmacéutica o el agente terapéutico para una enfermedad anaerobia de la
presente invencion se usa en combinacion con un precursor de sustancia antitumoral, puesto que el microorganismo
anaerobio transformado para el tratamiento de una enfermedad anaerobia coloniza y prolifera solo en el tejido
tumoral que es un entorno anaerobio y localmente produce una proteina activa en ese lugar, en comparaciéon con un
método para tratar un tumor soélido utilizando un precursor de sustancia antitumoral normal, los efectos secundarios
pueden ser suprimidos en gran medida, y la dosis del precursor de sustancia antitumoral puede establecerse en un
amplio margen.

La dosis del precursor de sustancia antitumoral se puede seleccionar apropiadamente de conformidad con la tasa de
proliferacién en el tejido tumoral del microorganismo anaerobio transformado usado en combinacion y la eficacia de
convertir el precursor de sustancia antitumoral en la sustancia antitumoral. De la misma manera que para la dosis
del transportador de genes, puede seleccionarse segun corresponda de conformidad con la gravedad de una
enfermedad, y el peso corporal, la edad o el sexo de un paciente, y puede aumentarse o reducirse segun
corresponda de conformidad con el grado de mejora.

Por ejemplo, en el tratamiento real, la dosis se ajusta apropiadamente dependiendo del tipo de precursor de la
sustancia antitumoral usado y de la sustancia antitumoral a ser convertidas, la dosis terapéutica eficaz de la
sustancia antitumoral convertida a partir del precursor de la sustancia antitumoral, el tipo de proteina que se obtiene
por el microorganismo anaerobio utilizado que tiene una actividad de conversién del precursor de sustancia
antitumoral en la sustancia antitumoral, y la cantidad de proteina activa que se obtiene por el microorganismo
anaerobio utilizado, etc.

Concretamente, por ejemplo, cuando un CD que expresa el microorganismo anaerobio transformado y el precursor
de sustancia antitumoral 5-FC se administran en combinacién, después de que se confirme que las bacterias han
colonizado y crecido en tejido enfermo y las bacterias han desaparecido en la sangre y en el tejido normal, el 5-FC
se administra de 1 a 100 mg/dia por kg de peso corporal de un adulto, una vez o una pluralidad de veces al dia
sucesivamente durante un periodo de tratamiento. El método de administracién es preferiblemente administracion
oral, pero puede realizarse administracion parenteral tal como administracion intravenosa o administracion anal.

La expresién 'en una combinacion de X e Y' referida en la presente invencion, incluye tanto un caso en el que Xe Y
estan cada uno en configuraciones diferentes y un caso en el que X e Y estan en una configuracion unica (por
ejemplo, una configuracion que contiene X e Y) cuando X e Y estan en configuraciones diferentes, X e Y pueden
contener cada uno adicionalmente otro componente.

La composicion farmacéutica o el agente terapéutico para una enfermedad anaerobia de la presente invencion se
puede aplicar a una enfermedad que tiene un entorno anaerobio, y preferiblemente a varios tipos de canceres
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solidos. Ejemplos de cancer solido incluyen cancer de intestino grueso, tumor cerebral, cancer de cabeza y cuello,
cancer de mama, cancer de pulmoén, cancer de eso6fago, cancer de estdmago, cancer de higado, cancer de vesicula
biliar, cancer de vias biliares, cancer de pancreas, cancer de células de islotes, cancer coridnico, cancer de colon,
cancer de células renales, cancer de la corteza suprarrenal, cancer de vejiga, cancer testicular, cancer de préstata,
tumor testicular, cancer de ovario, cancer de utero, cancer de tiroides, tumor carcinoide maligno, cancer de piel,
melanoma maligno, osteosarcoma, sarcoma de tejidos blandos, neuroblastoma, tumor de Wilms, retinoblastoma,
melanoma y cancer escamoso.

Ademas, ejemplos de otras enfermedades que se encuentran en un entorno anaerobio incluyen enfermedades
isquémicas tales como infarto de miocardio o arteriosclerosis obliterante, y enfermedades isquémicas de miembros
inferiores tales como la enfermedad de Buerger.

La presente invencion se explica mas concretamente a continuacion haciendo referencia al apartado Ejemplos de
Referencia y Ejemplos, pero el alcance técnico de la presente invencion no se limita a estos ejemplos.

Producciéon de preparacion congelada de B. longum Re-105A/pBifiCD (NITE BP-491)

Se obtuvieron 2 ml de un liquido de cultivo de B. longum Re-105A/pBifiCD mediante un método descrito en la
Solicitud Provisional de Estados Unidos n°® 61/124.528, que se vertieron en 2 litros de medio de soporte (medio APS-
2S-2.5R) preparado mediante la adicion de glucosa, péptido de soja (Hinute (marca registrada) SMP), hidrocloruro
de cisteina, pantotenato de potasio, biotina, acido nicotinico, riboflavina, hidrocloruro de tiamina, acido ascérbico,
carbonato sodico, acido p-aminobenzoico, timidina, sulfato de magnesio, sulfato de manganeso, cloruro de sodio,
fosfato de monopotasio, cloruro férrico, etc., y se realizé un cultivo anaerobio a una temperatura aproximada de 40
°C durante 18 a 21 horas. Una vez terminada la operacién de cultivo, el liquido bacteriano se purifico por filtracién
utilizando un filtro provisto de una membrana de ultrafiltracion con un tamafio de poro de 0,8 micrémetros (niUmero
de producto FS001KO05, Pall Corporation), obteniendo asi un liquido bacteriano purificado.

Se afiadié agua para inyeccion a 100 g de glicerol para obtener una cantidad total de 1 litro, que se filtré utilizando
una membrana filtrante con un tamafio de poro de 0,2 micrometros y luego se esterilizé en autoclave a 121°C
durante 20 minutos, obteniendo asi una solucién de glicerol al 10%.

Se afadié una cantidad igual de solucién de glicerol al 10% al liquido bacteriano purificado para obtener una
solucion de preparacion de glicerol al 5%, y cada uno de los recipientes de vial de 30 ml se cargaron con 10 ml de
dicha solucion, se llenaron con gas nitrégeno filtrado estéril y luego fueron objeto de sellado hermético.

Posteriormente, los viales se congelaron utilizando nitrégeno liquido y se almacenaron dentro de un congelador
profundo.

Asimilacion de varios tipos de sacaridos por B. longum Re-105A/pBifiCD (NITE BP-491).

La asimilacion de varios tipos de sacaridos por B. longum Re-105A/pBifiCD (NITE BP-491) se confirm¢é utilizando
API 50 CH y API 20 A.

Una colonia fue suspendida en un medio de APl 50 CH o API 20 A mediante un método estandar, se ajustod la
turbidez, se inoculd luego una placa de kit, se realiz6 el cultivo, y se realiz6 una evaluaciéon por cambio de color
después de 24 y 48 horas de cultivo. La evaluacién se realiz6é en base a los resultados transcurridas 48 horas.

Cada una de las pruebas APl 50 CH y API 20 A se realizaron dos veces por dos probadores. La prueba APl 20 A se
realiz6 para glicerol, arabinosa, xilosa, glucosa, manosa, ramnosa, manitol, sorbitol, salicina, celobiosa, maltosa,
lactosa, sacarosa, trehalosa, melecitosa y rafinosa, pero puesto que otros sacaridos no se incluyeron como
elementos de prueba, no fueron probados.

Se realiz6 una evaluacién global basada en las evaluaciones finales AP1 50 CH y API 20 A.

Las evaluaciones finales APl 50 CH y API 20 A se realizaron en base a los cuatro resultados de prueba para cada
una (dos pruebas por cada uno de los dos evaluadores).

Cuando las evaluaciones finales de API 50 CH y API 20 A fueron diferentes, puesto que API 20 A es un kit disefiado
para Bifidobacterium, se utilizé la evaluacién API 20 A, y con respecto a elementos de prueba distintos de APl 20 A,
se utilizo la evaluacién de API 50 CH.

Los resultados fueron que L-arabinosa, D-xilosa, galactosa y glucosa, que son monosacaridos, maltosa, lactosa y
melibiosa, que son disacaridos, y melecitosa y rafinosa, que son trisacaridos, mostraron un efecto positivo, y ribosa y
fructosa, que son monosacaridos, y la sacarosa, que es un disacarido, mostraron un efecto positivo débil.

Los resultados de la prueba se proporcionan en la Tabla 1. En la tabla, (+) indica positivo, (-) indica negativo y (w)
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(NT) en la columna de API 20 A indica que la prueba no se ha llevado a cabo (elemento no probado).

Tabla 1. Asimilacion de varios tipos de sacaridos

N° Sustancia de prueba API 50 CH API 20 A Evaluacion global
1 Glicerol - - -
2 Eritritol - NT -
3 d-Arabinosa - NT -
4 1-Arabinosa + + +
5 Ribosa wv NT wv
6 d-xilosa + + +
7 I-xilosa - NT -
8 Adonitol - NT -
9 R-Metil-d-xilésido - NT -
10 Galactosa + NT +
11 Glucosa + + +
12 Fructosa wv NT wv
13 Manosa - \% %
14 Sorbosa - NT -
15 Rhamnosa - - -
16 Dulcitol - NT -
17 Inositol - NT -
18 Manitol - - -
19 Sorbitol - - -
20 a-Metil-d-mandsido - NT -
21 a-Metil-d-glucésido - NT -
22 n-acetilglucosamina - NT -
23 Amigdalina - NT -
24 Arbutin - NT -
25 Esculina - NT

26 Salicina - -
27 Celobiosa - - -
28 Maltosa + +
29 Lactosa + +
30 Melibiosa + NT +
31 Sacarosa - wv wv
32 Trehalosa - - -
33 Inulina - NT -
34 Melezitosa +
35 Rafinosa +
36 Almidon - NT -
37 Glucdgeno - NT -
38 Xylitol - NT -
39 Gentiobiosa - NT -
40 d-Turanosa - NT -
41 d-Lyxosa - NT -
42 d-Tagatosa - NT -
43 d-Fucosa - NT -
44 I-Fucosa - NT -
45 d-Arabitol - NT -
46 1-Arabitol - NT -
47 Gluconato - NT -
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N° Sustancia de prueba API 50 CH API 20 A Evaluacion global
48 2-Ketogluconato - NT -
49 5-Ketogluconato - NT -

Uso combinado de B. longum Re-105A/pBifiCD y glucosa

(1) Preparacién del raton atimico que porta un tumor

Se trasplantaron células KPL-1 de linea celular de cancer de mama humano a 5 x 105 células/ratén/0,2 ml debajo de
la piel del lado posterior de la extremidad anterior derecha de un ratén atimico. Las dimensiones del tumor (diametro
mayor, diametro menor, grosor) se midieron utilizando calibres (Digimatic Caliper, CD-15PS, Mitutoyo, Kanagawa), y
el volumen del tumor se determind a partir de la ecuacion siguiente. La medicion del volumen del tumor se realizo6 el
dia antes de la administracion de B. longum Re-105A/pBifiCD (dia -1) y 7 dias después de la administracion de B.
longum Re-105A/pBifiCD (dia 7). Volumen tumoral (mm3) = diametro mayor (mm) x diametro menor (mm) x grosor
(mm)/2.

(2) Administracion de la preparacion congelada de B. longum Re-105A/pBifiCD, solucién de glucosa al 10% vy
solucidn salina fisiolégica.

Se seleccionaron 22 ratones atimicos portadores de un tumor con un volumen tumoral del orden de magnitud de 80
a 150 mm® a partir de 61 ratones atimicos portadores de tumores KPL-1 y divididos en dos grupos (11 ratones por
grupo) con un nivel igual de volumen tumoral como criterio. La preparacion congelada de B. longum Re-
105A/pBifiCD se administré por via intravenosa a los ratones de cada grupo utilizando un Myjector (29G x 1/2,
TERUMO, Tokio) 0,05 ml a la vez 4 veces al dia (el intervalo entre las 4 veces de la administracion fue de 1 hora, y
la preparacion se dejo a temperatura ambiente durante el periodo de administracion) (Dia 0).

Desde el dia posterior a la administracion de B. longum Re-105A/pBifiCD (Dia 1), se administré una solucion de
glucosa al 10% por via intraperitoneal al primer grupo [grupo de glucosa (+)] 1 ml a la vez dos veces al dia (por la
mafana/tarde) utilizando una aguja de inyeccion (256G x 1 RB, TERMO), y la misma cantidad se administrd
posteriormente todos los dias durante 6 dias hasta el dia antes de la extraccion del tejido (Dia 6). Ademas, se
administré una soluciodn salina fisioldgica al segundo grupo [grupo de glucosa (-)] por el mismo método.

(3) Medicion del numero de bacterias dentro del tumor para B. longum Re-105A/pBifiCD (NITE BP-491)

7 dias después de la administracion de la preparacion (Dia 7), se sacrificé el ratén, se eliminé el tumor y se midi6 el
peso (g) utilizando una balanza electrénica (AB104-S, METTLER TOLEDO, Tokio). Después de la medicion, el
tumor se cort6é finamente en un estado delgado utilizando tijeras, el tumor se coloc6 en un tubo homogeneizador
(HOMOGENIZER, SANSYO, Tokio), se le afadiéo un diluyente anaerobio en una relacién de peso tumoral (g):
diluyente anaerobio (ml) = 1:9, y la mezcla fue molida utilizando un homogeneizador (NZ-1300, EYELA) a 300 rpm.
El liquido tumoral homogeneizado se diluyé con un diluyente anaerobio, y para cada uno de los liquidos originales y
el liquido diluido se mojaron tres placas BLFS con 100 microlitros. Las placas BLFS mojadas se sellaron en un
recipiente sellado junto con un agente generador de desoxigenacion/diéxido de carbono, y se cultivaron
anaerobiamente en una incubadora a 37 °C durante 3 dias. Después del cultivo, se contd el nimero de colonias en
la placa y se determiné el nimero de bacterias dentro del tumor a partir de una placa BLFS para la cual el nimero
de colonias estaba dentro de 30 a 300 (cuando no habia placa con varias colonias en el rango mencionado
anteriormente, se seleccioné una placa con un numero de colonias que era el mas préximo al margen). La cantidad
de bacterias dentro del tumor se calcul6 a partir de la ecuacion siguiente.

Método para calcular el nimero de bacterias dentro del tumor

Numero de bacterias dentro del tumor (cfu/g) = nimero medio de colonias (n) x relacion de dilucidon al homogeneizar
la relacion de dilucion del tumor (x) x en el enchapado (y) x 10 (z)

(n): (P1 + P2+ P3)/3; P1, 2y 3 son los numeros de colonias en cada placa

(x): {peso del tumor (g) + cantidad de diluyente anaerobio (ml)}/peso del tumor (g)

(y): A: x 1 (liquido original), B: x 102 (102 veces la dilucién), C: x 104 (104 veces la dilucion),

(z): una constante para convertir el valor en nimero de bacterias por gramo de tumor {porque se platean 100
microlitros (= 0.1 g) de liquido homogenado en cada placa}

Analisis estadistico
Los resultados experimentales asi obtenidos se expresaron como un valor medio mas/menos de la desviacion
estandar. Se utiliz6 SPSS (software de analisis estadistico, SPSS Inc., Tokio) para analizar el grupo de glucosa (+) y

el grupo de glucosa (-). Los resultados de la prueba se tomaron como significativamente diferentes para p <0,05.

(5) Resultados: comparacion de la colonizacion y la proliferacion del grupo de glucosa (+) y del grupo de glucosa (-)
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en el tejido tumoral

En ratones atimicos portadores de tumores KPL-1 que tenian un volumen tumoral del orden de 80 a 150 mm? hubo
colonizacién de B. longum Re-105A/pBifiCD en el tumor en 10 casos de 11 ratones para el grupo de glucosa (+) y 4
casos de 11 ratones para el grupo glucosa (-). A partir de este resultado, se observé una diferencia significativa para
la colonizacion de B. longum Re-105A/pBifiCD en el tumor entre el grupo de glucosa (+) y el del grupo de glucosa (-)
(prueba de probabilidad exacta de Fisher: p = 0,024). Ademas, el numero medio de bacterias dentro del tumor para
los ratones de los grupos donde se observo colonizacion fue de 1.8 x 10° mas/menos 1.9 x 10° cfu/g (n = 10) para el
grupo de glucosa (+) y 1.1 x 10* méas/menos 1.6 x 10* cfu/g (n = 4) para el grupo glucosa (-), y se observé una
diferencia significativa en la proliferaciéon dentro del tumor entre los dos grupos (prueba U de Mann-Whitney, P =
0.008).

A partir de lo que antecede, se confirmé que la glucosa presentaba un efecto en promover la colonizacién especifica
de B. longum Re-105A/pBifiF en tejido tumoral y un efecto en promover la proliferacion en el tejido tumoral.

Uso de B. longum Re-105A/pBifiCD y maltosa en combinacién (1)

1) Preparacion del raton atimico portador de tumor y medicién del volumen del tumor

La preparacion de ratones atimicos portadores de tumores y la medicion del volumen del tumor se realizaron de la
misma manera que en el Ejemplo 1.

El numero de células trasplantadas fue de 5 x 10° células/ratén, el volumen trasplantado (concentracion de liquido
celular) fue de 0,2 ml (2,5 x 10° células/ml), y el lugar de trasplante estaba debajo de la piel del lado posterior de la
extremidad anterior derecha.

(2) Agrupamiento

Se seleccionaron 42 animales sin anormalidades utilizando, como criterio, la condicion general y el cambio en el
peso a partir de ratones atimicos portadores de tumores que tenian un volumen tumoral de aproximadamente 50 a
200 mm® el dia antes de la administracion de bacterias (Dia-1), y se dividieron en 7 grupos por un método de
aleatorizacion continua estratificada, de modo que los volumenes tumorales medios estuvieran en el mismo nivel.

(3) Administracion de preparacion congelada de B. longum Re-105A/pBifiCD y solucion al 10% de maltosa

La preparacion congelada B. longum Re-105A/pBifiCD se descongelé completamente utilizando un bafo de
termostato a 37 °C durante 10 minutos inmediatamente antes del uso. La preparacién bacteriana descongelada se
dispers6 mezclando ligeramente en tambor, y una cantidad predeterminada de 0,2 ml x dos veces
(mafanal/tarde)/dia; total de 0,4 ml/raton].

La administracion se realizé una vez por la mafana y una por la tarde, y la administracion por la tarde se realiz6
transcurrido un intervalo de 4 horas desde la administracion en la mafana (el tiempo permitido fue dentro de 30
minutos). El orden de administracion fue a partir del ndmero individual mas menor para cada grupo, y la
administracion se realizé en orden desde el grupo A al grupo H. La administracién se realizdé en una vena de la cola
utilizando una aguja de inyeccién 26G y una jeringa de polipropileno de 1 ml.

De conformidad con la constitucion del grupo que se indica en la Tabla 2 a continuacién, maltosa liquida (Otsuka
Pharmaceutical Factory, Inc., de inyeccion de maltosa al 10%) o solucion salina fisiolégica [1 ml x dos veces
(mafanal/tarde)/dia; total de 2 ml/ratén] se administré por via intraperitoneal (ip).

La administracion intraperitoneal en el dia 0 se realizd6 dentro de 1 hora después de que se completara la
administracion en la vena de la cola para 6 ratones en cada grupo, tanto por la mafiana como por la tarde.

Desde el dia 1 en adelante, la administracién se realizé una vez por la mafiana y por la tarde, y la administracion por
la tarde se realizé después de un intervalo de 4 horas desde la administracion en la mafiana (el tiempo permitido fue
de 30 minutos).

Tabla 2. Constitucién del grupo

Grupo Agente administrado P(?”'.Odo d.e' Dia de la autopsia Numero de
administracion* animales
A 10% de maltosa (ip) Dia 0 Dia 1 6
B 10% de maltosa (ip) Dia 0 a Dia 6 Dia7 6
C 10% de maltosa (ip) Dia 0 al Dia 13 Dia 14 6
D 10% de maltosa (ip) Dia 0 a Dia 6 Dia 14 6
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Grupo Agente administrado adri?lrwlic;?r?agi%n* Dia de la autopsia N;nrinn?;cl)eie
F Solucién salina fisioldgica (ip) Dia 0 Dia 1 6
G Solucién salina fisioldgica (ip) Dia0aDia6 Dia7 6
H Solucién salina fisioldgica (ip) Dia 0 a Dia 13 Dia 14 6

* El dia de administracion de las bacterias se definié como Dia 0.

(4) Medicién del namero de bacterias dentro del tumor y el higado de conformidad con la constituciéon del grupo
descrita en la Tabla 2 de (3) anterior, los ratones se sacrificaron el Dia 1, el Dia 7 y el Dia 14, se extirparon el tumor
y el higado, y el peso (g) se midié utilizando una balanza electrénica (AB204-S, METTLER TOLEDO, Tokio).

El tejido eliminado se cortd finamente en un estado delgado utilizando tijeras y se colocé en un tubo
homogeneizador (HOMOGENIZER, SANSYO, Tokio), se afiadié un diluyente anaerobio al mismo en una relaciéon de
peso del tejido (g): diluyente anaerobio (ml) = 1:9, y la mezcla fue molida utilizando un homogeneizador (NZ-1300,
EYELA) a 300 rpm.

El liquido tisular homogeneizado se diluyd con un diluyente anaerobio, y para cada uno de los liquidos originales y el
liquido diluido, se mojaron tres placas BLFS con 100 microlitros. Las placas BLFS mojadas se sellaron en un
recipiente sellado junto con un agente generador de desoxigenacion/diéxido de carbono, y se cultivaron
anaerobiamente en una camara termostatica a 37 °C durante 3 dias.

Ademas, se diluyeron 106 microplacas de la preparacion congelada B. longum Re-105A/pBifiCD, 10° veces con un
diluyente anaerobio, y se cultivd una placa BLFS con 100 microlitros del liquido diluido como control positivo al
mismo tiempo en un contenedor sellado.

Después del cultivo, se realizé un recuento del numero de colonias en la placa, y se determinaron las cantidades de
bacterias dentro del tumor y del higado a partir de placas BLFS para las cuales el niumero de colonias estaba dentro
de 30 a 300. Cuando no habia placa con un ndmero de colonias en el margen mencionado anteriormente, se
selecciond una placa con un ndmero de colonias que era la mas cercana a dicho margen. El nimero de bacterias
dentro del tejido se calculd de la misma manera que en el Ejemplo 1 (3).

(5) Resultados 1: Comparacion de la colonizacién en el tumor y el nimero de bacterias dentro del tumor entre el
grupo administrado con maltosa y el grupo administrado sin maltosa

La colonizacion en el tumor y el numero de bacterias dentro del tumor (valor medio/valor mediano) del grupo
administrado con maltosa y del grupo administrado sin maltosa el dia después de la administracion final de las
bacterias (Dia 1), 7 dias después de la administracion (Dia 7), y 14 dias después de la administraciéon (Dia 14), se
indican en la Tabla 3 y en la Tabla 4.

Tabla 3. Namero de bacterias dentro del tumor del grupo administrado por maltosa

Grupo A B C D
Periodo de administracion: Dia O Dia0OaDia6 Dia 0 al dia 13 Dia0aDia6
NO
Dia de la autopsia: Dia 1 Dia7 Dia 14 Dia 14
1 5.3X10° 9,8 X 10’ 4,7 X 10" 1,2 X 10"
2 3.4X10° 43X10° 1,0 X 10° 2,4 X10°
3 2.1 X10° 4,2 X107 2,4 X107 4,1 X 10*
4 8.3X10° N.D 1,4 X 10° 3,7 X 10*
5 51X 10° 3,7 X 10° 3,5X10° 1,8 X 10°
6 4.0X10° 1,0 X 10’ 1,6 X 10° 8,6 X 10*
Media 7.9X10° 1,1 X 10’ 1,3X10" 2,1 X 10°
Mediana 5.2 X10° 3,7x 10° 1,5 X 10° 1,3X10°
Tabla 4. Namero de bacterias dentro del tumor del grupo administrado sin maltosa
(grupo administrado con solucién salina fisiol6gica)
Grupo F G H
N© Periodo de administracion: Dia 0 Dia 0 a Dia 6 Dia 0 a Dia 13

16



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 686 080 T3

Dia de la autopsia: Dia 1 Dia7 Dia 14

1 7,2 X10° 2,0 X 10° 2,5X10°

2 1,4 X 10* 3,3X 10 3,3 X 10°

3 1,56 X 105 7,1 X 10* 6,6 X 10"

4 1,4 X 10* 2,5X10° 1,6 x 10°

5 42X10° 2,0 X 10° 2,2X10°

6 8,0 X 10° 1,7 X 10° 2,8 X10°
Media 1,0 X 10° 45X 10° 1,3X10°
Mediana 1,4 X 10* 1,9 X 10° 1,1 X 10°

Comparacion del numero de bacterias dentro del tumor en el Dia 1

A partir de los resultados de comparar el numero de bacterias dentro de un tumor entre el grupo A (grupo
administrado con maltosa) y el grupo F (grupo administrado sin maltosa), usando el valor de la mediana como
criterio, se deduce que habia mas bacterias en el grupo A que en el grupo F, y hubo una diferencia estadisticamente
significativa (prueba U de Mann-Whitney, P = 0,009).

A partir de lo que antecede, se confirmé que la maltosa presenta un efecto en favorecer la colonizacién especifica de
B. longum Re-105A/pBifiCD en tejido tumoral.

Comparacion del numero de bacterias dentro del tumor en el Dia 7

De los resultados de comparar el nimero de bacterias dentro de un tumor entre el grupo B (grupo administrado con
maltosa) y el grupo G (grupo administrado sin maltosa) utilizando el valor de la mediana como criterio, hubo mas
bacterias en el grupo B que en el grupo G. A partir de lo que antecede, se confirmé que la maltosa presenta un
efecto en favorecer la proliferacién de B. longum Re-105A/pBifiCD en tejido tumoral.

Comparacion del numero de bacterias dentro del tumor en el Dia 14

A partir de los resultados de comparar el nimero de bacterias dentro de un tumor entre el grupo C (grupo
administrado con maltosa) y el grupo H (grupo administrado sin maltosa) utilizando el valor de la mediana como
criterio, se dedujo que habia mas bacterias en el grupo A que en el grupo F, y hubo una diferencia estadisticamente
significativa (prueba U de Mann-Whitney (correccidon de Bonnferoni, significativa si P <0,017), P = 0,002).

Por otro lado, el numero de bacterias dentro de un tumor del grupo D (grupo en el que se suspendié la
administracion de maltosa desde el dia 7 en adelante) estaba en el mismo nivel que el grupo H, y no hubo una
diferencia estadisticamente significativa (prueba U de Mann-Whitney), (correccion de Bonnferoni, significativa si P
<0,017) P = 0,589).

A partir de los resultados anteriores, se confirmé que la maltosa presenta un efecto en favorecer la proliferacion y un
efecto de mantener la proliferacion de B. longum Re-105A/pBifiCD en tejido tumoral y, ademas, se confirmé que la
administracion continua es necesaria para mantener la proliferacion.

(6) Resultados 2: Comparacion de colonizaciéon en higado y numero de bacterias en el higado entre el grupo
administrado con maltosa y el grupo administrado sin maltosa.

La colonizacion en el higado y la cantidad de bacterias dentro del higado (valor medio/valor de mediana) del grupo
administrado con maltosa y del grupo administrado sin maltosa el dia después de la administracion final de bacterias
(Dia 1), 7 dias después de la administracion (Dia 7) y 14 dias después de la administracion (Dia 14), se indican en la
Tabla 5y Tabla 6.

Tabla 5. Namero de bacterias dentro del higado del grupo administrado por maltosa

Grupo A B C D
Periodo de administracion: Dia O Dia0OaDia6 Dia 0 a Dia 13 Dia0OaDia6
NO
Dia de la autopsia: Dia1 Dia7 Dia 14 Dia 14
1 3,3X10° N.D. N.D. N.D.
2 2,9X10° N.D. N.D. N.D.
3 5,1 X 10° N.D. N.D. N.D.
4 3,5X10° N.D. N.D. N.D.
5 5,3 X 10° N.D. N.D. N.D.
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6 9,4 X 10° N.D. N.D. N.D.
Media 2,0X10° N.D. N.D. N.D.
Mediana 1,9x 10° N.D. N.D. N.D.

Tabla 6. Namero de bacterias en el higado del grupo administrado sin maltosa
(grupo administrado con solucién salina fisiolégica)

Grupo F G Ft
Periodo de administracion: Dia O Dia0OaDia6 Dia 0 a Dia 13
NO
Dia de la autopsia: Dia1 Dia7 Dia 14
1 8,0 x 10° N.D. N.D.
2 3,3x 10 N.D. N.D.
3 8,5 X 10° N.D. N.D.
4 2,6 X 10 N.D. N.D.
5 4,6 X 10° N.D. N.D.
6 2,6 X 10° N.D. N.D.
Media 8,3 X 10° N.D. N.D.
Mediana 6,3 X 10° N.D. N.D.

Comparacién del nimero de bacterias en el higado entre el grupo administrado con maltosa y el grupo administrado
sin maltosa en Dia 1, Dia 7 y Dia 14 El Dia 1, se observaron bacterias en el higado tanto para el grupo administrado
con maltosa como para el grupo administrado sin maltosa, pero el Dia 7 y el Dia 14 no se observaron bacterias en
ninguno de los grupos.

A partir de lo que antecede se confirmé que la maltosa no afecta la colonizacion y proliferacion de B. longum Re-
105A/pBifiCD en tejido normal.

Uso de B. longum Re-105A/pBifiCD y maltosa en combinacion (2)

(1) Cultivo y subcultivo de células tumorales

Las células MKN45 de linea celular de cancer de estbmago humano se cultivaron estaticamente utilizando una
incubadora de CO; ajustada a 37 °C con CO; al 5% (MCO-20AIC, Sanyo Electric Co., Ltd.) bajo condiciones de
humidificacion. Ademas, el subcultivo se realizé mediante el siguiente procedimiento cuando la densidad celular se
hizo confluente. Se extrajo el medio dentro del recipiente de cultivo y el reci;)iente fue ligeramente enjuagado
utilizando solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco, libre de ca’+, Mg” + (PBS(-), Lote N° 160708, Nissui
Pharmaceutical Co., Ltd.). Después de aspirar PBS(-), pequefias cantidades suficientes para que las células se
sumergieran de tripsina al 0,25% (lote N° 6280J, Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) y EDTA al 0,02% (lote N°
SS054, Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) que contenia PBS(-) (liquido de tripsina/EDTA) se afiadieron al mismo
y se permitié a la mezcla permanecer en reposo dentro de un incubador de CO,. Después de confirmar que las
células se habian despegado sustancialmente del fondo del recipiente de cultivo cuando se examinaron utilizando un
microscopio, se afiadid un medio de crecimiento. Las células se separaron utilizando una pipeta, luego se
transfirieron a un tubo de centrifugacion y se centrifugaron a aproximadamente 1.000 rpm (180 x g) durante 5
minutos. Se elimind el sobrenadante, se afiadi6 medio de crecimiento y se inoculdé un recipiente de cultivo con las
células. El subcultivo de las células se realizd cada 3 o 4 dias.

(2) Trasplante de células tumorales

Las células recogidas en (1) anterior se lavaron utilizando PBS(-). Las células se suspendieron en una cantidad
apropiada de PBS(-), parte de la misma se mezclé con azul de tripan al 0,4% y se determiné el numero de células y
la viabilidad. El resultado fue que la viabilidad era del 93%. La densidad celular viable se ajusté a 5 x 107 células/ml
utilizando PBS(-). La suspension celular se almacend bajo enfriamiento con hielo hasta que se usé para trasplante.

El trasplante se realizd bajo la piel del area dorsal derecha de un animal utilizando una jeringa de 1 ml (Terumo
Corp.) y una aguja de inyeccion de 26G (Terumo Corp.).

Numero de células trasplantadas: 5 x 10° células/0,1 ml/cuerpo
(3) Agrupamiento y constitucion de grupos de prueba

Agrupamiento
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Después de trasplantar las células tumorales, se midieron el diametro mayor y el didametro menor del tumor
utilizando calibradores (CD-S20C, Mitutoyo), y se determiné el volumen del tumor a partir de la ecuacion de (8)
siguiente. En primer lugar, se realizé la "eliminaciéon del individuo por una variable unica", y se seleccionaron los
animales que se utilizarian en el experimento. Estos animales tenian un volumen tumoral medio de 221,5 mm?®. Se
realiz6 una "asignacion bloqueada por variable unica", y la asignacion se realiz6 de modo que el valor medio del
volumen tumoral fuera igual para cada grupo de prueba. Este dia se establecié como Dia 0 (10 dias después del
trasplante). Como software, se utiliz6 SAS System Release 8.2 (SAS Preclinical Package Version 5.0, SAS Institute
Japan).

Constitucion del grupo de prueba
La constitucion del grupo de prueba fue como se indica en la Tabla 7.

Tabla 7. Constitucion del grupo de prueba

Grupo Sustancia Dosis Frecuencia de Diadela Numero de
P administrada administracion (/dia) | administracion (dia) | animales
) Bacterias - - -
Pgmir 5-FC - - - 8
Maltosa - - -
. 1X10"
Bacterias (cfulkg/dia) 1 1a3
Segundo 5-FC 750 3 5a 25,26 8
grupo (mg/kg/dia)
200
Maltosa (mglcuerpoldia) 2 1a25
. 4%10"
Bacterias (cfulkg/dia) 1 1a3
Tercer 750
grupo 5-FC (mglkg/dia) 3 5a 25, 26 8
200
Maltosa (mglcuerpoldia) 2 1a25
10
Bacterias 4X10 . 1 1a3
(cfu/kg/dia)
Cuarto 750 8
grupo 5-FC (mg/kg/dia) 3 5a 25, 26
Maltosa - 2* 1a25

Nota) *: para el cuarto grupo, se administrd solucién salina fisioldégica en lugar de maltosa.
(4) Preparacion de liquidos de administracion
Método de preparacion y frecuencia de preparacion para bacterias (B. longum Re-105A/pBifiCD)

Un vial cargado con 10 ml (2,3 x 10° cfu/ml) se descongeld en un bafo de agua caliente a 37 °C durante 10 minutos
inmediatamente antes de su uso.

Método de preparacion y frecuencia de preparacion para 5-FC

Se midi6 con precision una cantidad requerida de 5-FC. Se anadié a la misma agua para inyeccion, y la mezcla se
tratd utilizando un dispositivo ultrasonico durante 20 minutos, obteniendo asi una solucion de 12,5 mg/ml. El
almacenamiento y el uso de los liquidos de administracidon se limitaron al dia de la preparacion, y se prepararon
liguidos de administracién 1 a 3 al mismo tiempo. Los liquidos de administracion se almacenaron a temperatura
ambiente bajo sombra hasta que se completaron todas las administraciones.

Método de preparacion y frecuencia de preparacion para maltosa y solucion salina fisiolégica
Se utilizé maltosa o solucién salina fisiolégica mediante dispension el dia de la administraciéon. El almacenamiento y
el uso de los liquidos de administracién se limitaron al dia de la preparacion, y los 1° y 2° liquidos de administracion

se prepararon al mismo tiempo. Los liquidos de administraciéon se almacenaron a temperatura ambiente bajo sombra
hasta que se completaron todas las administraciones.
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(5) Frecuencia de administracion, tiempo de administracion y periodo de administracion de la Bacteria (B. longum
Re-105A/pBifiCD)

El Dia 1 a Dia 3, la administracion al segundo y cuarto grupos se realizdé una vez al dia (7,30 a 12,00) durante 3
dias.

5-FC

En el intervalo del Dia 5 al Dia 25, la administraciéon al segundo a cuarto grupos se realizé tres veces al dia (a
intervalos de aproximadamente 4 horas), y el Dia 26 la administraciéon se realizé6 una vez, para un total de 64
administraciones.

Maltosa y solucion salina fisiologica

El Dia 1 a Dia 25, la administracién al segundo a cuarto grupos se realizé6 dos veces al dia, para un total de 50
administraciones. El intervalo de administracion fue de al menos 6 horas. El Dia 1 a Dia 3, puesto que la primera
administracion se realizd después de que habia transcurrido al menos una hora después de que se completara la
administracion de bacterias (B. longum Re-105A/pBifiCD), el intervalo de administracion fue de 3 a 4 horas.

(6) Método de administracion

Bacterias (B. longum Re-105A/pBifiCD)

Se retuvo una rata desnuda y se le inyectdé de forma continua un liquido de administracion en la vena de la cola
utilizando una jeringa de 10 ml (Terumo Corp.), una aguja de inyeccion intravenosa alada de 25G (Terumo Corp.) y
una bomba de jeringa (TE-331S, Terumo Corp.).

5-FC

Se administré por via oral utilizando una jeringa de 5 ml (Terumo Corp.) y un tubo estomacal (RZ-1, fabricado en
teflén, CLEA Japan Inc.) maltosa y solucion salina fisiologica.

Se administré por via intraperitoneal con una jeringa de 2,5 ml (Terumo Corp.) y una aguja de inyeccion 27G
(NIPRO).

(7) Dosis

Bacterias (B. longum Re-105A/pBifiCD)

1 x 10" cfu/kg/dia (segundo grupo: 1,4 a 1,8 x 10° cfu/cuerpo/dia) o 4 x 10'° cfu/kg/dia (tercer grupo: 5,8 a 7,0 x 10°
cfu/cuerpo/dia, cuarto grupo: 6,0 a 6,7 x 10° cfu/cuerpo/dia). La tasa de administracién fue de 10 ml/kg/hora. La tasa
de administracion se calcul6 a partir del peso de la rata en el Dia 1 y se redonde6 a la primera cifra decimal.

5-FC

750 mg/kg/dia (250 mg/kg/tiempo). El volumen de administraciéon fue de 60 mi/kg/dia (20 ml/kg/tiempo). La cantidad
de liquido de administracion se calcul6 a partir del ultimo peso de la rata y se redonde6 a la primera cifra decimal.

Maltosa y solucion salina fisiologica

La dosis de maltosa fue de 200 mg/cuerpo/dia (100 mg/cuerpo/tiempo) y la dosis de solucién salina fisioldgica fue de
0 mg/cuerpo/dia (expresada como cantidad de maltosa). El volumen de administracién fue de 2 ml/cuerpo/dia (1
ml/cuerpo/tiempo).

(8) Medicion del diametro tumoral

Calculo del volumen tumoral

Después del trasplante de células tumorales, se midieron el diametro mayor y el diametro menor del tumor utilizando
calibres, y el volumen del tumor se determiné a partir de la ecuacién siguiente. Desde el dia del agrupamiento en
adelante, la medicién del diametro del tumor se realiz6 el Dia 0, 5, 8, 11, 14, 17, 20, 23 y 26.

Volumen tumoral (mm3) = didmetro mayor (mm) x diametro menor (mm) x diametro menor (mm)/2

Calculo de la tasa de crecimiento tumoral
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La tasa de crecimiento tumoral se calculé de conformidad con la siguiente ecuacion del volumen tumoral al
comienzo de la administraciéon de 5-FC en adelante.

Tasa de crecimiento tumoral = volumen tumoral desde el Dia 5 en adelante/volumen tumoral el Dia 5
Célculo de T/C (%)

T/C (%) se calculé de conformidad con la siguiente ecuacion a partir de la tasa de crecimiento tumoral desde el Dia
8 en adelante.

T/C (%) = tasa de crecimiento tumoral medio del segundo, tercer o cuarto grupo/tasa de crecimiento tumoral medio
del primer grupo x 100

(9) Resultados
Volumen tumoral

Los resultados de la medicion del volumen tumoral se indican en la Tabla 8 y en la Figura 2. El volumen tumoral del
primer grupo (grupo no tratado) fue 223,3 mas/menos 43,0 mm® el Dia 0 y 505,0 mas/menos 125,9 mm? el Dia 5. El
Dia 26, fue 4002,6 mas/menos 661,19 mm°>. El volumen del tumor aumenté notablemente durante el periodo de
examen.

El volumen tumoral del segundo grupo (dosis bacterlana baja, administracion con maltosa) fue de 221,0 mas/menos
44,4 mm? el Dia 0 y 496,1 mas/menos 108 3 mm?® el Dia 5, en el que se inicié la administracion de 5 FC. Ademas, el
dia 26 fue 2370,9 mas/menos 487,4 mm?®. Para el segundo grupo, en comparacion con el primer grupo, se observé
un valor significativamente menor para el volumen del tumor en todo momento desde el Dia 11 en adelante (en el
dia 11 P <0,05, en el dia 14, 17, 20, 23 y 26 P < 0,001: Prueba t de Estudiante).

El volumen tumoral del tercer grupo (dosis bacterlana alta, administracion de maltosa) fue de 219,7 mas/menos 41,9
mm? el Dia 0, y 488,7 mas/menos 80 2 mm® el Dia 5, en el que se inicid la administracion de 5 FC. Ademas, el dia
26 fue 2135,6 mas/menos 592,9 mm®. Para el tercer grupo, en comparacion con el primer grupo, se observé un valor
significativamente menor para el volumen tumoral en todo momento desde el Dia 8 en adelante (en el dia 8 P <0,01,
Dia 11, 14, 17, 20, 23 y 26 P <0,001: prueba t de Estudiante) y, ademas, en comparacién con el cuarto grupo, se
observé un valor significativamente menor para el volumen del tumor en los dias 14, 20, 23 y 26 (en todos los P
<0,05: prueba t de Estudiante).

El volumen tumoral del cuarto grupo (dosis bacterlana alta, administracion sin maltosa) fue 222,1 mas/menos 43,5
mm? en Dia 0, y 500,3 mas/menos 109,3 mm en el Dia 5, en que se inici6 la administracién de 5-FC. Ademas, el
dia 26 fue de 2879,3 mas/menos 658,4 mm®. Para el cuarto grupo, en comparacion con el primer grupo, se observé
un valor significativamente menor para el volumen del tumor en todo momento desde el Dia 11 en adelante (en el
dia 14 P <0,05, en el dia 11, 17, 20, 23 y 26 P < 0,01: prueba t de Estudiante).

Tabla 8. Volumen tumoral (valor medio)

N q Volumen tumoral (mms) (valor medio)
umero de ” ” - - > P P - -
Grupo animales Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
0 5 8 11 14 17 20 23 26
o 2233 | 5050 | 7361 | 1006,3 | 1370,7 | 1860,2 | 2547,9 | 3288,3 | 40026
e 8 + + * * + + * * +
grup 430 | 1259 | 1126 | 1064 | 1555 | 3036 | 4264 | 5664 | 661,1
Seqund 2210 | 4961 | 6834 | 8355 | 10327 | 1320,7 | 1633,7 | 19702 | 2370,9
il B + + + + + + + + +
grup 444 | 1083 | 1346 | 1438 | 1490 | 1604 | 2498 | 3410 | 4874
T 2197 | 488,7 | 562,8 | 673,8 | 8851 | 10780 | 14502 | 1807,3 | 21356
o 8 + + * * * + * * *
grup 419 | 802 | 1133 | 177.4 | 2060 | 2653 | 3561 | 4883 | 592,9
c 2221 | 500,3 | 662,7 | 827,8 | 1117,9 | 1334,3 | 1884,1 | 23882 | 28793
uarto 8 + + + + + + + * +
grup 435 | 109,3 | 1299 | 1164 | 1833 | 2167 | 3536 | 4779 | 6584

Tasa de crecimiento tumoral
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Los resultados se proporcionan en la Tabla 9.
La tasa de crecimiento tumoral del primer grupo fue 8,4 mas/menos 2,7 el Dia 26.

Comparado con el primer grupo, la tasa de crecimiento tumoral del segundo grupo fue significativamente menor en
todo momento desde el Dia 17 en adelante (en el Dia 17, 20 y 23 p <0,05, en el Dia 26 P <0,01: prueba t de
Estudiante), y el Dia 26 fue 4,9 mas/menos 1,2.

En comparacion con el primer grupo y el cuarto grupo, la tasa de crecimiento tumoral del tercer grupo fue un valor
significativamente menor en todo momento desde el Dia 8 en adelante (en comparacién con el primer grupo P <0,01
y comparado con el cuarto grupo P <0,05) en todo momento: prueba t de Estudiante), y en el Dia 26 fue de 4,4
mas/menos 0,8. En comparaciéon con el primer grupo, la tasa de crecimiento tumoral del cuarto grupo fue
significativamente menor desde el Dia 17 en adelante (todos fueron P <0,05: prueba t de Estudiante) y el Dia 26 fue
5,9 mas/menos 1,4.

Tabla 9. Tasa de crecimiento tumoral (valor medio)

NG q Tasa de crecimiento tumoral (valor medio)
umero de P P - - - P - P
Grupo animales Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
5 8 11 14 17 20 23 26
o 1.0 15 21 29 39 53 6.9 8.4
e 8 + * + + * + G *
grup 0.0 03 05 09 1,1 16 23 27
) 1.0 1.4 17 22 28 35 4.2 4.9
Segundo 8 + * + * * * + *
grup 0.0 02 03 06 0.9 12 12 12
. 1.0 1.2 14 1.8 2.2 3.0 37 4.4
o 8 + * + * * * + +
grup 0.0 0.1 03 02 0.3 04 07 08
R 1.0 1.3 17 23 27 39 4.9 59
Lr’l?rt; 8 + + + + + + + +
grup 0.0 0,1 0.2 04 06 08 1,0 1,4
TIC (%)

Los resultados se proporcionan en la Tabla 10.

El valor de T/C (%) del segundo grupo en el Dia 26 fue 58,3.
El valor de T/C (%) del tercer grupo en el dia 26 fue 52,4.

El valor de T/C (%) del cuarto grupo en el dia 26 fue 70,2.

Tabla 10. T/C (%)

Grupo Numero de TIC (%)
animales Dia 8 Dia 11 Dia 14 Dia 17 Dia 20 Dia 23 Dia 26
Primer grupo 8 - - - - - - -

Segundo 8 93,3 81,0 75,9 71,8 66,0 60,9 58,3

grupo

Tercer 8 80,0 66,7 62,1 56,4 56,6 53,9 52,4

grupo

Cuarto 8 86,7 81,0 79,3 69,2 73,6 71,0 70,2

grupo

A partir de los resultados de esta prueba, se confirmé que la maltosa presenta un efecto en favorecer la colonizacion
especifica de B. longum Re-105A/pBifiCD en tejido tumoral y un efecto en favorecer la proliferacién y un efecto en el
mantenimiento de la proliferacién en el tejido tumoral.

Ademas, de conformidad con el uso de maltosa en combinacion, es posible que una dosis baja de bacterias
presente un efecto antitumoral al mismo nivel que una dosis alta de bacterias, por lo tanto, es posible reducir la dosis
de bacterias, y se ha confirmado que se puede llevar a cabo un tratamiento seguro que tiene una carga baja en un
paciente y causa menos efectos secundarios.
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Uso de B. longum Re-105A/pBifiCD y maltosa o lactulosa en combinacion

(1) Preparacién del tumor en ratones atimicos y medicién del volumen del tumor

La preparacién de ratones atimicos portadores de tumores y la medicién del volumen tumoral se realizaron de la
misma manera que en el Ejemplo 1y el Ejemplo 2.

(2) Agrupamiento y administracion del farmaco de prueba

Se seleccionaron 32 ratones con tumor KPL-1 que tenian un volumen tumoral de 60 a 90 mm?® y se dividieron en
cuatro grupos (8 ratones por grupo), y cada farmaco de prueba se administré de conformidad con el calendario de
constitucion y administracion del grupo mostrado en (3) a continuacion.

Administracion de bacterias (B. longum Re-105A/pBifiCD)

Con respecto a las bacterias (B. longum Re-105A/pBifiCD), de conformidad con (3) la constitucién del grupo y el
programa de administracion, una preparacion congelada de B. longum Re-105A/pBifiCD (2,3 x 10° cfu/ml) se
administré por via intravenosa a 0,3 ml por ratéon dos veces al dia durante 3 dias (Dia 1 a 3). La dosis total de la
bacteria fue de 4,1 x 10° cfu/raton.

Administracion de flucitosina (5-FC)

Se administré por via oral 0,4 ml de una solucién de 5,5 FC/12,5 mg/ml (750 mg/kg/dia) dos veces al dia a ratones
de dos grupos excluyendo el grupo de control (grupo A) de conformidad con el programa de constitucion y
administracion del grupo que se indican en (3). El periodo de administracion fue de 21 dias (Dias 4 a 24) desde el
dia después de la administracion final de la bacteria.

Administracion de maltosa

De conformidad con el programa de constituciéon y administracion del grupo que se indica en (3), se administrd
intraperitonealmente 1 ml de una inyeccién de 10% de maltosa a ratones dos veces al dia. El periodo de
administracion fue de 24 dias (Dia 1 a 24) desde el dia de la administracion de las bacterias (B. longum Re-
105A/pBifiCD).

Para el grupo D, en lugar de maltosa, se utilizé la misma cantidad de solucién salina fisiolégica administrada con la
misma planificaciéon (Dia 1 a 24).

Administracién de lactulosa

Se administré por via intraperitoneal 1 ml de una solucién de lactulosa al 20% (p/v) en agua purificada una vez al dia
a los ratones de conformidad con el programa de constitucion y administracion que se indica en (3). El periodo de
administracion fue de 24 dias (Dia 1 a 24) desde el dia de la administracion de la bacteria, pero como se confirmé
que dos ratones habian muerto durante el periodo de administracion (Dia 13 y Dia 19) se modificé el calendario de
administracion y se suspendié la administracion a partir del Dia 19 en adelante.

(3) Resumen del programa de constitucién y administracion del grupo

El programa de constitucion y administracion del grupo se indican en la Tabla 11.

Tabla 11. Programa de constitucion y administracion del grupo

Dia de Numero de
Grupo Sustancia administrada Dosis por dia administracion .
. animales
(Dia)
Bacteria - -
Grupo A 5-FC - - 8
Sacarido - -
Bacterias (2,3 X 10° cfu/ml) 0,6 ml (1,38 X 10° cfu/dia) 1a3
Grupo B 5-FC (12,5 mg/ml) 1,2 ml (750 mg/kg/dia) 4a24 8
Maltosa (10%) 2 ml (200 mg/dia) 1a24
Bacterias (2,3 X 10° cfu/ml) 0,6 ml (1,38 X 10° cfu/dia) 1a3
Grupo C 5-FC (12,5 mg/ml) 1,2 ml (750 mg/kg/dia) 4a24 8
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Lactulosa (20%) 1 ml (200 mg/dia) 1a24
Bacterias (2,3 X 10° cfu/ml) 0,6 ml (1,38 X 10° cfu/dia) 1a3

Grupo D 5-FC (12,5 mg/ml) 1,2 ml (750 mg/kg/dia) 4a24 8
Sacarido - 1a24

Nota) *: Solucion salina fisiolégica administrada al grupo D en lugar de sacarido (maltosa o lactulosa).

(4) Medicion del numero de bacterias dentro del tumor

Se administré 5-FC por via oral en el dia final de observacién de la prueba (Dia 25) y en el dia siguiente (Dia 26),
transcurrida 1 hora desde que fue sacrificado el ratéon, se extirpd el tumor, se midid el peso (g) y luego se
homogeneizé utilizando un diluyente anaerobio.

El nimero de bacterias dentro del tumor se calcul6 de la misma manera que en el Ejemplo 1, (3).

(5) Resultados

El volumen tumoral de ratones de cada grupo se midié cronoldégicamente y se expresé como un valor medio
mas/menos SD (desviacion estandar). La relacion de volumen tumoral [T/C (%)] en relacion con el grupo de control
se utilizé como criterio en la evaluacion del efecto antitumoral.

Cambios en el volumen tumoral en el grupo de control (grupo A) y los grupos a los que se administraron bacterias
(B. longum Re-105A/pBifiCD) y sacaridos en combinacién y la tasa de crecimiento tumoral del volumen tumoral en el
Dia 25 en relacion con el volumen tumoral en el Dia 4, se indica en la Tabla 12.

Ademas, T/C (%) como el criterio para el efecto antitumoral se indica en la Tabla 13.

Mientras que el T/C del grupo sin uso de sacaridos (grupo D) en el Dia 25 fue de 51,3 (%) (prueba t de Estudiante: p
= 0,013), el T/C del grupo de uso combinado de maltosa (grupo B) fue 38,5 (%) (p = 0,003), y la T/C del grupo de
uso combinado de lactulosa (grupo C) fue 35,0 (%) (p = 0,002), presentando asi un efecto en la mejora de la

supresion del crecimiento tumoral en ambos casos.

Tabla 12. Volumen tumoral (valor medio) y tasa de crecimiento tumoral

Volumen tumoral (mm3) (valor medio) Tasa de
Grupo |NUMerOde| iy | pia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia Dia | oreomiento
0 4 7 11 14 18 21 25 (%)
Grupo A 8 74,8 | 150,9 | 229,6 358,1 575,4 | 864,1 1222,3 1906, 1 12,8
+ + + + + + + +
8,5 25,2 45,1 107,7 161,0 | 2475 413,6 762,0
Grupo B 8 75,0 | 119,0 158,3 | 2244 306,0 | 412,4 546,4 734,6 5,9
+ + b + + L + +
8,7 35,1 61,7 106,4 129,0 | 202,7 322,5 494,0
Grupo C 6* 754 | 120,2 165,6 | 280,9 370,0 | 382,6 4511 667,4 5,6
+ + + + * + + *
10,7 43,8 96,5 213,4 260,6 | 267,2 296,3 292,9
Grupo D 8 73,7 95,3 119,7 | 2454 331,8 | 439,55 620,2 978,5 10,1
* s s + s s + s
8,7 21,2 23,7 70,6 121,7 | 213,9 2546 505,1

Nota) * 2 de 8 ratones murieron durante la prueba.

Tabla 13. T/C (%)

NUmero de Tic (%) Pruebatd
umero p P p p p p ruebat de
Grupo animales Dia Dia Dia Dia Dia Dia Estudiante
7 11 14 18 21 25
Grupo
A 8 ) ) ) ) ) )
Grupo 8 68,9 62,7 53,2 47,7 447 38,5 P =0,003
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B
Grép° 6* 72,1 78,4 64,3 443 36,9 35,0 P = 0,002
Grgm 8 52,1 68,5 57,7 50,9 50,7 51,3 P =0,013

Nota) * 2 de 8 ratones murieron durante la prueba.

De los resultados de esta prueba, se puede confirmar que de la misma manera que la maltosa, la lactulosa también
presenta un efecto en la promocion de la colonizacion especifica de B. longum Re-105A/pBifiCD en el tejido tumoral
y un efecto en la promocién de la proliferacion y un efecto en el mantenimiento de la proliferacion, y puede mejorar el
efecto antitumoral de B. longum Re-105A/pBifiCD.

El vector de expresion de la presente invencidn puede proporcionar un transportador genético extremadamente
seguro para introducir un microorganismo anaerobio y un gen exégeno con un uso terapéutico o profilactico sin
riesgo de transferencia horizontal a otros microorganismos patégenos o aerobicos/facultativamente anaerobios tales
como E. coli, e incluso si se produce una transferencia horizontal, el vector no se replicara en microorganismos
distintos del transformante, puesto que el vector no comprende un origen de replicacion de dicho otro
microorganismo. Ademas, el potenciador de colonizacion y proliferacion para el microorganismo transformado de la
presente invencion mejora el efecto terapéutico del microorganismo transformado de la presente invencion,
permitiendo la reduccién de la dosificacién del microorganismo transformado a la vez que proporciona un efecto
terapéutico idéntico, con lo que reduce la carga del paciente a ser tratado. Ademas, el agente terapéutico de la
presente invencion que comprende en combinacidon una composiciéon farmacéutica incluyendo el microorganismo
anaerobio transformado y una composicion farmacéutica que comprende el potenciador de colonizacion y
proliferacion tiene una utilidad como agente terapéutico para una enfermedad anaerobia, con un efecto terapéutico
mejorado y reduccién de la dosis efectiva requerida, asi como una mayor seguridad tanto desde el punto de vista
ambiental como terapéutico.
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agatccgtct
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ctatgcattg
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cgtatacctce
cgctggtcaa
cgegegttaa
tcgatcecgtyg
atgtttgcca
acagcgcaag
tgattatcct
attcggtacg
tggagcagcc
agcattactg
tgacgtgttg
ctgagcgaqg
gcggacggat
acgcccteeqg
ttttataaat
cagccgaaac
caaaagggga
gcaagttgtg
acaacgtcgc
caagggtgag
tcatgcgatt
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cgctgttcac
aggagttcege
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acgacaaaga
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aatggcgcaa
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atggcctgat
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gctggcgetg
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ggacggcgac
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cgcttgetga
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tgttcacgac
ttgaagccgg
ggaacgccgg
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agttcgtagt
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gctcaggtcc
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REIVINDICACIONES

1. Un agente terapéutico para uso en el tratamiento de un tumor sélido, que comprende en combinacion:

una composicién farmacéutica que comprende como componente activo un microorganismo anaerobio transformado
por un vector plasmidico que comprende (1) una unidad de replicacién de plasmido que actda en el microorganismo
anaerobio distinto de E. coli, y (2) una unidad de expresion de proteina que comprende un ADN que codifica a) una
proteina que tiene una actividad antitumoral o b) una proteina que tiene una actividad de conversion de un precursor
de sustancia antitumoral en una sustancia antitumoral y un fragmento de ADN que contiene un promotor y un
terminador que actua en el microorganismo anaerobio y que no comprende un origen de replicacion de los otros
microorganismos y una composicion farmacéutica que comprende, como un componente activo, un intensificador de
colonizacion y proliferacion para el microorganismo anaerobio, en el que el microorganismo anaerobio se selecciona
del grupo constituido por Bifidobacterium, Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus y Clostridium.

2.  El agente terapéutico para su uso segun la reivindicacién 1, donde el vector plasmidico consiste esencialmente
en (1) una unidad de replicacion de plasmido que actia en un microorganismo anaerobio distinto de E. coli, y (2) una
unidad de expresion de proteina que consiste esencialmente en ADN que codifica a) una proteina que tiene una
actividad antitumoral o b) una proteina que tiene una actividad de convertir un precursor de sustancia antitumoral en
una sustancia antitumoral y un fragmento de ADN que contiene un promotor y un terminador que actua en el
microorganismo anaerobio y que solo actda en un microorganismo transformado distinto de E. coli.

3. El agente terapéutico para su uso de conformidad con la reivindicacion 1 o 2, donde la proteina que tiene
actividad terapéutica para una enfermedad que esta en un entorno anaerobio es (b) una proteina que tiene una
actividad de convertir un precursor de sustancia antitumoral en una sustancia antitumoral.

4. El agente terapéutico para su uso de conformidad con la reivindicacion 1, en el que el microorganismo
anaerobio es Bifidobacterium.

5. El agente terapéutico para su uso de conformidad con la reivindicacion 4, en el que Bifidobacterium se
selecciona desde el grupo constituido por Bifidobacterium (B.) adolescentis, B. animalis, B. infantis, B. thermophilum,
B. pseudolongum, B. bifidum, B. breve, y B. longum.

6. El agente terapéutico para su uso de conformidad con la reivindicacion 5, en el que Bifidobacterium es B.
longum.

7. El agente terapéutico para su uso de conformidad con la reivindicacién 3, en el que el microorganismo
anaerobio transformado por el vector plasmidico es B. longum 105-A/pBifiCD (Numero de Acceso de Depdsito de
Microorganismos de Patente (NPMD) NITE BP-491).

8. El agente terapéutico para su uso de conformidad con la reivindicacién 3, donde la proteina que tiene una
actividad de conversién de un precursor de sustancia antitumoral en una sustancia antitumoral se selecciona del
grupo constituido por citosina desaminasa, nitrorreductasa y b-glucuronidasa.

9. El agente terapéutico para su uso de conformidad con la reivindicaciéon 8, en el que la proteina que tiene una
actividad de convertir un precursor de sustancia antitumoral en una sustancia antitumoral es la citosina desaminasa.

10. EIl agente terapéutico para su uso de conformidad con la reivindicacién 1, en el que el potenciador de
colonizacién y proliferaciéon es al menos uno seleccionado del grupo constituido por arabinosa, xilosa, galactosa,
glucosa, maltosa, lactosa, melibiosa, melecitosa, rafinosa y lactulosa.

11. El agente terapéutico para su uso de conformidad con la reivindicacion 10, en el que el potenciador de
colonizacion y proliferacion es glucosa o maltosa.

12. El agente terapéutico para su uso de conformidad con la reivindicacion 11, en el que el potenciador de
colonizacion y proliferacion es maltosa.

13. El agente terapéutico para su uso de conformidad con la reivindicacion 3, que comprende ademas una
composicion farmacéutica que comprende como componente activo un precursor de sustancia antitumoral que se
convierte en una sustancia antitumoral por (b) una proteina que tiene una actividad de convertir el precursor de
sustancia antitumoral en una sustancia antitumoral.

14. El agente terapéutico para su uso de conformidad con la reivindicacion 13, en el que el precursor de sustancia
antitumoral es 5-fluorocitosina.

15. El agente terapéutico para su uso de conformidad con la reivindicacién 4, en el que la unidad de replicacion del

plasmido es una unidad de replicacion de pTB6 que comprende una regién de OriV y un gen RepB que actua en
Bifidobacterium.
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