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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Oligonucleotid-Zusammensetzungen, die Antisense-Oligonucleotide
zu bakterieller 16S- und 23S-rRNA sind, und die Verwendung solcher Zusammensetzungen fir die Herstellung
eines Arzneimittels fur die Behandlung einer bakteriellen Infektion in einem Sauger.
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[0002] Derzeit gibt es einige Typen von Antibiotika, die mit einer Vielfalt von antibakteriellen Mechanismen
gegen bakterielle Pathogene in Verwendung sind. Beta-Lactam-Antibiotika wie Penicillin und Cephalosporin
wirken, um den letzten Schritt in der Peptidglycan-Synthese zu hemmen. Glycopeptid-Antibiotika, einschliel3-
lich Vancomycin und Teichoplanin, hemmen sowohl die Transglycosylierung als auch die Transpeptidierung
von Muramyl-Pentapeptid, was wiederum mit der Peptidoglycan-Synthese interferiert. Andere gut bekannt An-
tibiotika schlieBen die Quinolone, die die bakterielle DNA-Replikation hemmen, Hemmer der bakteriellen
RNA-Polymerase wie Rifampin und Hemmer der Enzyme des Wegs fir die Produktion von Tetrahydrofolat,
einschliellich der Sulfonamide, ein.

[0003] Manche Klassen von Antibiotika wirken auf der Ebene der Proteinsynthese. Bemerkenswert unter die-
sen sind die Aminoglycoside wie Kanamycin und Gentamycin. Diese Verbindungen zielen die bakterielle
30S-Ribosomen-Untereinheit an, was die Assoziierung mit der 50S-Untereinheit verhindert, um funktionelle Ri-
bosomen zu bilden. Tetracycline, eine weitere wichtige Klasse von Antibiotika, zielen auch die 30S-Riboso-
men-Untereinheit an, wobei sie durch Verhindern der Ausrichtung von aminoacylierten tRNAs mit dem entspre-
chenden mRNA-Codon wirken. Makrolide und Lincosamide, eine weitere Klasse von Antibiotika, inhibieren die
bakterielle Synthese durch Binden an die 50S-Ribosomen-Untereinheit und Inhibieren der Peptid-Elongierung
oder Verhindern der Ribosomen-Translokation.

[0004] Trotz beeindruckender Erfolge im Kontrollieren oder Eliminieren von bakteriellen Infektionen durch An-
tibiotika hat die weitverbreitete Verwendung von Antibiotika sowohl in menschlicher Medizin als auch als Fut-
terzusatz in der Geflugel- und Nutztierproduktion zu einer Arzneistoffresistenz in vielen pathogenen Bakterien
gefuhrt. Mechanismen der Antibiotika-Resistenz kénnen eine Vielfalt von Formen annehmen. Einer der Haupt-
mechanismen der Resistenz gegen beta-Lactame, insbesondere in Gram-negativen Bakterien, ist das Enzym
beta-Lactamase, die das Antibiotikum inaktiv macht. In &hnlicher Weise involviert die Resistenz gegen Amino-
glycoside oft ein Enzym, das zum Inaktivieren des Antibiotikums in der Lage ist, in diesem Fall durch Zugabe

2/81



DE 600 38 695 T2 2009.05.28

einer Phosphoryl-, Adenyl- oder Acetylgruppe. Ein aktives Ausstrémen der Antibiotika ist ein weiterer Weg,
durch den viele Bakterien eine Resistenz entwickeln. Gene, die Ausfluss-Proteine codieren, wie die tetA-,
tetG-, tetL- und tetkK-Gene fir den Tetracyclin-Ausfluss, sind identifiziert worden. Ein bakterielles Ziel kann
durch Verandern des Ziels des Arzneistoffs eine Resistenz entwickeln. Zum Beispiel werden die sogenannten
Penicillin-Bindungsproteine (PBPs) in vielen beta-Lactam-resistenten Bakterien verandert, um die kritische An-
tibiotikum-Bindung an das Zielprotein zu inhibieren. Die Resistenz gegen Tetracyclin kann zusatzlich zu einem
verstarkten Ausfluss das Auftreten von cytoplasmatischen Proteinen, die zum Konkurrieren mit den Riboso-
men um die Bindung an das Antibiotikum in der Lage sind, involvieren. Wo das Antibiotikum wie bei Sulfona-
miden durch Inhibieren eines bakteriellen Enzyms wirkt, kbnnen Punktmutationen im Zielenzym eine Resistenz
verleihen.

[0005] Das Auftreten einer Antibiotikum-Resistenz hat in vielen pathogenen Bakterien, die in vielen Fallen
eine Resistenz gegen mehrere Arzneistoffe involvieren, das Schreckgespenst einer Pra-Antibiotikum-Ara auf-
gebracht, in der viele bakterielle Pathogene durch medizinische Intervention einfach unbehandelbar sind. Es
gibt zwei Hauptfaktoren, die zu diesem Szenario beitragen kdnnten. Der erste ist die schnelle Ausbreitung von
Resistenz- und Multi-Resistenz-Genen Uber bakterielle Stamme, Spezies und Gattungen durch konjugative
Elemente, wobei die wichtigsten davon selbst-Ubertragbare Plasmide sind. Der zweite Faktor ist das Fehlen
von derzeitigen Forschungsbemihungen, um neue Typen von Antibiotika zu finden, zum Teil aufgrund des
wahrgenommenen Zeitaufwands und der Kosten, die benétigt werden, um neue antibiotische Mittel zu finden
und sie durch klinische Versuche zu bringen, ein Vorgang, der in manchen Fallen eine 20-jahrige Forschungs-
bemihung erfordern kann.

[0006] Beim Adressieren des zweiten dieser Faktoren sind manche Arzneistoff-Entdeckungsansatze, die die
Suche nach neuen Antibiotika beschleunigen kdnnen, vorgeschlagen worden. Zum Beispiel ist Uber Bemuhun-
gen, um durch Hochleistungs-Screening auf neue antibiotische Verbindungen zu screenen und diese zu iden-
tifizieren, berichtet worden, aber bis jetzt sind keine wichtigen Fihrungsverbindungen durch diesen Weg ent-
deckt worden.

[0007] Einige Ansatze, die Antisense-Mittel involvieren, die gestaltet sind, um die Expression von bakteriellen
Resistenz-Genen zu blockieren oder um zelluldre RNA-Ziele wie die rRNA in der ribosomalen 30S-Unterein-
heit anzuzielen, sind vorgeschlagen worden (Good et al., 1998; Rahman et al., 1991). Im Allgemeinen sind die-
se Ansatze geringfligig erfolgreich gewesen, vermutlich aufgrund einer schwachen Aufnahme des Antisen-
se-Mittels (z. B. Summerton et al., 1997) oder der Notwendigkeit, dass die behandelten Zellen eine hohe Per-
meabilitat fur Antibiotika zeigen (Good et al., 1998).

[0008] Es gibt daher einen steigenden Bedarf fir neue Antibiotika, die (i) nicht den Haupttypen der Antibioti-
ka-Resistenz unterliegen, die derzeit eine antibiotische Behandlung von Bakterien behindert, (ii) schnell und
mit einem gewissen, verniinftigen Grad der Vorhersagbarkeit im Bezug auf die Zielbakterien-Spezifitat entwi-
ckelt werden kénnen, (iii) auch fur eine Breitspektrum-Aktivitat gestaltet werden kénnen, (iv) in niedrigen Dosen
wirksam sind, was zum Teil hei3t, dass sie durch Wildtyp-Bakterien oder sogar durch Bakterien, die eine redu-
zierte Permeabilitat flr Antibiotika haben, wirksam aufgenommen werden, und (v) wenige Nebenwirkungen
zeigen.

[0009] Ineinem Aspekt liefert die Erfindung eine antibakterielle Verbindung, bestehend aus einem im Wesent-
lichen ungeladenen Antisense-Oligomer, das 10 bis 40 Nucleotid-Untereinheiten enthalt, wobei jede der Un-
tereinheiten einen Morpholinring umfasst, der eine basenpaarbildende Einheit tragt, die wirksam ist, mittels
Watson-Crick-Basenpaarung an eine entsprechende Nucleotidbase zu binden, wobei das Antisense-Oligomer
eine Nucleinsaurezielsequenz mit einer Lange von mindestens 10 Nucleotiden einschliet, die in der Lage ist,
stabil mit einer bakteriellen 16S- oder 23S-rRNA-Nucleinsauresequenz zu hybridisieren, wobei angrenzende
Untereinheiten durch ungeladene Bindungen, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus ungeladenen Phos-
phoramidat- und Phosphordiamidatbindungen, oder durch geladene Phorphoramidatbindungen verbunden
sind, wobei das Verhaltnis von ungeladenen Bindungen zu geladenen Bindungen in dem Oligomer mindestens
4:1, vorzugsweise mindestens 5:1 und mehr bevorzugt mindestens 8:1 ist. In einer Ausfuhrungsform ist das
Oligomer vollstandig ungeladen.

[0010] Vorzugsweise ist das Oligomer in der Lage, mit der bakteriellen Sequenz bei einem Tm-Wert zu hyb-
ridisieren, der im Wesentlichen gréRer ist als der Tm-Wert eines Duplexes, der aus einer entsprechenden DNA
und derselben bakteriellen Sequenz zusammengesetzt ist. Alternativ ist das Oligomer in der Lage, mit der bak-
teriellen Sequenz bei einem Tm-Wert zu hybridisieren, der wesentlich gréRer als 37°C, vorzugsweise gréRer
als 50°C und starker bevorzugt im Bereich von 60-80°C ist.
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[0011] Die ungeladenen Bindungen und in einer Ausfiihrungsform alle Bindungen in solch einem Oligomer
werden vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus den Strukturen, die in den Fig. 2A bis
Fig. 2D dargestellt sind, wobei X Fluor, ein Alkyl oder substituiertes Alkyl, ein Alkoxy oder substituiertes Alkoxy,
ein Thioalkoxy oder substituiertes Thioalkoxy oder ein substituierter, monosubstituierter oder disubstituierter
Stickstoff ist; Z Schwefel oder Sauerstoff ist; Y, in den Eig. 2B und Fig. 2D Schwefel, Stickstoff, Kohlenstoff
oder Sauerstoff ist und Y, in Eig. 2C Methylen, Schwefel oder Sauerstoff ist; und jedes Pi und Pj eine Purin-
oder Pyrimidinbasenpaarbildende Einheit ist, die wirksam ist, mittels basenspezifischer Wasserstoffbindung an
eine Base in einem Polynucleotid zu binden. Besonders bevorzugt sind Phosphordiamidat-verkntpfte Oligo-
mere, wie bei Fig. 2B dargestellt, wobei X = NR,, R ein Wasserstoff oder Methyl ist, Y, Sauerstoff ist und Z
Sauerstoff ist.

[0012] Die Lange des Oligomers ist vorzugsweise 12 bis 25 Untereinheiten. In einer Ausfliihrungsform ist das
Oligomer ein Phosphordiamidat-verknipftes Morpholin-Oligomer, das eine Lange von 15 bis 20 Untereinheiten
und starker bevorzugt 17-18 Untereinheiten hat.

[0013] In ausgewahlten Ausfliihrungsformen ist die Zielsequenz eine Breitspektrumsequenz, ausgewahlt aus
der Gruppe bestehend aus den SEQ ID NOs: 15, 16 und 21-25. In anderen Ausfiihrungsformen ist die Zielse-
quenz komplementar zu einer 16S-rRNA-Konsensus-Sequenz Gram-positiver Bakterien, z. B. SEQ ID NOs:
27-28, oder ist komplementar zu einer 16S-rRNA-Konsensus-Sequenz Gram-negativer Bakterien, z. B. SEQ
ID NOs: 29-30.

[0014] Andere Zielsequenzen kénnen fir die Herstellung eines Arzneimittels fur die Behandlung einer Infek-

tion verwendet werden, die durch verschiedene Organismen produziert wird, zum Beispiel:
(a) E. coli, wobei die Sequenz ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO: 32 und SEQ
ID NO: 35;
(b) Salmonella thyphimurium, wobei die Sequenz ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID
NO: 18 und SEQ ID NO: 36;
(c) Pseudomonas aeruginosa, wobei die Sequenz ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID
NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42 und SEQ ID NO: 43;
(d) Vibrio cholera, wobei die Sequenz ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO: 45, SEQ
ID NO: 46 und SEQ ID NO: 47;
(e) Neisseria gonorrhoea, wobei die Sequenz ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO:
48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50 und SEQ ID NO: 51;
(f) Staphylococcus areus, wobei die Sequenz ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO:
53, SEQ ID NO: 54 und SEQ ID NO: 55;
(9) Mycobacterium tuberculosis, wobei die Sequenz ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus SEQ
ID NO: 56, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58 und SEQ ID NO: 59;
(h) Helicobacter pylori, wobei die Sequenz ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO:
60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62 und SEQ ID NO: 63;
(i) Streptococcus pneumoniae, wobei die Sequenz ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus SEQ
ID NO: 64, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 66 und SEQ ID NO: 67;
(j) Treponema palladium, wobei die Sequenz ausgewahlit wird aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO:
69, SEQ ID NO: 70 und SEQ ID NO: 71;
(k) Chlamydia trachomatis, wobei die Sequenz ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID
NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 74 und SEQ ID NO: 75;
(I) Bartonella henselae, wobei die Sequenz ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO:
76, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 78 und SEQ ID NO: 79;
(m) Hemophilis influenza, wobei die Sequenz ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO:
81, SEQ ID NO: 82 und SEQ ID NO: 83;
(n) Shigella dysenterae, wobei die Sequenz als SEQ ID NO: 88 dargestellt ist; oder
(o) Enterococcus faecium, wobei die Sequenz als SEQ ID NO: 92 dargestellt ist.

[0015] In anderen Ausfiihrungsformen ist die Zielsequenz eine Antisense-Oligomersequenz, ausgewahlt aus
einer der folgenden Gruppen, fiur die Verwendung in der Behandlung einer Infektion, produziert durch:
(a) E. coli, Salmonella thyphimurium und Shigella dysenterae, wobei die Sequenz ausgewahlt ist aus der
Gruppe bestehend aus SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 38,
SEQ ID NO: 39 und SEQ ID NO: 86 und SEQ ID NO: 87,
(b) E. coli, Salmonella thyphimurium und Hemophilis influenza, wobei die Sequenz als SEQ ID NO: 31 dar-
gestellt ist;
(c) E. coli und Shigella dysenterae, wobei die Sequenz als SEQ ID NO: 17 dargelegt ist;
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(d) E. coli, Salmonella thyphimurium, Shigella dysenterae, Hemophilis influenza und Vibrio cholera, wobei
die Sequenz als SEQ ID NO: 44 dargestellt ist;

(e) Staphylococcus aureus und Bartonella henselae, wobei die Sequenz als SEQ ID NO: 52 dargestellt ist;
(f) Salmonella thyphimurium, Hemophilis influenza und Treponema palladium, wobei die Sequenz als SEQ
ID NO: 68 dargestellt ist; oder

(9) E. coli, Salmonella thyphimurium, Shigella dysenterae, Hemophilis influenza und Neisseria gonorrhoea,
wobei die Sequenz als SEQ ID NO: 84 dargestellt ist.

[0016] In einem verwandten Aspekt liefert die Erfindung die Verwendung eines im Wesentlichen ungeladenen
Antisense-Oligomers, wie oben beschrieben, fir die Herstellung eines Arzneimittels flr das Behandeln einer
bakteriellen Infektion in einem menschlichen oder Sdugetier-Patienten. Verschiedene ausgewahlte Ausfih-
rungsformen des Oligomers und der Zielsequenz sind, wie oben beschrieben. Vorzugsweise wird das Antisen-
se-Oligomer in einer Menge und Art verabreicht, die wirksam ist, um in einer Gipfel-Blutkonzentration von min-
destens 200-400 nM Antisense-Oligomer zu resultieren. Das Oligomer kann zum Beispiel fur das Behandeln
von bakteriellen Infektionen der Haut, wobei die Verabreichung auf einem topischen Weg erfolgt, oder fir die
Behandlung einer bakteriellen respiratorischen Infektion verwendet werden, wobei die Verabreichung durch In-
halation erfolgt.

[0017] Ineinem weiteren verwandten Aspekt liefert die Erfindung eine Nutztier- und Gefligelfutterzusammen-
setzung, enthaltend ein Futtergetreide, das mit einer subtherapeutischen Menge einer antibakteriellen Verbin-
dung erganzt ist, wobei die Verbindung aus einem im Wesentlichen ungeladenen Antisense-Oligomer, wie
oben beschrieben, besteht.

[0018] In einem Verfahren zum Fttern von Nutztieren und Geflliigel mit einem Futtergetreide, das mit subthe-
rapeutischen Spiegeln eines Antibiotikums erganzt ist, wird auch eine Verbesserung in Betracht gezogen, in
der das Futtergetreide mit einer subtherapeutischen Menge einer antibakteriellen Verbindung des oben be-
schriebenen Typs erganzt wird.

[0019] Diese und andere Aufgaben und Eigenschaften der Erfindung werden vollstandiger offensichtlich wer-
den, wenn die folgende detaillierte Beschreibung im Zusammenhang mit den begleitenden Figuren und Bei-
spielen gelesen wird.

[0020] Fig. 1 zeigt einige bevorzugte Morpholintyp-Untereinheiten, die 5-Atom-(A), sechs-Atom-(B) und sie-
ben-Atom-(C-D)-Bindungsgruppen aufweisen, die flr das Bilden von Polymeren geeignet sind;

[0021] Die Fig. 2A-D zeigen das wiederholende Untereinheitssegment von beispielhaften Morpholin-Oligo-
nucleotiden, bezeichnet A bis D, die entsprechend unter Verwendung der Untereinheiten A-D von Fig. 1 kon-
struiert wurden;

[0022] Fiq. 3 zeigt ein Beispiel eines ungeladenen Bindungstyps in Oligonucleotid-Analogen;

[0023] Fia. 4 zeigt die Ergebnisse einer Untersuchung uber die Wirkung eines Phosphordiamidat-Morpho-
lin-Antisense-Oligomers (PMO), bezeichnet VRE-2 (SEQ ID NO: 92) (siehe Tabelle 10), das gegen eine Ente-
rococcus faecium-16S-rRNA-Sequenz gerichtet ist, alleine oder in Kombination mit 50 yM eines Antisense-Oli-
gomers gegen c-myc ist (SEQ ID NO: 139), auf die bakterielle Koloniebildung in E. coli, dargestellt als Pro-
zent-Lebensfahigkeit;

[0024] Fig. 5 zeigt die Ergebnisse einer Untersuchung Uber die Wirkung von verschiedenen Konzentrationen
eines PMO, das die SEQ ID NO: 15 hat (Breitspektrum; siehe Tabelle 2A), gerichtet gegen eine bakterielle
16S-rRNA-Konsensus-Sequenz, auf die bakterielle Koloniebildung in E. coli, dargestellt als Prozent-Inhibie-
rung der Koloniebildung;

[0025] Fig. 6 zeigt die Ergebnisse einer Untersuchung, in der PMO-Oligomere, die verschiedene unterschied-
liche Regionen der Enterococcus faecium-16S-rRNA anzielen, bezeichnet AVI-1-23-22, -32, -45, -33, -34, -44,
-35und -36 (SEQ ID NOs: 92, 102, 115, 103, 104, 114, 105 und 106), angezeigt in der Figur als 22, 23, 45, 33,
34, 44, 35 beziehungsweise 36, zu 1 uM zu Vancomycin-resistenten Enterococcus faecium(VRE)-Kulturen zu-
gefligt wurden, wobei die Ergebnisse als Prozentlebensfahigkeit dargestellt werden;

[0026] Fig. 7 zeigt die Ergebnisse einer Untersuchung, in der PMO-Oligomere, die verschiedene unterschied-
liche Regionen von Enterococcus faecium-23S-rRNA anzielen, bezeichnet AVI-1-23-46, -47, -48, -49 und -50
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(SEQ ID NOs: 116-120), angezeigt in der Figur als 46, 47, 48, 49 beziehungsweise 50, zu 1 yM zu Vancomy-
cin-resistenten Enterococcus faecium-Kulturen zugefiigt wurden, wobei die Ergebnisse als Prozent-Lebensfa-
higkeit dargestellt werden;

[0027] Fig. 8 zeigt die Ergebnisse einer Untersuchung tber die Wirkung von 1 uM PMOs von verschiedenen
Langen, die gegen die 16S-rRNA eines Vancomycin-resistenten Enterococcus faecium-Bakterienstamms ge-
richtet sind, auf die Lebensfahigkeit der Bakterien (Prozent-Lebensfahigkeit, berichtet als Prozent einer unbe-
handelten Kontrolle). Die PMO-Sequenzen, die den Oligomerlangen entsprechen, sind in Tabelle 12 gezeigt,
welche das Antisense-Targeting von 16S-rRNA in VRE illustriert, berichtet als Prozent-Inhibition (100 — Prozent
der unbehandelten Kontrolle);

[0028] Fig. 9 zeigt die Ergebnisse einer Untersuchung tber die Wirkung von 1 uM PMO, gerichtet gegen En-
terococcus faecium-16S-rRNA, bezeichnet VRE-2, AVI 1-23-22 (SEQ ID NO: 92), auf die bakterielle Kolonie-
bildung in VRE, dargestellt als Prozent-Lebensfahigkeit (Prozent der Kontrolle), bestimmt an den Tagen 1 bis
6; und

[0029] Fig. 10A-B zeigen die Ergebnisse einer Untersuchung lber die Wirkung von 1 uM eines PMO, gerich-
tet gegen Enterococcus faecium-16S-rRNA (SEQ ID NO: 92), alleine oder in Kombination mit (A) 3 uM Vanco-
mycin oder (B) 3 uM Ampicillin, auf das Wachstum von VRE, wobei die Ergebnisse als Prozentlebensfahigkeit
berichtet werden.

|. Definitionen

[0030] Die Begriffe unten, wie hierin verwendet, haben die folgenden Bedeutungen, auler wenn es anderwei-
tig angezeigt wird:

Wie hierin verwendet, bezeichnet der Begriff ,,16S-ribosomale RNA", auch genannt ,16S-rRNA", eine RNA, die
ein Teil der Struktur eines Ribosoms ist und in die Synthese von Proteinen involviert ist.

[0031] Der Begriff ,Polynucleotid", wie hierin verwendet, bezieht sich auf ein polymeres Molekiil, das ein Ge-
rist hat, das die Basen tragt, die zu einer Wasserstoffbindung an typische Polynucleotide in der Lage sind, wo-
bei das Polymergertist die Basen in einer Weise darlegt, um eine solche Wasserstoffbindung in einer sequenz-
spezifischen Weise zwischen dem polymeren Molekil und einem typischen Polynucleotid (z. B. einer einzel-
strangigen RNA, doppelstrangigen RNA, einzelstrangigen DNA oder doppelstrangigen DNA) zu ermoglichen.
+Polynucleotide" schlieRen Polymere mit Nucleotiden ein, die ein N- oder C-Glycosid einer Purin- oder Pyrimi-
dinbase sind, und Polymere, die Nicht-Standard-Nucleotidgeriste enthalten, zum Beispiel Geriste, die unter
Verwendung von Phosphordiamidat-Morpholin-Chemie, Polyamid-Bindungen (z. B. Peptid-Nucleinsauren
oder PNAs) und anderen synthetischen sequenzspezifischen Nucleinsduremolekilen gebildet werden.

[0032] Wie hierin verwendet, werden die Begriffe ,Antisense-Oligonucleotid" und ,Antisense-Oligomer" aus-
tauschbar verwendet und bezeichnen eine Sequenz von Nucleotidbasen und ein Untereinheit-zu-Unterein-
heit-Gerust, das es dem Antisense-Oligomer ermdglicht, an eine Zielnucleinsaure-(z. B. RNA)Sequenz durch
Watson-Crick-Basenpaarung zu hybridisieren, um einen Nucleinsaure:Oligomer-Heteroduplex in der Zielse-
quenz zu bilden. Das Oligomer kann eine genaue Sequenzkomplementaritat zu der Zielsequenz oder eine fast
genaue Komplementaritat haben. In einer beispielhaften Anwendung kann ein solches Antisense-Oligomer die
Funktion von 16S- oder 23S-rRNA, die eine Zielsequenz enthalt, blockieren oder inhibieren, kann an einen
doppelstrangigen oder einzelstrangigen Teil der 16S- oder 23S-rRNA-Zielsequenz binden, kann die
mRNA-Translation und/oder Proteinsynthese inhibieren und kann als auf eine Sequenz ,gerichtet" gelten, mit
der es spezifisch hybridisiert.

[0033] Wie hierin verwendet, ,hybridisiert" ein Oligonucleotid oder Antisense-Oligomer ,spezifisch" oder ,sta-
bil" an ein Zielpolynucleotid, wenn das Oligomer unter physiologischen Bedingungen mit einem Tm-Wert, der
im Wesentlichen gréRer als 37°C, vorzugsweise mindestens 50°C und typischerweise 60°C-80°C oder héher
ist, an das Ziel hybridisiert. Eine solche Hybridisierung entspricht vorzugsweise stringenten Hybridisierungsbe-
dingungen. Bei einer vorgegebenen ionischen Starke und einem vorgegebenen pH-Wert ist der Tm-Wert die
Temperatur, bei der 50% einer Zielsequenz an ein komplementéares Polynucleotid hybridisiert.

[0034] Polynucleotide werden als ,komplementar" zu einander beschrieben, wenn die Hybridisierung in einer
anti-parallelen Konfiguration zwischen zwei einzelstrangigen Polynucleotiden erfolgt. Ein doppelstrangiges Po-
lynucleotid kann zu einem anderen Polynucleotid ,komplementar" sein, wenn zwischen einem der Strange des
ersten Polynucleotids und dem zweiten eine Hybridisierung erfolgen kann. Komplementaritat (der Grad, zu
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dem ein Polynucleotid mit einem anderen komplementar ist) ist in Bezug auf den Anteil (d. h. den Prozentsatz)
der Basen in den gegenuberliegenden Strangen, von denen erwartet wird, dass sie miteinander Wasserstoff-
bindungen bilden, gemafR den allgemein anerkannten Basenpaarungs-Regeln quantifizierbar.

[0035] Wie hierin verwendet, bezeichnet der Begriff ,Konsensus-Sequenz" in Bezug auf die 16S- oder
23S-rRNA-Sequenzen eine Sequenz, die einer bestimmten Gruppe von Organismen gemeinsam ist oder
durch diese geteilt wird. Diese Konsensus-Sequenz zeigt die Nucleinsaure, die am haufigsten an jeder Position
im Polynucleotid gefunden wird. Zum Beispiel ist eine Gram-negative bakterielle 16S- oder 23S-rRNA-Konsen-
sus-Sequenz Gram-negativen Bakterien gemeinsam und wird im Allgemeinen nicht in Bakterien gefunden, die
nicht Gram-negativ sind.

[0036] Wie hierin verwendet, bezeichnet der Begriff ,konserviert" in Bezug auf 16S- oder 23S-rRNA-Sequen-
zen auch eine Sequenz, die einer bestimmten Gruppe von Organismen (z. B. Bakterien) gemeinsam ist oder
durch diese geteilt wird.

[0037] Eine ,Untereinheit" eines Oligonucleotids oder Oligonucleotid-Analogs bezeichnet eine Nucleotid(oder
Nucleotid-Analog)-Einheit des Oligomers. Der Begriff kann sich auf die Nucleotid-Einheit mit oder ohne ange-
lagerte Zwischen-Untereinheitsbindungen beziehen, wenn jedoch auf eine ,geladene Untereinheit" Bezug ge-
nommen wird, befindet sich die Ladung typischerweise in der Zwischen-Untereinheitsbindung (z. B. einer
Phosphat- oder Phosphorthioat-Bindung).

[0038] Wie hierin verwendet, bezeichnet ein ,Morpholin-Oligomer" ein polymeres Molekdl, das ein Gerist hat,
das Basen tragt, die zur Wasserstoffbindung an typische Polynucleotide in der Lage sind, wobei dem Polymer
eine Pentosezuckergerist-Einheit fehlt und genauer ein Ribosegeriist fehlt, das durch Phosphodiester-Bin-
dungen verknipft ist, was typisch flir Nucleotide und Nucleoside ist, das aber stattdessen einen Ring-Stickstoff
enthalt, wobei die Kopplung durch den Ring-Stickstoff erfolgt. Ein typisches ,Morpholin"-Oligonucleotid ist aus
Morpholin-Untereinheitsstrukturen der Form, die in Eig. 1A-Fig. 1D gezeigt ist, zusammengesetzt, wobei (i)
die Strukturen durch Phosphor-enthaltende Bindungen, die ein bis drei Atome lang sind, zusammen verknupft
sind, was den Morpholin-Stickstoff von einer Untereinheit mit dem 5' exocyclischen Kohlenstoff einer benach-
barten Untereinheit verbindet, und (ii) B eine Purin- oder Pyrimidin-basenpaarbildende Einheit ist, die wirksam
ist, um durch basenspezifische Wasserstoffbindung an eine Base in einem Polynucleotid zu binden.

[0039] Wie hierin verwendet, bezeichnet der Begriff ,PMO" ein Phosphordiamidat-Morpholin-Oligomer, wie
unten weiter beschrieben, worin das Oligomer ein Polynucleotid von etwa 10-40 Basen Lange, vorzugsweise
12-25 Basen Lange ist. Dieser bevorzugte Aspekt der Erfindung wird in Eiqg. 2B illustriert, wo die zwei Unter-
einheiten durch eine Phosphordiamidat-Bindung verknupft sind.

[0040] Wie hierin verwendet, ist ein ,Nuclease-resistentes" oligomeres Molekiil (Oligomer) eines, dessen Ge-
rist nicht fir eine Nucleasespaltung einer Phosphodiester-Bindung empfanglich ist. Phosphoramidat- oder
Phosphordiamidat-verknupfte Morpholin-Oligonucleotide der vorliegenden Erfindung, die ungeladene Gerlste
aufweisen, sind Nuclease-resistente Antisense-Oligomere.

[0041] ,Alkyl" bezeichnet ein vollstandig gesattigtes acyclisches monovalentes Radikal, enthaltend Kohlen-
stoff und Wasserstoff, das verzweigt oder eine gerade Kette sein kann. Beispiele von Alkylgruppen sind Methyl,
Ethyl, n-Butyl, t-Butyl, n-Heptyl und Isopropyl. ,Niedrigeres Alkyl" bezeichnet ein Alkyl-Radikal von ein bis
sechs Kohlenstoffatomen und vorzugsweise ein bis vier Kohlenstoffatomen, wie durch Methyl, Ethyl, Isopropyl,
n-Butyl, Isobutyl und t-Butyl veranschaulicht.

[0042] Wie hierin verwendet, ist eine erste Sequenz eine ,Antisense-Sequenz" im Bezug auf eine zweite Se-
quenz, wenn ein Polynucleotid mit einer ersten Sequenz unter physiologischen Bedingungen spezifisch an ein
Polynucleotid, das eine zweite Sequenz hat, bindet oder spezifisch damit hybridisiert.

[0043] Wie hierin verwendet, bezeichnet ein ,basenspezifischer intrazellularer Bindungsvorgang, der eine
Ziel-RNA involviert", die spezifische Bindung eines Oligomers an eine Ziel-RNA-Sequenz innerhalb einer Zelle.
Die Basenspezifitat einer solchen Bindung ist sequenzspezifisch. Zum Beispiel kann ein einzelstrangiges Po-
lynucleotid spezifisch an ein einzelstrangiges Polynucleotid binden, das in der Sequenz komplementar ist.

[0044] Wie hierin verwendet, bezeichnet ,Nuclease-resistenter Heteroduplex" einen Heteroduplex, der durch

die Bindung eines Antisense-Oligomers an sein komplementares Ziel gebildet wird, sodass der Heteroduplex
gegen in vivo-Degradierung durch ubiquitare intrazellulare und extrazellulare Nucleasen resistent ist.
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[0045] Wie hierin verwendet, bezeichnet der Begriff ,bakterielle Breitspektrumsequenz" in Bezug auf bakteri-
elle 16S-rRNA ein Oligonucleotid der Erfindung, das zu einem gewissen Segment der meisten, wenn nicht von
allen der hierin beschriebenen bakteriellen 16S-rRNA-Sequenzen ein Antisense-Oligonucleotid ist. Eine ent-
sprechende Definition trifft auf bakterielle 23S-rRNA zu. Beispielhafte bakterielle Breitspektrumsequenzen, die
hierin beschrieben sind, schlieen die Antisense-Oligomere ein, die als SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22 und
SEQ ID NO: 23, die Antisense-Oligomere zu einer 16S-rRNA-Sequenz von Escherichia coli (E. coli), Salmo-
nella thyphimurium (S. thyphi), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), Vibrio cholera, Neisseria gonor-
rhoea (N. gonorrhoea), Staphylococcus aureus (Staph. aureus), Mycobacterium tuberculosis (Myco. tubercul.),
Helicobacter pylori (H. pylori), Streptococcus pneumoniae (Strep. pneumoniae), Treponema palladium (Trepo-
nema pallad.), Chlamydia trachomatis (Chlamydia trach.), Bartonella henselae (Bartonella hens.), Hemophilis
influenza (H. influenza) und Shigella dysenterae (Shigella dys.) sind (siehe Tabelle 5A), und als SEQ ID NOs
24-25 dargelegt sind, die Antisense-Oligomere zu der 16s-rRNA der Mehrzahl dieser Organismen sind (siehe
Tabelle 5B).

[0046] Wie hierin verwendet, bezeichnet der Begriff ,bakterielle Engspektrumsequenz" in Bezug auf bakteri-
elle 16S-rRNA ein Oligonucleotid der Erfindung, das zu bestimmten, aber nicht den meisten oder allen der hier-
in beschriebenen bakteriellen 16S-rRNA-Sequenzen ein Antisense-Oligonucleotid ist. Wieder trifft eine ent-
sprechende Definition fir bakterielle 23S-rRNA zu. Eine bakterielle Engspektrumsequenz kann spezifisch fur
ein Bakterium oder mehrere verschiedene Bakterien sein, z. B. ein Antisense-Oligomer, das ein Antisense-Oli-
gomer zu E. coli-, S. thyphi- und Shigella dys.-16S-rRNA ist, aber nicht zu den anderen hierin beschriebenen
bakteriellen 16S-rRNA-Sequenzen, wie durch SEQ ID NO: 31 veranschaulicht, oder ein Antisense-Oligomer,
das ein Antisense-Oligomer zu der E. coli 16S-rRNA-Sequenz, aber nicht den anderen hierin beschriebenen
bakteriellen 16S-rRNA-Sequenzen ist, wie durch SEQ ID NO: 32 veranschaulicht.

[0047] Wie hierin verwendet, bezeichnet der Begriff ,modulierende Expression" in Bezug auf Oligonucleotide
die Fahigkeit eines Antisense-Oligomers, die Expression eines bestimmten Proteins durch Wechselwirken mit
der Expression oder Translation der RNA entweder zu verstarken oder zu reduzieren.

[0048] Wie hierin verwendet, bezeichnet eine ,wirksame Menge" in Bezug auf ein Antisense-Oligomer die
Menge des Antisense-Oligomers, die entweder als eine Einzeldosis oder als Teil einer Reihe von Dosen an
einen Sauger Patienten verabreicht wird, die wirksam ist, um eine biologische Aktivitat, z. B. die Expression
einer ausgewahlten Nucleinsaurezielsequenz zu inhibieren.

[0049] Wie hierin verwendet, ist eine ,Behandlung"” eines Individuums oder einer Zelle jeder Typ von Interven-
tion, die als Mittel bereitgestellt wird, um den naturlichen Zustand des Individuums oder der Zelle zu verandern.
Behandlung schlief3t die Verabreichung eines Arzneimittels ein, ist aber nicht darauf limitiert, und kann entwe-
der prophylaktisch oder folgend auf den Beginn eines pathologischen Geschehens oder den Kontakt mit einem
ethiologischen Mittel durchgefiihrt werden.

[0050] Wie hierin verwendet, bezeichnet der Begriff ,verbessertes therapeutisches Ergebnis" in Bezug auf ei-
nen Patienten, der als mit einem bestimmten Bakterium infiziert diagnostiziert wurde, eine Verlangsamung
oder Reduzierung im Wachstum der Bakterien und/oder eine Verminderung oder die Eliminierung von nach-
weisbaren Symptomen, die typischerweise mit der Infektion durch jenes bestimmte Bakterium assoziiert sind.

Il. Antisense-Oligomere: Selektionskriterien

[0051] Antisense-Verbindungen, die in der Erfindung angewendet werden, erflllen vorzugsweise einige Kri-
terien der Struktur und Eigenschaften, die in den Unterabschnitten unten in Betracht gezogen werden.

A. Basensequenz und Lange

[0052] Die Antisense-Verbindung hat eine Basensequenz, die gegen eine ausgewahlte RNA-Zielsequenz ge-
richtet ist. Die Region der Komplementaritat mit der Ziel-RNA-Sequenz kann so kurz wie 10-12 Basen sein, ist
aber vorzugsweise 13-20 Basen und bevorzugter 17-20 Basen, um den erforderlichen Bindungs-Tm-Wert,
wie unten diskutiert, zu erreichen.

[0053] In manchen Fallen ist das Ziel fir die Modulierung der Aktivitat der 16S-rRNA unter Verwendung der
Antisense-Oligomere der Erfindung eine Sequenz in einer doppelstrangigen Region der 16s-rRNA wie dem
Peptidyltransferase-Zentrum, der Alpha-Sarcinschleife oder der mRNA-Bindungsregion der 16S-rRNA-Se-
quenz. In anderen Fallen ist das Ziel fur die Modulierung der Genexpression eine Sequenz in einer einzelstran-
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gigen Region der bakteriellen 16S- oder 23S-rRNA. Das Ziel kann eine Konsensus-Sequenz fir bakterielle
16S- oder 23S-rRNAs im Allgemeinen, eine Sequenz, die der 16s- oder 23S-rRNA von einem oder mehreren
Typ(en) von Bakterien (z. B. Gram-positiven oder Gram-negativen Bakterien) gemeinsam ist, oder die spezi-
fisch fUr eine bestimmte 16S- oder 23S-rRNA-Sequenz ist, sein.

[0054] Das Oligomer kann 100% komplementar zu der bakteriellen RNA-Zielsequenz sein, oder es kann
Fehlpaarungen einschlieRen, z. B. um Varianten zu beherbergen, so lange der Heteroduplex, der zwischen
dem Oligomer und der bakteriellen RNA-Zielsequenz gebildet wird, ausreichend stabil ist, um der Wirkung von
zellularen Nucleasen oder anderen Arten des Abbaus, die in vivo erfolgen kdnnen, zu widerstehen. Fehlpaa-
rungen, wenn sie vorhanden sind, sind zu den Endregionen des Hybridduplex hin weniger destabilisierend als
in der Mitte. Die Zahl der erlaubten Fehlpaarungen wird gemafl gut verstandenen Prinzipien der Duplex-Sta-
bilitdt von der Lange des Oligomers, dem Prozentsatz von G:C-Basenpaaren im Duplex und der Position der
Fehlpaarung(en) im Duplex abhangen. Obwohl solch ein Antisense-Polymer nicht notwendigerweise 100%
komplementar zu der bakteriellen RNA-Zielsequenz ist, ist es wirksam, um die Zielsequenz stabil und spezi-
fisch zu binden, sodass eine biologische Aktivitat des Nucleinsdureziels, z. B. die Expression eines/von bakte-
riellen Proteins/Proteinen, moduliert wird.

[0055] Oligomere, die so lange wie 40 Basen sind, kdnnen geeignet sein, wobei mindestens die Minimalzahl
der Basen, z. B. 10-15 Basen, komplementar zu der RNA-Zielsequenz ist. Im Allgemeinen ist jedoch die er-
leichterte oder aktive Aufnahme in Zellen bei Oligomerlangen von weniger als etwa 30, vorzugsweise weniger
als 25 und mehr bevorzugt 20 oder weniger Basen optimiert. Fiir PMO-Oligomere, die weiter unten beschrie-
ben werden, erfolgen ein optimales Gleichgewicht von Bindungsstabilitdt und Aufnahme im Allgemeinen bei
Langen von 17-18 Basen.

B. Duplex-Stabilitat (Tm-Wert)

[0056] Das Oligomer muss einen stabilen Hybridduplex mit der Zielsequenz bilden. Vorzugsweise ist das Oli-
gomer in der Lage, an die RNA-Zielsequenz mit einem Tm-Wert zu hybridisieren, der im Wesentlichen gréRer
als der Tm-Wert eines Duplex ist, der aus einer entsprechenden DNA und derselben RNA-Zielsequenz zusam-
mengesetzt ist. Das Antisense-Oligomer wird einen Bindungs-Tm-Wert in Bezug auf eine RNA mit komplemen-
tarer Sequenz von mehr als der Kérpertemperatur und vorzugsweise mehr als 50°C haben. Tm-Werte im Be-
reich von 60-80°C oder mehr sind bevorzugt. Der Tm-Wert einer Antisense-Verbindung in Bezug auf die RNA
mit komplementérer Sequenz kann durch konventionelle Verfahren wie jene, die durch Harnes et al., Nucleic
Acid Hybridization, IRL Press 1985, S. 107-108 beschrieben wurden, gemessen werden. GemaR gut bekann-
ten Prinzipien kann der Tm-Wert einer Oligomer-Verbindung in Bezug auf ein Komplementarbasen-RNA-Hyb-
rid durch Erhéhen der Lange (in Basenpaaren) des Heteroduplex erhéht werden. Zur selben Zeit kann es zu
Zwecken der Optimierung des Zelltransports vorteilhaft sein, die GroRe des Oligomers zu limitieren. Aus die-
sem Grund werden Verbindungen, die einen hohen Tm-Wert (50°C oder mehr) bei einer Lange von 15-20 Ba-
sen oder weniger zeigen, gegenuber jenen, die 20+ Basen fir hohe Tm-Werte erfordern, bevorzugt werden.

[0057] Es ist auch bekannt, dass ein Erhdhen des Verhaltnisses von C:G-gepaarten Basen im Duplex im All-
gemeinen den Tm-Wert einer Oligomer-Verbindung erhdht. Untersuchungen zu Gunsten der Erfindung legen
nahe, dass ein Maximieren der Zahl von C-Basen im Antisense-Oligomer besonders gunstig ist.

C. Aufnahme durch Zellen

[0058] Um adaquate intrazellulare Spiegel zu erzielen, muss das Antisense-Oligomer aktiv durch die Zellen
aufgenommen werden, was heil3t, dass die Verbindung durch erleichterten oder aktiven Transport aufgenom-
men wird, wenn sie in freier (nicht in einem Komplex) Form verabreicht wird, oder durch einen endocytotischen
Mechanismus aufgenommen wird, wenn sie in einer Komplex-Form verabreicht wird.

[0059] Wenn die Antisense-Verbindung in Komplex-Form verabreicht wird, ist das komplexbildende Mittel ty-
pischerweise ein Polymer, z. B. ein kationisches Lipid, Polypeptid oder nicht-biologisches kationisches Poly-
mer, das eine entgegengesetzte Ladung zu einer Nettoladung auf der Antisense-Verbindung hat. Verfahren
zum Bilden von Komplexen, einschlieBlich Zweischicht-Komplexen, zwischen anionischen Oligonucleotiden
und kationischen Lipid- oder anderen Polymer-Komponenten sind gut bekannt. Zum Beispiel wird die liposo-
male Zusammensetzung Lipofectin® (Felgner et al., 1987), enthaltend das kationische Lipid DOTMA
(N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammoniumchlorid) und das neutrale Phospholipid DOPE (Dioleyl-
phosphatidylethanolamin), weithin verwendet. Nach der Verabreichung wird der Komplex durch Zellen mittels
eines endocytotischen Mechanismus aufgenommen, was typischerweise eine Partikel-Einkapselung in endo-
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somale Korper involviert. Die Fahigkeit des Antisense-Mittels, zellularen Nucleasen zu widerstehen, fordert
das Uberleben und die schlussendliche Abgabe des Mittels an das Zell-Cytoplasma.

[0060] Im Fall, in dem das Mittel in freier Form verabreicht wird, sollte das Mittel im Wesentlichen ungeladen
sein, was heildt, dass eine Mehrheit seiner Zwischenuntereinheits-Bindungen bei einem physiologischen
pH-Wert ungeladen ist. Experimente, die zu Gunsten der Erfindung durchgefihrt wurden, weisen darauf hin,
dass eine kleine Zahl von Nettoladungen, z. B. 1-2 fir ein 15- bis 20-mer Oligomer, die Zellaufnahme von be-
stimmten Oligomeren mit im Wesentlichen ungeladenen Gerusten verstarken kann. Die Ladungen kdnnen auf
dem Oligomer selbst, z. B. in den Geriustbindungen, getragen werden oder kénnen terminale geladene Grup-
pen-Anhange sein. Vorzugsweise ist die Zahl der geladenen Bindungen nicht mehr als eine geladene Bindung
pro vier ungeladene Bindungen.

[0061] Ein Oligomer kann auch sowohl negativ als auch positiv geladene Gerist-Bindungen enthalten, so lan-
ge zwei entgegengesetzte Ladungen im Wesentlichen ausgleichend sind und vorzugsweise keine Abschnitte
von mehr als 3-5 aufeinanderfolgenden Untereinheiten von jeder Ladung einschlieRen. Zum Beispiel kann das
Oligomer eine vorgegebene Zahl von anionischen Bindungen und eine vergleichbare Zahl von kationischen
Bindungen haben, wie N,N-Diethylendiaminphosphoramidate (Dagle). Die Nettoladung ist vorzugsweise neu-
tral oder héchstens 1-2 Nettoladungen pro Oligomer, wie oben.

[0062] Zusatzlich dazu, dass das Antisense-Mittel im Wesentlichen oder vollstdndig ungeladen ist, ist es vor-
zugsweise ein Substrat fir ein Membran-Transportersystem (d. h. ein Membranprotein oder Membranprotei-
ne), das zum Ermdglichen des Transports oder zum aktiven Transportieren des Oligomers Uber die Zellmem-
bran in der Lage ist. Diese Eigenschaft kann durch einen einer Reihe von Tests, wie folgt, fur die Oligomer-In-
teraktion oder Zellaufnahme bestimmt werden.

[0063] Ein erster Test bewertet die Bindung an Zelloberflachenrezeptoren durch Untersuchen der Fahigkeit
einer Oligomer-Verbindung, ein ausgewahltes geladenes Oligomer, z. B. ein Phosphorthioat-Oligomer auf ei-
ner Zelloberflache zu verlagern oder durch dieses verlagert zu werden. Die Zellen werden mit einer vorgege-
benen Menge des Test-Oligomers, das typischerweise fluoreszierend markiert ist, bei einer Oligomer-Endkon-
zentration zwischen etwa 10-300 nM inkubiert. Kurz danach, z. B. 10-30 Minuten (bevor eine signifikante In-
ternalisierung des Test-Oligomers erfolgen kann), wird das Verlagerungs-Agens in stufenweise steigenden
Konzentrationen zugefligt. Wenn die Testverbindung in der Lage ist, an einen Zelloberflachenrezeptor zu bin-
den, wird beobachtet werden, dass die Verlagerungsverbindung die Test-Verbindung verlagert. Wenn gezeigt
wird, dass die Verlagerungsverbindung 50% Verlagerung bei einer Konzentration von 10X der Testverbin-
dungskonzentration oder weniger produziert, wird erachtet, dass die Testverbindung an derselben Erken-
nungsstelle fir das Zelltransportsystem bindet wie die Verlagerungsverbindung.

[0064] Ein zweiter Test misst den Zelltransport durch Untersuchen der Fahigkeit der Testverbindung, einen
markierten Reporter, z. B. einen Fluoreszenz-Reporter, in Zellen zu transportieren. Die Zellen werden in der
Anwesenheit der markierten Testverbindung, die in einer Endkonzentration zwischen etwa 10-300 nM zuge-
fugt wird, inkubiert. Nach einer Inkubation fir 30-120 Minuten werden die Zellen z. B. durch Mikroskopie auf
die intrazellulare Markierung untersucht. Das Vorliegen einer signifikanten intrazellularen Markierung ist ein
Hinweis, dass die Testverbindung durch erleichterten oder aktiven Transport transportiert wird.

[0065] Ein dritter Test beruht auf der Fahigkeit von bestimmten Antisense-Verbindungen, wirksam bakterielles
Wachstum zu inhibieren, wenn sie gegen bakterielle 16S- oder 23S-rRNA gerichtet sind. Untersuchungen, die
zur Stutze der vorliegenden Erfindung ausgefihrt wurden, zeigen, dass die Inhibition einen aktiven oder er-
leichterten Transport Uber bakterielle Zellmembranen erfordert. Die Testverbindung wird mit einer 16S-Zielse-
quenz hergestellt, von der gezeigt worden ist, dass sie im Inhibieren des bakteriellen Wachstums wirksam ist.
Zum Beispiel sind die SEQ ID NOS: 1-3 hierin reprasentative Sequenzen gegen E. coli 16S-rRNA. Die Verbin-
dung wird in steigenden Konzentrationen, typischerweise zwischen 10 nM und 1 mM, zu der wachsenden bak-
teriellen Kultur zugefiigt. Die Fahigkeit, bakterielles Wachstum zu inhibieren, wird aus der Zahl der Zellkolo-
nie-Zellzdhlungen 24-72 Stunden nach der Zugabe der Testverbindung gemessen. Die Verbindungen, die eine
50% Inhibition bei einer Konzentration zwischen etwa 100-500 nM oder weniger produzieren kdnnen, werden
als gute Kandidaten fir den aktiven Transport angesehen.

[0066] Wie durch die Daten in Fig. 4 gezeigt, inhibierten 500 nM PMO-Antisense-Oligomer, das gegen
VRE(Vancomycin-resistenten Enterococcus)-16s-rRNA gerichtet ist, die die SEQ ID NO: 92 hat, das Wachs-
tum in VRE um etwa 50%. Es wurde auch beobachtet, dass die Zugabe einer vergleichbar grolen Konzentra-
tion (50 uM) eines nicht-Zielsequenz-PMO (Antisensesequenz zu c-myc; SEQ ID NO: 139) diese Wirkung im

10/81



DE 600 38 695 T2 2009.05.28

Wesentlichen nichtig macht, was nahe legt, dass der Transportmechanismus eine begrenzte Kapazitat auf-
weist.

D. mRNA-Resistenz gegen RNaseH

[0067] Es ist vorgeschlagen worden, dass zwei allgemeine Mechanismen die Inhibierung der Expression
durch Antisense-Oligonucleotide bewirken. (Siehe z. B. Agrawal et al, 1990; Bonham et al., 1995; und Boud-
villain et al., 1997). Erstens ist ein Heteroduplex, der zwischen dem Oligonucleotid und der mRNA gebildet
wird, ein Substrat fir RNaseH, was zur Spaltung der mRNA fiihrt. Oligonucleotide, die zu dieser Klasse geho-
ren oder von denen angenommen wird, dass sie dazu gehdren, schlieen Phosphorthioate, Phosphotriester
und Phosphodiester ein (nicht modifizierte ,natirliche" Oligonucleotide). Weil jedoch solche Verbindungen
mRNA in einer Oligomer:RNA-Duplexstruktur fur eine Proteolyse durch RNaseH und daher den Verlust des
Duplex offenlegen wiirden, sind sie suboptimal; sie sind nicht fur die Verwendung in der vorliegenden Erfindung
eingeschlossen. Es ist nicht beobachtet worden, dass eine zweite Klasse von Oligonucleotid-Analogen, ge-
nannt ,sterische Blocker" oder alternativ ,RNaseH inaktiv" oder ,RNaseH-resistent", als ein Substrat fir RNa-
seH wirkt, und es wird angenommen, dass sie durch sterische Blockierung von nucleocytoplasmatischem
Ziel-RNA-Transport, SpleiBung oder Translation wirkt. Diese Klasse schlie3t Methylphosphonate (Toulme et
al.,, 1996), Morpholin-Oligonucleotide, wie durch die vorliegende Erfindung umfasst, Peptid-Nucleinsauren
(PNA's); 2'-O-Allyl- oder 2'-O-Alkyl-modifizierte Oligonucleotide (Bonham, 1995) und N3'-P5' Phosphoramida-
te (Gee, 1998; Ding) ein.

[0068] Ein Test-Oligomer kann durch Bilden eines RNA-Oligomer-Duplex mit der Testverbindung, dann Inku-
bieren des Duplex mit RNaseH unter Standard-Testbedingungen, wie in Stein et al. beschrieben, auf seine Fa-
higkeit, mMRNA gegen RNaseH zu schitzen, getestet werden. Nach dem Aussetzten gegenliber RNaseH kann
das Vorliegen oder Fehlen des intakten Duplex durch Gelelektrophorese oder Massenspektrometrie iberwacht
werden.

[0069] Beim Testen eines Oligomers auf ein Geeignetsein in der vorliegenden Erfindung wird vorzugsweise
jede der oben detailliert beschriebenen Eigenschaften erflllt. Es wird anerkannt, dass die ,im Wesentlichen
ungeladene" Eigenschaft von Natur aus erfillt wird, wo die Bindungen ungeladen sind, und die Zielse-
quenz-Komplementaritat wird durch Basensequenz-Design erreicht. Daher wird ein Oligomer vorzugsweise
hinsichtlich (i) seines Tm-Werts in Bezug auf die Ziel-RNA bei einer Duplexlange von vorzugsweise zwischen
12-20 Basenpaaren, (ii) seiner Fahigkeit, durch aktiven oder erleichterten Transport Uber Zellmembranen
transportiert zu werden, und (iii) seiner Fahigkeit, RNA-Proteolyse durch RNaseH in Duplex-Form zu verhin-
dern, getestet.

[0070] Die antibakterielle Wirksamkeit eines vorgegebenen Antisense-Oligomers kann weiter durch Scree-
ning-Verfahren, die auf dem Fachgebiet bekannt sind, bewertet werden. Zum Beispiel kann das Oligomer mit
einer bakteriellen Kultur in vitro inkubiert und die Wirkung auf die 16S-Ziel-RNA durch Uberwachen (1) der He-
teroduplex-Bildung mit der Zielsequenz und/oder Nicht-Zielsequenzen unter Verwendung von Vorgehenswei-
sen, die Fachleuten bekannt sind, z. B. eines elektrophoretischen Gel-Mobilitatstests; (2) der Menge der
16S-mRNA, bestimmt durch Standardtechniken wie RT-PCR oder Northern-Blot; (3) der Menge der bakteriel-
len Proteinproduktion, bestimmt durch Standardtechniken wie ELISA oder Western-Blot-Verfahren; oder (4)
der Menge des bakteriellen Wachstums in vitro sowohl fiir Bakterien, von denen bekannt ist, dass sie die
16S-rRNA-Sequenz haben, gegen die ein bestimmtes Antisense-Oligomer gerichtet ist, als auch Bakterien,
von denen nicht vorhergesagt wird, dass sie die 16S-rRNA-Zielsequenz haben, bewertet werden.

[0071] Kandidaten-Antisense-Oligomere kdnnen auch gemaf gut bekannten Verfahren auf akute und chro-
nische zellulare Toxizitat wie die Wirkung auf Protein- und DNA-Synthese, gemessen durch Inkorporation von
®*H-Leucin beziehungsweise *H-Thymidin, bewertet werden. Zusatzlich werden verschiedene Kontroll-Oligonu-
cleotide, z. B. ein oder mehrere Kontroll-Oligonucleotid(e) wie Sense-, Nonsense- oder verstreute (,scram-
bled") Antisense-Sequenzen oder Sequenzen, die fehlgepaarte Basen enthalten, im Aligemeinen in den Be-
wertungsprozess eingeschlossen, um die Spezifitadt der Bindung der Kandidaten-Antisense-Oligomere zu be-
statigen. Die Ergebnisse von solchen Tests ermdglichen die Unterscheidung von spezifischen Wirkungen der
Antisense-Inhibition der Genexpression von wahlloser Suppression. (Siehe z. B. Bennett et al., 1995). Sequen-
zen konnen, wie bendtigt, modifiziert werden, um nicht-spezifische Bindung von Antisense-Oligomeren an
Nicht-Zielsequenzen z. B. durch Andern der Lange oder des Grads der Komplementaritit zu der Zielsequenz
zu limitieren.
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lll. Ungeladene Oligonucleotid-Analoge

[0072] Ein Beispiel einer ungeladenen Bindung, die in Oligonucleotid-Analogen der Erfindung verwendet wer-
den kann, ist in Fig. 3 gezeigt. (Wie unten angemerkt, kann auch eine kleine Zahl von geladenen Bindungen,
d. h. geladenes Phosphoramidat, in die Oligomere inkorporiert werden.) In Fig. 3 reprasentiert B eine Purin-
oder Pyrimidin-basenpaarbildende Einheit, die wirksam ist, durch basenspezifische Wasserstoffbindung an
eine Base in einem Polynucleotid, vorzugsweise ausgewahlt aus Adenin, Cytosin, Guanin und Uracil, zu bin-
den. Die Bindungen verbinden Nucleotid-Untereinheiten, wobei jede aus einem 6-Mitglieder-Ring besteht, der
eine basenpaarbildende Einheit tragt, die wirksam ist, mittels Watson-Crick-Basenpaarung an eine entspre-
chende Nucleotidbase in der bakteriellen Nucleinsduresequenz zu binden.

[0073] Die Oligomerstruktur der vorliegenden Erfindung verwendet Morpholin-basierende Untereinheiten, die
basenpaarbildende-Einheiten tragen, verbunden durch ungeladene Bindungen, wie oben dargelegt. Beson-
ders bevorzugt ist ein im Wesentlichen ungeladenes Morpholin-Oligomer, wie durch die Phosphordiamidat-ver-
knUpfte Verbindung, die in Fig. 3 gezeigt ist, illustriert. Morpholin-Oligonucleotide, einschlief3lich Antisense-Oli-
gomere, werden zum Beispiel in den gemeinsam im Besitz befindlichen US-Patenten Nr. 5,698,685,
5,217,866, 5,142,047, 5,034,506, 5,166,315, 5,185,444, 5,521,063 und 5,506,337 detailliert angefiihrt. Wiin-
schenswerte chemische Eigenschaften der Morpholin-basierenden Untereinheiten sind die Fahigkeit, in einer
oligomeren Form durch stabile, ungeladene Gerist-Bindungen verknilipft zu sein, die Fahigkeit des so gebil-
deten Polymers, mit einer Komplementarbasen-Zielnucleinsaure, einschliellich einer Ziel-RNA, mit hohem
Tm-Wert zu hybridisieren, sogar mit Oligomeren, die so kurz wie 10-14 Basenpaare sind, die Fahigkeit des
Oligomers, aktiv in Sdugerzellen transportiert zu werden, und die Fahigkeit des Oligomer:RNA-Heteroduplex,
einem RNase-Abbau zu widerstehen.

[0074] Beispielhafte Geruststrukturen fiir Antisense-Oligonucleotide der Erfindung schliefen die Morpho-
lin-Untereinheitstypen ein, die in den Fig. 1A-D gezeigt sind, wobei jeder durch eine ungeladene, Phos-
phor-enthaltende Untereinheitsbindung verkniipft ist. In diesen Figuren kann der Anhang der X-Einheit von
Phosphor jeder der folgenden sein: Fluor; ein Alkyl oder substituiertes Alkyl; ein Alkoxy oder substituiertes Alk-
oxy; ein Thioalkoxy oder ein substituiertes Thioalkoxy; oder ein nicht-substituierter, monosubstituierter oder di-
substituierter Stickstoff, einschlieBlich zyklischer Strukturen. Alkyl, Alkoxy und Thioalkoxy schlieRen vorzugs-
weise 1-6 Kohlenstoffatome und mehr bevorzugt 1-4 Kohlenstoffatome ein. Monosubstituierter oder disubsti-
tuierter Stickstoff bezeichnet vorzugsweise eine niedrigere Alkyl-Substitution, und die zyklischen Strukturen
sind vorzugsweise Stickstoff-Heterozyklen mit 5 bis 7 Mitgliedern, die optionell 1-2 zusatzliche Heteroatome
enthalten, ausgewahlt von Sauerstoff, Stickstoff und Schwefel. Z ist Schwefel oder Sauerstoff und ist vorzugs-
weise Sauerstoff.

[0075] Fig. 1 zeigt eine Phosphor-enthaltende Bindung, die das Wiederholungseinheit-Gerist aus fiinf-Ato-
men, das in Eig. 2A gezeigt ist, bildet, wobei die Morpholin-Ringe durch eine 1-Atom-Phosphoramid-Bindung
verbunden sind.

[0076] Die Untereinheit B in Fig. 1B ist fir Wiederholungseinheit-Gerliste aus 6 Atomen gestaltet, wie in
Fig. 2B gezeigt. In Eig. 1B kann das Atom Y, das den 5'-Morpholin-Kohlenstoff mit der Phosphorgruppe ver-
knlpft, Schwefel, Stickstoff, Kohlenstoff oder vorzugsweise Sauerstoff sein. Die X- und Z-Einheiten sind, wie
oben definiert. Besonders bevorzugte Morpholin-Oligonucleotide schlie3en jene ein, die aus Morpholin-Unter-
einheitsstrukturen mit der Form, wie in Eig. 2B gezeigt, zusammengesetzt sind, wobei X = NH, oder N(CHy,),,
Y, Sauerstoff ist und Z Sauerstoff ist.

[0077] Die Untereinheiten C-D in den Fig. 1C-D sind fur Gerlste mit einer Einheiten-Lange von 7 Atomen
gestaltet, wie fir Strukturen in den Fig. 2C und D gezeigt. In Struktur C ist die X-Einheit wie in Struktur B, und
die Einheit Y, kann Methylen, Schwefel oder vorzugsweise Sauerstoff sein. In Struktur D sind die X- und Y,-Ein-
heiten wie in Struktur B. In allen Untereinheiten, die in den Fig. 1 und 2 gezeigt sind, ist jedes Pi und Pj eine
Purin- oder Pyrimidin-basenpaarbildende Einheit, die wirksam ist, um durch basenspezifische Wasserstoffbin-
dung an eine Base in einem Polynucleotid zu binden, und wird vorzugsweise aus Adenin, Cytosin, Guanin und
Uracil ausgewahlt.

[0078] Wie oben angemerkt, kann das im Wesentlichen ungeladene Oligomer vorteilhafterweise eine limitier-
te Zahl von geladenen Bindungen einschlieRen, z. B. bis zu etwa 1 pro je 5 ungeladenen Bindungen. In den
Morpholin-Oligomeren kann solch eine geladene Bindung eine Bindung sein, wie durch jede der Eig. 2A-D,
vorzugsweise Fig. 2B reprasentiert, wobei X Oxid (-O7) oder Sulfid (-S7) ist.
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[0079] Die Antisense-Verbindungen der Erfindung kénnen durch schrittweise Festphasen-Synthese unter An-
wendung von Verfahren, die in den oben zitierten Bezugnahmen detailliert beschrieben sind, synthetisiert wer-
den. Die Sequenz von Untereinheits-Anfligungen wird durch die ausgewahlte Basensequenz bestimmt (siehe
Abschnitte 11D und IV unten). In manchen Fallen kann es wiinschenswert sein, zusatzliche chemische Einhei-
ten an die Oligomer-Verbindungen anzufligen, z. B. um die Pharmakokinetik der Verbindung zu verstarken
oder um das Einfangen oder den Nachweis der Verbindung zu ermdglichen. Solch eine Einheit kann gemaf
Standard-Syntheseverfahren typischerweise kovalent an das 5'- oder 3'-Ende des Oligomers angefugt werden.
Zum Beispiel kann die Zugabe einer Polyethylenglycol-Einheit oder eines anderen hydrophilen Polymers, z. B.
eines, das 10-100 Polymer-Untereinheiten hat, im Verstarken der Ldslichkeit niitzlich sein. Eine oder mehrere
geladene Gruppe(n), z. B. anionische geladene Gruppen wie ein organisches Salz, kdnnen die Zellaufnahme
verstarken. Eine Reportereinheit wie Fluorescein oder eine radioaktiv markierte Gruppe kann zu Zwecken des
Nachweises angeheftet werden. Alternativ kann die Reportermarkierung, die an das Oligomer angeheftet ist,
ein Ligand wie ein Antigen oder Biotin sein, der zum Binden eines markierten Antikdrpers oder von Streptavidin
in der Lage ist. Im Selektieren einer Einheit fir das Anheften oder die Modifizierung eines Antisense-Oligo-
mers, ist es naturlich allgemein wiinschenswert, chemische Verbindungen von Gruppen auszuwahlen, die bi-
okompatibel sind und wahrscheinlich durch ein Subjekt ohne unerwiinschte Nebenwirkungen toleriert werden.

IV. Beispielhafte bakterielle Ziele

[0080] Escherichia coli (E. coli) ist ein Gram-negatives Bakterium, das Teil der normalen Flora des Gastroin-
testinaltrakts ist. Es gibt Hunderte von Stammen von E. coli, wobei die meisten davon harmlos sind und im Gas-
trointestinaltrakt von gesunden Menschen und Tieren leben. Derzeit gibt es vier anerkannte Klassen von en-
terovirulenten E. coli (die ,EEC-Gruppe"), die Gastroenteritis in Menschen verursachen. Unter diesen gibt es
enteropathogene (EPEC) Stamme und jene, deren Virulenz-Mechanismus mit der Exkretion von typischen E.
coli-Enterotoxinen in Beziehung stehen. Solche Stamme von E. coli kdbnnen verschiedene Krankheiten, ein-
schlie3lich jener, die mit einer Infektion des Gastrointestinaltrakts und des Harntrakts, einer Septikdmie, Pneu-
monie und Meningitis assoziiert sind, hervorrufen. Antibiotika sind gegen manche Stdmme nicht wirksam und
verhindern nicht notwendigerweise ein Wiederauftreten einer Infektion.

[0081] Zum Beispiel wird geschatzt, dass der E. coli-Stamm 0157:H7 10000 bis 20000 Infektionsfalle jahrlich
in den Vereinigten Staaten verursacht (Federal Centers for Disease Control and Prevention). Hamorrhagische
Colitis ist der Name der akuten Krankheit, die durch E. coli 0157:H7 verursacht wird. Vorschulkinder und die
alteren Menschen weisen das grofite Risiko fur schwere Komplikationen auf. Es wurde vor kurzem berichtet,
dass der E. coli-Stamm 0157:H7 die Todesursache von vier Kindern war, die zu kurz gekochte Hamburger von
einem Fastfood-Restaurant im pazifischen Nordwesten af3en.

[0082] Salmonella thyphimurium sind Gram-negative Bakterien, die verschiedene Zustande verursachen, die
klinisch von lokalisierten Gastrointestinal-Infektionen und Gastroenteritis (Diarrhde, Bauchkrampfe und Fieber)
zu Salmonellenenteriditis (einschlieBlich typhoides Fieber) reichen, was schwere systemische Krankheiten
sind. Eine Salmonella-Infektion verursacht auch wesentliche Verluste bei Nutztieren.

[0083] Typisch fir Gram-negative Bazillen enthalt die Zellwand von Salmonella spp. eine komplexe Lipopo-
lysaccharid(LPS)-Struktur, die bei der Lyse der Zelle freigesetzt wird und als ein Endotoxin wirken kann, das
zu der Virulenz des Organismus beitragt.

[0084] Kontaminierte Lebensmittel sind der Hauptweg der Ubertragung einer nicht-typhoiden Salmonellen-In-
fektion aufgrund der Tatsache, dass Salmonella in Fleisch und tierischen Produkten tberlebt, die nicht vollstan-
dig gekocht sind. Die haufigsten tierischen Quellen sind Hihner, Puten, Schweine und Kiihe, zusatzlich zu
zahlreichen anderen Haus- und Wildtieren. Die Epidemiologie von typhoidem Fieber und anderen Salmonel-
lenenteritis-Arten, die durch Salmonella spp. verursacht werden, ist mit Wasser assoziiert, das mit menschli-
chen Fakalien kontaminiert ist.

[0085] Impfstoffe flir Bauchtyphus sind erhaltlich und sind teilweise wirksam; es sind jedoch keine Impfstoffe
gegen eine nicht-typhoide Salmonella-Infektion erhaltlich. Nicht-typhoide Salmonellose wird durch hygienische
Schlachtpraktiken und ausgiebiges Kochen und Kihlen von Lebensmitteln kontrolliert. Antibiotika sind fiir eine
systemische Krankheit indiziert, und Ampicillin ist mit einem gewissen Erfolg verwendet worden. Bei Patienten
in Behandlung mit tbermaRigen Mengen von Antibiotika, Patienten in Behandlung mit immunsuppressiven
Arzneistoffen nach einer Magenoperation und in Patienten mit hdmolytischer Andmie, Leukamie, Lymphom
oder AIDS bleibt jedoch eine Salmonella-Infektion ein medizinisches Problem.
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[0086] Pseudomonas spp. sind motile, Gram-negative Stabchen, die klinisch wichtig sind, weil sie gegen die
meisten Antibiotika resistent sind, und sind eine Hauptursache von Spital-erworbenen (nosokomialen) Infekti-
onen. Eine Infektion ist am haufigsten in: abwehrgeschwachten Individuen, Verbrennungsopfern, Individuen
mit Beatmungsgeraten, Individuen mit Dauerkathetern, Benutzern von IV-Narkotika und Individuen mit chroni-
scher Lungenkrankheit (z. B. cystischer Fibrose). Obwohl eine Infektion in gesunden Individuen selten ist, kann
sie an vielen Stellen erfolgen und zu Harntrakts-Infektionen, Sepsis, Pneumonie, Pharyngitis und zahlreichen
anderen Problemen fuhren, und eine Behandlung versagt oft mit gréRerer signifikanter Mortalitat.

[0087] Vibrio cholerae ist ein Gram-negatives Stabchen, das Menschen infiziert und Cholera verursacht, eine
Krankheit, die durch schlechte Hygiene verbreitet wird, was in kontaminierten Wasserversorgungen resultiert.
Vibrio cholerae kann den menschlichen Diinndarm kolonialisieren, wo es ein Toxin produziert, das den lonen-
transport Uber die Mukosa zerstort, was zu Diarrhde und Wasserverlust fihrt. Individuen, die mit Vibrio chole-
rae infiziert sind, bendétigen eine Rehydrierung entweder intravends oder oral mit einer Losung, die Elektrolyte
enthalt. Die Krankheit ist im Allgemeinen selbst-limitierend; es kann jedoch Tod durch Dehydrierung und Ver-
lust von essenziellen Elektrolyten erfolgen. Es ist gezeigt worden, dass Antibiotika wie Tetracyclin den Verlauf
der Krankheit verkirzen, und orale Impfstoffe sind derzeit in Entwicklung.

[0088] Neisseria gonorrhoea ist ein Gram-negativer Coccus, der das verursachende Agens der haufig sexuell
Ubertragenen Krankheit Gonorrhée ist. Neisseria gonorrhoeae kann seine Oberflachen-Antigene variieren,
was die Entwicklung einer Immunitat gegen eine Reinfektion verhindert. Beinahe 750000 Falle von Gonorrhde
werden jahrlich in den Vereinigten Staaten berichtet, mit geschatzten zusatzlichen 750000 nicht-berichteten
Fallen jahrlich, vorwiegend unter Teenagern und jungen Erwachsenen. Ampicillin, Amoxicillin oder ein gewis-
ser Typ von Penicillin pflegten fir die Behandlung der Gonorrhée empfohlen zu werden. Die Haufigkeit einer
Penicillin-resistenten Gonorrhée ist jedoch steigend, und neue Antibiotika, die durch Injektion verabreicht wer-
den, z. B. Ceftriaxon oder Spectinomycin, werden jetzt verwendet, um die meisten Gonococcen-Infektionen zu
behandeln.

[0089] Staphylococcus aureus ist ein Gram-positiver Coccus, der normalerweise die menschliche Nase kolo-
nialisiert und manchmal auf der Haut gefunden wird. Staphylococcus kann Infektionen des Blutstroms, Pneu-
monie und Infektionen an chirurgischen Stellen in Krankenhauseinrichtungen bewirken (d. h. nosokomiale In-
fektionen). Staph. aureus kann eine schwere Lebensmittelvergiftung verursachen, und viele Stdmme wachsen
auf Lebensmitteln und produzieren Exotoxine. Eine Staphylococcus-Resistenz gegen Ubliche Antibiotika, z. B.
Vancomycin, ist in den Vereinigten Staaten und Ubersee als eine Hauptherausforderung fiir die éffentliche Ge-
sundheit sowohl in Gemeinschafts- als auch Krankenhauseinrichtungen aufgetreten. Kurzlich ist ein Vancomy-
cin-resistentes Staph. aureus-Isolat auch in Japan identifiziert worden.

[0090] Mycobacterium tuberculosis ist ein Gram-positives Bakterium, das das verursachende Agens fir Tu-
berkulose, eine manchmal lahmende und tédliche Krankheit, ist. Tuberkulose ist global im Ansteigen und ist
die fuhrende Todesursache einer einzelnen infektidsen Krankheit (mit einer derzeitigen Sterberate von drei Mil-
lionen Menschen pro Jahr). Sie kann einige Organe des menschlichen Kérpers, einschliellich des Gehirns,
der Nieren und der Knochen, betreffen; Tuberkulose befallt jedoch am haufigsten die Lungen.

[0091] In den Vereinigten Staaten sind ungefahr 10 Millionen Individuen mit Mycobacterium tuberculosis infi-
ziert, angezeigt durch positive Hauttests, mit ungefahr 26000 neuen Fallen einer aktiven Krankheit pro Jahr.
Der Anstieg der Tuberkulose(TB)-Falle ist mit HIV/AIDS, Obdachlosigkeit, Drogenmissbrauch und Immigration
von Personen mit aktiven Infektionen assoziiert worden. Derzeitige Behandlungsprogramme fur Arznei-
stoff-empfangliche TB involvieren die Aufnahme von zwei oder vier Arzneistoffen (z. B. Isoniazid, Rifampin, Py-
razinamid, Ethambutol oder Streptomycin) fir einen Zeitraum von sechs bis neun Monaten, weil nicht alle
TB-Keime durch einen einzelnen Arzneistoff zerstort werden kénnen. Zuséatzlich ist die Beobachtung von Arz-
neistoff-resistenten und Mehrfacharzneistoff-resistenten Stdmmen von Mycobacterium tuberculosis im Stei-
gen.

[0092] Helicobacter pylori (H. pylori) ist ein mikro-aerophiler, Gram-negativer, langsam wachsender, begeifiel-
ter Organismus mit einer spiraligen oder S-férmigen Morphologie, der die Auskleidung des Magens infiziert. H.
pylori ist ein menschliches Magen-Pathogen, das mit chronischer oberflachlicher Gastritis, Magenge-
schwiir-Erkrankung und chronischer atrophischer Gastritis, die zu Magen-Adenokarzinom flhrt, assoziiert ist.
H. pylori ist eine der haufigsten chronischen bakteriellen Infektionen in Menschen und wird in Uber 90% der
Patienten mit aktiver Gastritis gefunden. Die derzeitige Behandlung schlie3t eine Dreifach-Arzneistoff-Thera-
pie mit Bismut, Metronidazol und entweder Tetracyclin oder Amoxicillin ein, was H. pylori in den meisten Fallen
ausrottet. Probleme mit der Dreifach-Therapie schlieRen die Patienten-Zustimmung, Nebenwirkungen und Me-
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tronidazol-Resistenz ein. Alternative Behandlungsplane einer Zweifach-Therapie, die vielversprechend sind,
sind Amoxicillin plus Metronidazol oder Omeprazol plus Amoxicillin.

[0093] Streptococcus pneumoniae ist ein Gram-positiver Coccus und eine der haufigsten Ursachen von bak-
terieller Pneumonie so wie von Mittelohrinfektionen (Otitis media) und Meningitis. Jedes Jahr machen Pneu-
mococcen-Krankheiten in den Vereinigten Staaten ungefahr 50000 Falle von Bakteriamie; 3000 Falle von Me-
ningitis; 100000-135000 Hospitalisierungen; und 7 Millionen Falle von Otitis media aus. Pneumococcen-Infek-
tionen verursachen in den Vereinigten Staaten geschatzte 40000 Todesfalle jahrlich. Kinder im Alter unter 2
Jahre, Erwachsene im Alter tGber 65 Jahre, Personen jeden Alters mit zugrundeliegenden medizinischen Zu-
standen, einschlieRlich z. B. kongestiver Herzerkrankung, Diabetes, Emphysem, Leberkrankheit, Sichelzel-
len-Anamie, HIV und jener, die unter besonderen Umweltbedingungen, z. B. in Altersheimen und Dauerpfle-
geeinrichtungen leben, weisen das gréte Risiko fir eine Infektion auf.

[0094] Arzneistoff-resistente S. pneumoniae-Stdmme sind in den Vereinigten Staaten haufig geworden, wo-
bei viele Penicillin-resistente Pneumococcen auch resistent gegen andere antimikrobielle Arzneistoffe wie Ery-
thromycin oder Trimethoprim-Sulfamethoxazol sind.

[0095] Treponema palladium ist eine Spirochate, die Syphilis verursacht. T. pallidum ist ausschliellich ein Pa-
thogen, das Syphilis, Frambésie und nicht-venerische endemische Syphilis oder Pinta verursacht. Treponema
pallidum kann nicht in vitro geziichtet werden und repliziert in der Abwesenheit von Saugerzellen. Die anfang-
liche Infektion verursacht ein Geschwiir an der Stelle der Infektion; die Bakterien bewegen sich jedoch quer
durch den Kdrper, wobei mit der Zeit viele Organe beschadigt werden. In ihren spaten Stadien kann unbehan-
delte Syphilis, wenngleich nicht ansteckend, schwere Herz-Abnormalitdten, mentale Stérungen, Blindheit, an-
dere neurologische Probleme und Tod verursachen.

[0096] Syphilis wird normalerweise mit Penicillin, das durch Injektion verabreicht wird, behandelt. Andere An-
tibiotika sind fur Patienten, die gegen Penicillin allergisch sind oder die nicht auf die tblichen Dosen von Peni-
cillin antworten, verfugbar. Eine korrekte Behandlung wird die Krankheit in allen Stadien der Syphilis heilen,
aber bei spater Syphilis kann eine Schadigung, die bereits an Kdrperorganen erfolgt ist, nicht riickgéngig ge-
macht werden.

[0097] Chlamydia trachomatis ist die haufigste bakterielle, sexuell ibertragene Krankheit in den Vereinigten
Staaten, und es wird geschatzt, dass jedes Jahr 4 Millionen neue Falle auftreten. Die hochsten Raten der In-
fektion sind bei 15- bis 19-dahrigen. Chlamydia ist eine Hauptursache von nicht-Gonococcen-Urethritis (NGU),
Cervicitis, bakterieller Vaginitis und Becken-Entziindungskrankheit (PID). Chlamydien-Infektionen kénnen sehr
milde Symptome oder gar keine Symptome haben; wenn sie jedoch unbehandelt bleiben, kénnen Chlamy-
dia-Infektionen zu einer schwere Schadigung der Reproduktionsorgane insbesondere in Frauen fuhren. Anti-
biotika wie Azithromycin, Erythromycin, Oflloxazin, Amoxicillin oder Doxycyclin werden typischerweise ver-
schrieben, um eine Chlamydia-Infektion zu behandeln.

[0098] Bartonella henselae. Katzenkratzfieber (CSF) oder Katzenkratzkrankheit (CSD) ist eine Krankheit von
Menschen, die durch Ausgesetztsein gegeniber Katzen erworben wird und durch ein Gram-negatives Stab-
chen verursacht wird, das urspriinglich Rochalimaea henselae genannt wurde und derzeit als Bartonella
henselae bekannt ist. Symptome schlieen Fieber und geschwollene Lymphknoten ein. CSF ist im Allgemei-
nen eine relativ gutartige, selbst-limitierende Krankheit in Menschen; eine Infektion mit Bartonella henselae
kann jedoch deutliche klinische Symptome in abwehrgeschwachten Menschen produzieren, einschlief3lich
akuter fieberhafter Krankheit mit Bakteridmie, bazillarer Angiomatose, Peliose-Hepatitis, bazillarer Splenitis
und anderer chronischer Krankheits-Manifestationen wie AIDS-Encephalopathie.

[0099] Die Krankheit wird mit Antibiotika wie Doxycyclin, Erythromycin, Rifampin, Penicillin, Gentamycin, Cef-
triaxon, Ciprofloxacin und Azithromycin behandelt.

[0100] Haemophilus influenzae (H. influenza) ist eine Familie von Gram-negativen Bakterien; sechs Typen
davon sind bekannt, wobei die am meisten mit H. influenza in Beziehung stehende Krankheit durch den Typ B
oder ,HIB" verursacht wird. Bis ein Impfstoff fir HIB entwickelt wurde, war HIB eine haufige Ursache von Otitis
media, Sinusinfektionen, Bronchitis, die haufigste Ursache von Meningitis und ein haufiger Ubeltater in Fallen
von Pneumonie, septischer Arthritis (Gelenksinfektionen), Cellulitis (Infektionen von Weichgeweben) und Pe-
ricarditis (Infektionen der Membran, die das Herz umgibt). Das H. influenza Typ B-Bakterium ist in Menschen
weitverbreitet und lebt normalerweise im Rachen und der Nase, ohne eine Krankheit zu verursachen. Nicht
geimpfte Kinder unter 5 Jahren weisen ein Risiko fir eine HIB-Krankheit auf. Meningitis und andere schwere
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Infektionen, die durch eine H. influenza-Infektion verursacht werden, kénnen zu einer Hirnschadigung oder
zum Tod flhren.

[0101] Shigella dysenterae (Shigella dys.) ist ein Gram-negatives Stabchen, das Dysenterie verursacht. Im
Colon treten die Bakterien in Mukosazellen ein und teilen sich in den Mukosazellen, was in einer Uberschie-
Renden entzindlichen Antwort resultiert. Eine Shigella-Infektion kann eine schwere Diarrhde verursachen, die
zur Dehydration fiihren kann und fir die sehr Jungen, sehr Alten oder chronisch Kranken gefahrlich sein kann.
Shigella dys. bildet ein starkes Toxin (Shiga-Toxin), das cytotoxisch, enterotoxisch und neurotoxisch ist und als
ein Inhibitor der Proteinsynthese wirkt. Eine Resistenz gegen Antibiotika wie Ampicillin und TMP-SMX hat sich
entwickelt; dennoch bleibt eine Behandlung mit neueren, teureren Antibiotika wie Ciprofloxacin, Norfloxacin
und Enoxacin wirksam.

[0102] Enterococcus faecium. Enterococci sind ein Bestandteil der normalen Flora des Gastrointestinal- und
weiblichen Urogenitaltrakts, dennoch weisen neue Studien darauf hin, dass pathogene Enterococci direkt in
der Krankenhauseinrichtung Ubertragen werden koénnen. (Siehe z. B. Boyce et al., J Clin Microbiol 32,
1148-53, 1994). Enterococcen sind als eine Ursache einer nosokomialen Infektion erkannt worden, und man-
che Stamme sind resistent gegen mehrere antimikrobielle Arzneistoffe. Die haufigsten Enterococci-assoziier-
ten nosokomialen Infektionen sind Harntraktsinfektionen, postoperative Infektionen und Bakteriamie (Murray
BE, Clin Microbiol 3, 46-65, Rev. 1990; Moellering RC Jr., Clin Infect Dis 14, 1173-8, 1992; Schaberg DR et
al., Am J Med 91(Erganz 3B), 72S-75S, 1991).

[0103] Vancomycin ist seit den spaten 1970ern ausgiebig verwendet worden, um eine Enterococcus-Infektion
zu behandeln. In letzter Zeit ist von einem schnellen Ansteigen in der Haufigkeit einer Infektion und Koloniali-
sierung mit Vancomycin-resistenten Enterococci (VRE) berichtet worden. Die beobachtete Resistenz ist auf-
grund (1) des Fehlens einer wirksamen antimikrobiellen Therapie gegen VRE-Infektionen, weil die meisten
VRE auch gegen Arzneistoffe resistent sind, die vorher verwendet wurden, um solchen Infektionen zu behan-
deln, d. h. Penicillin und Aminoglycoside (CDC. MMWR 42: 597-9, 1993; Handwerger, et al., Clin Infect Dis 16,
750-5, 1993); und (2) der Méglichkeit, dass die Vancomycin-Resistenz-Gene, die in VRE vorliegen, auf andere
Gram-positive Mikroorganismen ubertragen werden kénnen, beunruhigend.

[0104] Eine Resistenz gegen Vancomycin und andere Glycopeptid-Antibiotika ist mit der Synthese eines mo-
difizierten Zellwand-Vorlaufers assoziiert worden, der mit D-Lactat, das eine niedrigere Affinitat fir Antibiotika
wie Vancomycin hat, endet.

[0105] Listeriaist eine Gattung von Gram-positiven, motilen Bakterien, die in menschlichen und tierischen Fa-
kalien gefunden werden. Listeria monocytogenes verursacht solche Krankheiten wie Meningoencephalitis und
Meningitis. In Rindern und Schafen verursacht eine Listerien-Infektion Encephalitis und spontanen Abort.

[0106] Veterinarmedizinische Anwendungen. Eine gesunde Mikroflora im Gastrointestinaltrakt von Nutztieren
ist von entscheidender Wichtigkeit fir die Gesundheit und entsprechende Produktion von assoziierten Lebens-
mittelprodukten. Wie bei Menschen enthélt der Gastrointestinaltrakt eines gesunden Tiers zahlreiche Typen
von Bakterien (d. h. E. coli, Pseudomonas aeruginosa und Salmonella spp.), die miteinander in 6kologischem
Gleichgewicht leben. Dieses Gleichgewicht kann durch eine Anderung in der Nahrung, Stress oder als Antwort
auf ein Antibiotikum oder eine andere therapeutische Behandlung gestoért werden, was in bakteriellen Krank-
heiten in den Tieren resultiert, die im Allgemeinen durch Bakterien wie Salmonella, Campylobacter, Enterococ-
ci, Tularemia und E. coli verursacht werden. Eine bakterielle Infektion in diesen Tieren erfordert oft eine thera-
peutische Intervention, die Behandlungskosten hat sowie oft mit einem Absinken in der Produktivitat assoziiert
ist.

[0107] Als ein Ergebnis werden Nutztiere routinemaRig mit Antibiotika behandelt, um das Gleichgewicht der
Flora im Gastrointestinaltrakt beizubehalten. Die Nachteile dieses Ansatzes sind die Entwicklung von Antibio-
tikum-resistenten Bakterien und das Ubertragen von solchen Antibiotika in resultierende Nahrungsmittelpro-
dukte fir den menschlichen Verzehr.

V. Beispielhafte 16S-rRNA-Antisense-Oligomere
[0108] In einer Ausflihrungsform werden die Antisense-Oligomere der Erfindung gestaltet, um unter physio-
logischen Bedingungen an eine Region einer bakteriellen 16S-rRNA-Nucleinsduresequenz mit einem Tm-Wert

von im Wesentlichen mehr als 37°C, z. B. mindestens 50°C und vorzugsweise 60°C-80°C zu hybridisieren.
Das Oligomer ist gestaltet, um eine hohe Bindungsaffinitat an die Nucleinsaure zu haben, und kann 100% kom-
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plementar zu der 16S-rRNA-Nucleinsaurezielsequenz sein, oder es kann Fehlpaarungen einschlieen, wie
oben weiter beschrieben.

[0109] In verschiedenen Aspekten liefert die Erfindung ein Antisense-Oligomer, das eine Nucleinsaurese-
quenz hat, die wirksam ist, um stabil und spezifisch an eine Zielsequenz zu binden, die aus der Gruppe aus-
gewahlt wurde, bestehend aus 16S-rRNA-Sequenzen, die ein oder mehrere der folgenden Charakteristika auf-
weisen: (1) eine Sequenz, die in einer doppelstrangigen Region einer 16s-rRNA gefunden wird, z. B. das Pep-
tidyltransferase-Zentrum, die Alpha-Sarcinschleife und die mRNA-Bindungsregion der 16S-rRNA-Sequenz;
(2) eine Sequenz, die in einer einzelstrangigen Region einer bakteriellen 16s-rRNA gefunden wird; (3) eine Se-
quenz, die fur einen bestimmten Stamm einer vorgegebenen Spezies von Bakterien spezifisch ist, d. h. einem
Stamm von E. coli, der mit einer Lebensmittelvergiftung assoziiert ist; (4) eine Sequenz, die spezifisch fur eine
bestimmte Spezies von Bakterien ist; (5) eine Sequenz, die zwei oder mehreren Spezies von Bakterien gemein
ist; (6) eine Sequenz, die zwei verwandten Gattungen von Bakterien gemein ist (d. h. bakteriellen Gattungen
mit einem ahnlichen phylogenetischen Ursprung); (7) eine Sequenz, die allgemein unter Gram-negativen bak-
teriellen 16S-rRNA-Sequenzen konserviert ist; (6) eine Sequenz, die allgemein unter Gram-positiven bakteri-
ellen 16S-rRNA-Sequenzen konserviert ist; oder (7) eine Konsensus-Sequenz fir bakterielle 16S-rRNA-Se-
quenzen im Allgemeinen.

[0110] Beispielhafte Bakterien und die assoziierten GenBank-Zugangsnummern fir 16S-rRNA-Sequenzen
werden unter in Tabelle 1 geliefert.

Tabelle 1
Organismus GenBank-Bezugnahme flir 16S SEQ ID NO:
rRNA

Escherichia coli X80725 1
Salmonella thyphimurium u88545 2
Pseudomonas aeruginosa AF170358 3
Vibrio cholera AF118021 4
Neisseria gonorrhoea X07714 5
Staphylococcus aureus Y 15856 6
Mycobacterium tuberculosis X52917 7
Helicobacter pylori M88157 8
Streptococcus pneumoniae AF003930 9
Treponema palladium AJ010951 10
Chlamydia trachomatis D85722 11
Bartonella henselae X89208 12
Hemophilis influenza M35019 13
Shigella dysenterae X96966 14

[0111] Es wird verstanden werden, dass ein Fachmann leicht geeignete Ziele fiir Antisense-Oligomere be-
stimmen und Antisense-Oligomere unter Verwendung von auf dem Fachgebiet bekannten Techniken gestalten
und synthetisieren kann. Ziele kénnen durch Erhalten der Sequenz einer 16S- oder 23S-Zielnucleinsaure von
Interesse (z. B. von GenBank) und Ausrichten derselben mit anderen 16S- oder 23S-Nucleinsauresequenzen
unter Verwendung von zum Beispiel des MacVector 6.0-Programms, eines ClustalW-Algorithmus, der BLO-
SUM 30-Matrix und von Standardparametern, die eine offene Liicken-Strafe von 10 und eine ausgedehnte L{-
cken-Strafe von 5.0 fir Nucleinsaure-Ausrichtungen einschlief3en, identifiziert werden. Eine Ausrichtung kann
auch unter Verwendung des Lasergene99 MegAlign Multiple Alignment-Programms mit einem ClustalW-Algo-
rithmus, der unter Standardparametern laufen gelassen wird, ausgefiihrt werden.

[0112] Zum Beispiel kann ein Fachmann in Anbetracht der in Tabelle 1 gelieferten 16s-rRNA-Sequenzen und
anderer 16s-rRNA-Sequenzen, die in GenBank erhaltlich sind, leicht die 16s-rRNA-Sequenzen von Interesse
ausrichten und bestimmen, welche Sequenzen unter einem oder mehreren verschiedenen Bakterien konser-
viert sind, und jene bestimmen, die spezifisch flir ein Bakterium oder mehrere bestimmte Bakterien sind. Eine
ahnliche Ausrichtung kann an 23S-rRNA-Sequenzen durchgefihrt werden.
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[0113] Als eine lllustration wurden die 16S-rRNA-Sequenzen von den Organismen, die in Tabelle 1 gezeigt
sind, unter Verwendung des Lasergene 99 MegAlign Multiple Alignment-Programms mit einem ClustalW-Algo-
rithmus und Standardparametern ausgerichtet. Die Tabellen 2-5 zeigen beispielhafte Antisense-Oligomere zu
der 16S-rRNA dieser bakteriellen Spezies, einschlieRlich Sequenzen, die gegen individuelle Bakterien, meh-
rere Bakterien und Breitspktrumsequenzen gerichtet sind. Diese Oligomere wurden von den Sequenzen in Ta-
belle 1 und von der Ausrichtung, die wie oben beschrieben durchgeflihrt wurde, abgeleitet. Wie die Tabelle zei-
gen war eine Reihe von Sequenzen unter verschiedenen Organismen konserviert.

[0114] Beispielhafte Antisense-Oligomere zu E. coli-16S-rRNA (SEQ ID NO: 32 und SEQ ID NO: 35) wurden
basierend auf der Sequenz, die in der GenBank-Zugangsnummer X80725 gefunden wird, gestaltet. Weitere
beispielhafte Antisense-Oligomere zu E. coli-16S-rRNA und einer oder mehreren bakteriellen 16S-rRNA-Se-
quenz(en) sind in Tabelle 2A geliefert.

[0115] Beispielhafte Antisense-Oligomere zu Salmonella thyphimurium-16S-rRNA (SEQ ID NO: 18 und SEQ
ID NO: 36) wurden basierend auf der Sequenz, die in der GenBank-Zugangsnummer U88545 gefunden wird,
gestaltet. Weitere beispielhafte Antisense-Oligomere zu S. thyphi-16S-rRNA und einer oder mehreren anderen
bakteriellen 16S-rRNA-Sequenz(en) werden in Tabelle 2A geliefert.

[0116] Beispielhafte Antisense-Oligomere zu Pseudomonas aeruginosa-16S-rRNA (SEQ ID NO: 40, SEQ ID
NO: 41, SEQID NO: 42 und SEQ ID NO: 43) wurden basierend auf der Sequenz, die in der GenBank-Zugangs-
nummer AF170358 gefunden wird, gestaltet.

[0117] Beispielhafte Antisense-Oligomere zu Vibrio cholera-16S-rRNA (SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46 und
SEQ ID NO: 47) wurden basierend auf der Sequenz, die in der GenBank-Zugangsnummer AF118021 gefun-
den wird, gestaltet. Ein weiteres beispielhaftes Antisense-Oligomer zu Vibrio cholera-16S-rRNA und anderen
bakteriellen 16S-rRNA-Sequenzen (SEQ ID NO: 44) wird in Tabelle 2A geliefert.

Tabelle 2A. BAKTERIELLE 16S-rRNA-SEQUENZEN UND ANTISENSE-OLIGOMERE

Organismus | GenBank-Bezugnahme | Natiirliche Sequenz | Antisense-Oligomer
E. coli (NS-1) X80725 nt 446-466 GAGTAAAGTTAAT | GCAAAGGTATTAA
Shigella dys. X96966 nt 436-456 ACCTTTGC CTTTACT

(SEQ ID NO:17)
E. coli (BS-1) X80725 nt 1270-1290 TCATAAAGTGCGT | GGACTACGACGCA
S. thyphi U88545 nt 1282-1302 CGTAGTCC CTTTATGAG
Shigella dvs. X96966 nt 1263-1283 (SEQ ID NOQ:15)
E. coli X80725 nt 1-21 AGTTTGATCATGG | AATCTGAGCCATG
S. thvphi U88545 nt 10-30 CTCAGATT ATCAAACT
H. influenza M35019 nt 10-30 : (SEQ ID NQ:31)
E. coli X80725 nt 173-193 ACGTCGCAAGCAC | CCCTCTTTGTGCT

AAAGAGGG TGCGACGT

(SEQ ID NO:32)
E. coli X80725 nt 643-663 TTGAGTCTCGTAG | ACCCCCCTCTACG
S. thyphi U88545 nt 652-672 AGGGGGGT AGACTCAA
Shigella dvs. X96966 nt 653-673 (SEQ ID NO:33)
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E. coli- X80725 nt 823-843 GGTTGTGCCCTTG | CCACGCCTCAAGG
S. thyphi U88545 nt 832-852 AGGCGTGG GCACAACC
Shigella dys. X96966 nt 813-833 (SEQ ID NO:34)

E. coli X80725 nt 991-1011 ~ | CGGAAGTTTTCAG | TCTCATCTCTGAA

, AGATGAGA AACTTCCG
(SEQ ID NO:35)
S. thyphi U88545 nt 455-475 GTTGTGGTTAATA | GCTGCGGTTATTA
(NS-2) ACCGCAGC ACCACAAC
(SEQ ID NO:18)
S. thyphi. (BS-2) | U88545 nt 1261-1281 | CCTCGCGAGAGCA | GGTCCGCTTGCTC
E. coli X80725 nt 1252-1272 | AGCGGACC TCGCGAGG
Shigella dvs. X96966 nt 1242-1262 (SEQ ID NO:16)
S. thyphi. U88545 nt 1-21 AAATTGAAGAGTT | CATGATCAAACTC
TGATCATG TTCAATTT
(SEQ ID NO:36)
S. thyphi. U88545 nt 181-201 ACGTCGCAAGACC | CCCTCTTTGGTCT
Shigella dys. X96966 nt 162-182 AAAGAGGG TGCGACGT
(SEQ ID NO:37)
S. thyphi. U88545 nt 652-672 TGAGTCTCGTAGA | TACCCCCCTCTAC
E. coli X80725 nt 643-663 GGGGGGTA GAGACTCA
Shigella dvs. X96966 nt 633-653 (SEQ ID NO:38)

'S. thyphi. U88545 nt 832-852 GTTGTGCCCTTGA | GCCACGCCTCAAG
E. coli X80725 nt 823-843 GGCGTGGC GGCACAAC
Shigella dys. X96966 nt 813-833 (SEQ ID NO:39)

P. aeruginosa AF170358 nt 1-21 ATGAAGAGGGCTT | CAGAGAGCAAGC
GCTCTCTG CCTCTTCAT
(SEQ ID NO:40)
P. aeruginosa: AF170358 nt 107-127 | CGTCCTACGGGAG | CCTGCTTTCTCCC
AAAGCAGG GTAGGACG
(SEQ ID NO:41)
P. aeruginosa AF170358 nt 578-598 | AGAGTATGGCAGA | CACCACCCTCTGC
GGGTGGTG CATACTCT
(SEQ ID NO:42)
P. aeruginosa AF170358 nt 758-778 TTGGGATCCTTGA | CTAAGATCTCAAG
GATCTTAG GATCCCAA
(SEQ ID NO:43)
Vibrio cholera AF118021 nt 1-21 ATTGAACGCTGGC | GGCCTGCCGCCAG
E. coli X80725 nt 19-39 GGCAGGCC CGTTCAAT
H. influenza M35019 nt 26-46 (SEQ ID NO:44)
S. thyphi. U88545 nt 18-48 '
Shigella dvs. X96966 nt 9-29
Vibrio cholera AF118021 nt 157-177 | ATGTTTACGGACC | CCCTCTTTGGTCC
AAAGAGGG GTAAACAT
(SEQ ID NO:45)
Vibrio cholera AF118021 nt 625-645 | GCTAGAGTCTTGT | CCCCCTCTACAAG
AGAGGGGG ACTCTAGC
(SEQ ID NO:46)
Vibrio cholera AF118021 nt 805-825 | GAGGTTGTGACCT | ACGACTYTAGGTC
ARAGTCGT ACAACCTC

(SEQ ID NO:47)

1: Ungefahre Nucleotid-Lokalisationen

[0118] Beispielhafte Antisense-Oligomere zu Neisseria gonorrhoea-16S-rRNA (SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO:
49, SEQ ID NO: 50 und SEQ ID NO: 51) wurden basierend auf der Sequenz, die in der GenBank-Zugangs-

nummer X07714 gefunden wird, gestaltet. Diese sind unten in Tabelle 2B gezeigt.

[0119] Beispielhafte Antisense-Oligomere zu Staphylococcus aureus-16S-rRNA (SEQ ID NO: 53, SEQ ID
NO: 54 und SEQ ID NO: 55) wurden basierend auf der Sequenz, die in der GenBank-Zugangsnummer Y 15856
gefunden wird, gestaltet. Ein weiteres beispielhaftes Antisense-Oligomer zu einer Staph. aureus-16S-rRNA
und einer Bartonella henselae-16S-rRNA-Sequenz (SEQ ID NO: 52) wird unten in Tabelle 2B geliefert.
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[0120] Beispielhafte Antisense-Oligomere zu Mycobacterium tuberculosis-16S-rRNA (SEQ ID NO: 56, SEQ
ID NO: 57, SEQ ID NO: 58 und SEQ ID NO: 59) wurden basierend auf der Sequenz, die in der GenBank-Zu-
gangsnummer X52917 gefunden wird, gestaltet.

[0121] Beispielhafte Antisense-Oligomere zu Helicobacter pylori-16S-rRNA (SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61,
SEQ ID NO: 62 und SEQ ID NO: 63) wurden basierend auf der Sequenz, die in der GenBank-Zugangsnummer
M88157 gefunden wird, gestaltet.

[0122] Beispielhafte Antisense-Oligomere zu Streptococcus pneumoniae-16S-rRNA (SEQ ID NO: 64, SEQ
ID NO: 65, SEQ ID NO: 66 und SEQ ID NO: 67) wurden basierend auf der Sequenz, die in der GenBank-Zu-
gangsnummer AF003930 gefunden wird, gestaltet.

[0123] Beispielhafte Antisense-Oligomere zu Treponema palladium-16S-rRNA (SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO:
70 und SEQ ID NO: 71) wurden basierend auf der Sequenz, die in der GenBank-Zugangsnummer AJ010951
gefunden wird, gestaltet. Ein weiteres beispielhaftes Antisense-Oligomer zu Treponema palladium-16S-rRNA
und anderen 16S-rRNA-Sequenzen ist (SEQ ID NO: 68), wird unten in Tabelle 2B geliefert.

Tabelle 2B. BAKTERIELLE 16s-rRNA-SEQUENZEN UND ANTISENSE-OLIGOMERE

Organismus GenBank- | Natiirliche Sequenz Antisense-Oligomer
Bezugnahme '

N. gonorrhoea X07714 TGAACATAAGAGT | AGGATCAAACTCTTATGTTCA

. nt 1-21 TTGATCCT (SEQ ID NO:48)

N. gonorrhoea X07714 CGTCTTGAGAGGG | CCTGCTTTCCCTCTCAAGACG
nt 183-203 | AAAGCAGG (SEQ ID NO:49)

N. gonorrhoea X07714 CGAGTGTGTCAGA | CACCTCCCTCTGACACACTCG
nt 654-674 | GGGAGGTG (SEQ ID NO:50)

N. gonorrhoea X07714 TTGGGCAACTTGA | CCAAGCAATCAAGTTGCCCAA
nt 834-854 | TTGCTTGG (SEQ ID NO:51)

Staph. aureus Y15856 CTGGCTCAGGATG | CCAGCGTTCATCCTGAGCCAG
nt 1-21 AACGCTGG (SEQ ID NO:52)

| Bartonella hens X89208 :

nt 3-23

Staph. aureus Y15856 ATATTTTGAACCG | GAACCATGCGGTTCAAAATAT
nt 163-183 | CATGGTTC (SEQ ID NO:53)

Staph. aureus Y 15856 CTTGAGTGCAGAA | CTTTCCTCTTCTGCACTCAAG
nt 640-660 | GAGGAAAG (SEQ ID NO:54)

Staph. aureus Y15857 ATGTGCACAGTTACTTACAC
m 447466 aviBezugsnr.23

Staph. aureus Y 15857 CTGAGAACAACTTTATGGGA
nt 1272- avrBezugsnr.24
1291
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Staph. aureus Y 15856 GTGTTAGGGGGTT | GGGGCGGAAACCCCCTAACAC
nt 819-839 | TCCGCCCC (SEQ ID NO:55)
Myco. ubercul. X52917 GGCGGCGTGCTTA | GCATGTGTTAAGCACGCCGCC
nt 1-21 ACACATGC (SEQ ID NO:56)
Myco. bercul. X52917 GGACCACGGGATG | AAGACATGCATCCCGTGGTCC
nt 138-158 | CATGTCTT (SEQ ID NO:57)
Myco. bercul. X52917 AGAGTACTGCAGG | CAGTCTCCCCTGCAGTACTCT
nt 604-624 | GGAGACTG (SEQ ID NO:58)
Myco. bercul. X52917 TGGGTTTCCTTCCT | GATCCCAAGGAAGGAAACCCA
nt 784-804 - | TGGGATC (SEQ ID NO:59)
H. pylori M88157 TTTATGGAGAGTT | CAGGATCAAACTCTCCATAAA
nt 1-2] TGATCCTG (SEQ ID NO:60) :
H. pylori M88157 ACTCCTACGGGGG | AAATCTTTCCCCCGTAGGAGT
nt 181-201 | AAAGATTT (SEQ ID NQO:61)
H. pylon M88157 AGAGTGTGGGAGA | CACCTACCTCTCCCACACTCT
nt 613-633 | GGTAGGTG (SEQ ID NO:62)
H. pylori M88157 TTGGAGGGCTTAG | TGGAGAGACTAAGCCCTCCAA
nt 794-814 | TCTCTCCA (SEQ ID NO:63)
Strep. pneumoniae | AF003930 | ATTTGATCCTGGC | CGTCCTGAGCCAGGATCAAAT
nt 1-21 TCAGGACG (SEQ ID NO:64)
Strep. pneumoniae | AF003930 | AGAGTGGATGTTG | ATGTCATGCAACATCCACTCT
169-189 CATGACAT (SEQ ID NO:65)
Strep. pneumoniae | AF003930 | TTGAGTGCAAGAG | ACTCTCCCCTCTTGCACTCAA
646-666 GGGAGAGT (SEQ ID NO:66)
Strep. pneurnoniae | AF003930 | GTTAGACCCTTTC | AAACCCCGGAAAGGGTCTAAC
826-846 CGGGGTTT (SEQ ID NO:67)
Treponema pallad. AJ010951 | AGAGTTTGATCAT | TCTGAGCCATGATCAAACTCT
_ nt 1-21 GGCTCAGA (SEQ ID NO:68)
S. thyphi. U88545
nt 8-28
H. influenza M35019
nt 8-28
Treponema pallad. AJO10951 | ACTCAGTGCTTCA | ACCCCTTATGAAGCACTGAGT
nt 173-163 | TAAGGGGT (SEQ ID NO:69)
Treponema pallad. AJ010951 | TTGAATTACGGAA | AGTTTCCCTTCCGTAATTCAA
nt 651-671 | GGGAAACT {SEQ ID NO:70)
Treponema pallad. AJO10951 | GTTGGGGCAAGAG | CACTGAAGCTCTTGCCCCAAC
nt 831-851 | CTTCAGTG (SEQ ID NO:71)

2 Ungefahre Nucleotid-Lokalisationen

[0124] Beispielhafte Antisense-Oligomere zu Chlamydia trachomatis-16S-rRNA (SEQ ID NO: 72, SEQ ID
NO: 73, SEQID NO: 74 und SEQ ID NO: 75) wurden basierend auf der Sequenz, die in der GenBank-Zugangs-
nummer D85722 gefunden wird, gestaltet. Diese sind unten in Tabelle 2C gezeigt.

[0125] Beispielhafte Antisense-Oligomere zu Bartonella henselae-16S-rRNA (SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO:
77, SEQ ID NO: 78 und SEQ ID NO: 79) wurden basierend auf der Sequenz, die in der GenBank-Zugangs-
nummer X89208 gefunden wird, gestaltet.

[0126] Beispielhafte Antisense-Oligomere zu Hemophilis influenza-16S-rRNA (SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO:
82 und SEQ ID NO: 83) wurden basierend auf der Sequenz, die in der GenBank-Zugangsnummer M35019
gefunden wird, gestaltet. Ein weiteres beispielhaftes Antisense-Oligomer zu einer H. influenza-16S-rRNA-Se-
quenz und einer Salmonella thyphimurium-16S-rRNA-Sequenz (SEQ ID NO: 80) wird unten in Tabelle 2C ge-
liefert.

[0127] Ein beispielhaftes Antisense-Oligomer zu Shigella dysenterae-16S-rRNA (SEQ ID NO: 88) wurde ba-
sierend auf der Sequenz, die in der GenBank-Zugangsnummer X96966 gefunden wird, gestaltet. Weitere bei-
spielhafte Antisense-Oligomere zu Shigella dys-16S-rRNA und einer oder mehreren anderen bakteriellen
16S-rRNA-Sequenzen sind, werden in Tabelle 2C geliefert.
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Tabelle 2C. BAKTERIELLE 16s-rRNA-SEQUENZEN UND ANTISENSE-OLIGOMERE
Organismus GenBank- Natiirliche Sequenz Antisense-Oligomer
Bezuenahme
Chlamydia trach. | D85722 CTGAGAATTTGA | GAACCAAGATCAAATTCTCAG
nt 1.21 TCTTGGTTC SEQ ID NQ:72)
Chlamydia trach. | D85722 ATATTTGGGCATC | GTTACTCGGATGCCCAAATAT
nt 176-196 CGAGTAAC (SEQ ID NO:73)
Chlamydia trach. | D85722 AGAGGGTAGATG | CCTTTTCTCCATCTACCCTCT
nt 658-678 GAGAAAAGG (SEQ ID NO:74)
Chlamydia trach. | D85722 TGGATGGTCTCA | GGATGGGGTTGAGACCATCCA
nt 838-858 ACCCCATCC (SEQ ID NO:75)
Barionella hens. X89208 TCCTGGCTCAGG | AGCGTTCATCCTGAGCCAGGA
: nt 1-2] ATGAACGCT (SEQ ID NO:76)
Bartonella hens. X89208 CGTCCTACTGGA | AAATCTTTCTCCAGTAGGACG
nt_149-169 GAAAGATTT (SEQ ID NO:77)
Baronella hens. X89208 TGAGTATGGAAG | CACTCACCTCTTCCATACTCA
m 581-601 AGGTGAGTG (SEQ ID NO:78)
Bartonella hens. X89208 TTIGGGTGGTTTAC | ACTGAGCAGTAAACCACCCAA
' ot 761-781 TGCTCAGT (SEQ ID NO:79)
H. influenza M35019 AATTGAAGAGTT | CATGATCAAACTCTTCAATTN
nt 2-21 TGATCATG (SEQ ID NO:80) ‘
S. thyphi. U88545
nt 2-21
H. influenza M35019 TATTATCGGAAG | CACTTTCATCTTCCGATAATA
nt 180-200 ATGAAAGTG (SEQ ID NO:81)
H. influenza M35019 AACTAGAGTACT | CCTCCCTAAAGTACTCTAGTT
nt 649-669 TTAGGGAGG (SEQ ID NO:82)
H. influenza M35019 GGGGGTTGGGGT | CAGAGTTAAACCCCAACCCCC
nt 825-849 TTAACTCTG (SEQ ID NO:83)
Shigella dys. X96966 TGGCTCAGATTG | GCCAGCGTTCAATCTGAGCCA
ot 1-21 AACGCTGGC (SEQ ID NO:84)
E. coli X80725
nt 11-31
S. thyphi. X96966
nt 2040
N. gonorrhoea X07714
nt 2141
H. influenza M35019
nt 20-40 »
Shigella dys. X96966 ACGTCGCAAGAC | CCCTCTTTGGTCTTGCGACGT
nt 162-182 CAAAGAGGG (SEQ ID NO:85)
S. thyphi. X96966
nt 181-201
Shigella dys. X96966 TGAGTCTCGTAG | TACCCCCCTCTACGAGACTCA
m 633-653 AGGGGGGTA (SEQ ID NO:86)
E. coli X80725
nt 644-664
S. thyphi. X96966
nt 6£52-672
Shigella dys. X96966 GTTGTGCCCTTGA | GCCACGCCTCAAGGGCACAAC
nt 813-833 GGCGTGGC (SEQ ID NO:87)
E. coii X80725
nt 824-844
S. thyphi. X96566
ni 832-852 :
Shigella dys. X96966 GAACCTTGTAGA | CCTCGTATCTCTACAAGGTTC
nt 983-1003 GATACGAGG {SEQ ID NO:88)

3 Ungefahre Nucleotid-Lokalisationen
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[0128] Beispielhafte Gram-positive bakterielle Ziele schlieRen Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuber-
culosis und Streptococcus pneumoniae ein, sind aber nicht darauf limitiert.

[0129] Beispielhafte Antisense-Oligomer-Sequenzen zu Gram-positiven bakteriellen 16S-rRNA-Sequenzen
werden in Tabelle 3 durch die Sequenzen beispielhaft dargestellt, die als SEQ ID NO: 27 und SEQ ID NO: 28
dargelegt sind, wobei die bakteriellen 16s-rRNAs, gegen die die beispielhaften Antisense-Oligomeren gerichtet
sind, in Tabelle 3 als ,+" angezeigt werden und jene, gegen die sie nicht gerichtet sind, als ,—" angezeigt wer-
den.

Tabelle 3. GRAM-POSITIVE 16s-rRNA-SEQUENZEN UND ANTISENSE-OLIGOMERE

SEQUENZ | AACTACGTGCCAGC | TCGTGAGATGTTGG
Organismus AGCCGCG GTTAAGT
ANTISENSE | CGCGGCTGCTGGCA | ACTTAACCCAACATC
CGTAGTT : TCACGA
Sraph aureus Y 15856 + +
Mvco. tubercul. X52917 + +
Strep. pneumoniae AF003930 + +
E. coli X80725 - -
S. thyphi U88545 - -
P. aeruginosa AF170358 - +
Vibrio cholera AF118021 - -
N. ponorrhoea X07714 + +
H. pylori M88157 - +
Treponema pallad. AJO10951 - _ -
Chlamydia trach. DR5722 - : -
Barionella hens X89208 - +
H. influenza M35019 - . -
Shigella dvs. X96566 - -

4 Basierend auf den Nucleotiden 497-517 von GenBank Y 15856, bezeichnet SEQ ID NO: 27
5 Basierend auf den Nucleotiden 1064-1084 von GenBank Y15856, bezeichnet SEQ ID NO: 28

[0130] Beispielhafte Gram-negative bakterielle Ziele schlieen E. coli, Salmonella thyphimurium, Pseudomo-
nas aeruginosa, Vibrio cholera, Neisseria gonorrhoea, Helicobacter pylori, Bartonella henselae, Hemophilis In-
fluenza und Shigella dysenterae ein, sind aber nicht darauf limitiert.

[0131] Beispielhafte Antisense-Oligomer-Sequenzen zu Gram-negativen bakteriellen 16S-rRNA-Sequenzen
sind in Tabelle 4 durch die Sequenzen, die als SEQ ID NO: 29 und SEQ ID NO: 30 dargelegt sind, beispielhaft
dargelegt, wobei die bakteriellen 16s-rRNAs, gegen die die beispielhaften Antisense-Oligomeren gerichtet
sind, in Tabelle 4 als ,+" angezeigt werden und jene gegen, die sie nicht gerichtet sind, als ,—" angezeigt wer-
den.
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Organismus SEQUENZ TCGGAATTACTGGGC | CCGCCCGTCACACCAT
) GTAAA GGGAGT
ANTISENSE TTTACGCCCAGTAATT | ACTCCCATGGTGTGACG
CCGA GGCGG
E. coli X80725 + +
S. thyphi 88545 + +
P. aeruginosa AF170358 + +
Vibrio cholera AF118021 + +
N. gonorrhoea xX07714 + +
Staph aureus Y 15856 - -
Myco. mbercul. X52917 - -
H. pylori M&8157 - +
Strep. pneumoniae AF003930 - -
Treponema pallad. AJ010951 - +
Chlamvydia trach. D85722 - +
Bartonella hens X89208 - -
H. influenza M35019 - +
Shigella dys. X96966 + +

6 Basierend auf den Nucleotiden 546-566 von Gen Bank X80725, bezeichnet als SEQ ID NO: 29
7 Basierend auf den Nucleotiden 1389-1409 von GenBank X80725, bezeichnet als SEQ ID NO: 30

[0132] Beispielhafte bakterielle Ziele flir Breispektrum-Antisense-Oligomere schliefen E. coli, Salmonella
thyphimurium, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholera, Neisseria gonorrhoea, Helicobacter pylori, Bartonella
henselae, Hemophilis Influenza, Shigella dysenterae, Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuberculosis,
Streptococcus pneumoniae, Treponema palladium und Chlamydia trachomatis ein, sind aber nicht darauf limi-
tiert. (Siehe Tabelle 1.)

[0133] Beispielhafte Breitspektrum-Antisense-Oligomere werden in den Tabellen 5A und 5B als SEQ ID NOs:
21-25 prasentiert, wobei die bakteriellen 16s-rRNAs, gegen die die beispielhaften Antisense-Oligomere ge-
richtet sind, in den Tabellen 5A und 5B als ,+" angezeigt werden und jene, gegen die sie nicht gerichtet sind,
als ,—" angezeigt werden.
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Tabelle 5A. BREITSPEKTRUM-ANTISENSE-OLIGONUCLEOTIDSEQUENZEN

Organismus SEQUENZ AGACTCCTACGG | CGTGCCAGCAGC | AACAGGATTAG
GAGGCAGCA CGCGGTAAT ATACCCTGGT
ANTISENSE | TGCTGCCTCCCGT | ATTACCGCGGCT | ACCAGGGTATC
AGGAGTCT GCTGGCACG TAATCCTGTT
E. coli X80725 + + +
S. thyphi U88545 + +
P. aeruginosa AF170358 + + +
Vibrio cholera AF11802] + + +
N. gonorrhoea X07714 + + +
Staph. aureus Y 15856 + T +
Myco. ubercul. X32917 + + +
H. pylori M88157 + + +
Strep. pneumoniae | AF003930 + * +
Treponema pallad. | AJO1095] + + -
Chiamvdia trach. | D85722 + -+ +
Barwonella hens X89208 + + +
H. influenza M35019 + + +
Shigella dvs. X96966 + ¥ +

8: Basierend auf den Nucleotiden 327-347 von GenBank Nr. X80725, bezeichnet als SEQ ID NO: 21
9: Basierend auf den Nucleotiden 504-524 von GenBank Nr. X80725, bezeichnet als SEQ ID NO: 22
10: Basierend auf den Nucleotiden 781-801 von GenBank Nr. X80725, bezeichnet als SEQ ID NO: 23

Tabelle 5B. BREITSPEKTRUM-ANTISENSE-OLIGONUCLEOTIDSEQUENZEN

Organismus SEQUENZ GCACAAGCGGTGGA | ATGTTGGGTTAAGT
GCATGTG CCCGCAA

ANTISENSE CACATGCTCCACCG | TTGCGGGACTTAAC
CTTGTGC CCAACAT
E. coli X80725 + +
S. thyphi U88545 + +
P. aeruginosa AF170358 + -
Vibrio cholera AF118021 -+ +
N. gonorrhoea X07714 - +
Staph aureus Y 15856 + +
Mvco. tubercul. X52917 - +
H. pviori M8B157 - +
Strep. pnewmoniae AF003930 + +
Treponema pallad. AJO10951 + -
Chlamvdia trach. D85722 . - -
Bartonella hens X89208 + +
H. influenza M35019 + +
Shigella dys. X96966 + +

11: Basierend auf den Nucleotiden 924-944 von GenBank Nr. X80725, bezeichnet als SEQ ID NO: 24
12: Basierend auf den Nucleotiden 1072-1092 von GenBank Nr. X80725, bezeichnet als SEQ ID NO: 25.
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VI. Inhibitorische Aktivitat von Antisense-Oligomeren
A. Wirkung von Antisense-Oligomeren gegen bakterielle 16S-rRNA auf das bakterielle Wachstum

[0134] Die Wirkung von PMO-Antisense-Oligomeren auf die bakterielle Kulturlebensfahigkeit wurde unter
Verwendung des unten beschriebenen Protokolls getestet; siehe ,Bakterielle Kulturen" in Materialien und Ver-
fahren. Kurz, Test-Oligonucleotide, die in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) verdinnt werden, werden zu
den frisch beimpften bakteriellen Kulturen zugefligt; die Kulturen werden tber Nacht, z. B. 6 bis 26 Stunden,
bei 37°C inkubiert, verdinnt und auf Agar-Platten plattiert; Kolonien werden 16-24 Stunden spater gezahit.
Nicht-selektive bakterielle Wachstumsmedien, z. B. Agar, enthaltend Nahrstoffe, die fur den Typ der Bakterien,
die geziichtet werden, geeignet ist, werden verwendet, wie es allgemein auf dem Fachgebiet bekannt ist.

[0135] Die Lebensfahigkeit der Bakterien nach der tber Nacht-Kultur mit einem Test-Oligomer basiert auf der
Zahl der bakteriellen Kolonien in Antisense-Oligomer-behandelten Kulturen im Verhaltnis zu unbehandelten
oder Nonsense-behandelten Kulturen. Eine beispielhafte Nonsense-Kontrolle ist ein Oligomer, das antisense
zu c-myc ist und das die Sequenz aufweist, prasentiert als SEQ ID NO: 139.

A1. Inhibierung von Salmonella thyphimurium mit einem konservierten Antisense-Sequenz-Oligomer zu
16S-rRNA.

[0136] Zwei Stdmme von Salmonella thyphimurium (1535 und 1538) wurden in Briilhenmedien inkubiert, wie
es unten in Materialien und Verfahren beschrieben ist. Ein Antisense-Oligomer zu einer 16S-rRNA-Sequenz,
die unter E. coli, S. thyphimurium und S. dysenterae konserviert ist (,BS-1 ”; SEQ ID NO: 15), wurde zu einer
Endkonzentration von pM zugefigt und das Réhrchen bei 37°C fiir 6 bis 16 Stunden in einen Brutschrank plat-
ziert. Am Ende der Inkubation wurde die Brihe auf Platten ausgestrichen, tber Nacht fiir 16 bis 24 Stunden
inkubiert, und die Kolonien wurden gezahlt. Die Daten, die in Tabelle 6 gezeigt sind, liefern einen Hinweis, dass
Salmonella thyphimurium durch ein 16S-rRNA-Antisense-Oligomer, das auf einer 16S-rRNA-Sequenz basiert,
die unter E. coli, S. thyphimurium und S. dysenterae konserviert ist, inhibiert wird.

Tabelle 6. Wirkung von Breitspektrum-Antisense-Oligomer auf Salmonella thyphimurium

Stamm Kontrolle 1 UM AS zu 16S-rRNA % Inhibition
(Kulturzeit) (Kolonien) (Kolonien)

1535 (6 Stunden) 217 141 35

1535 (16 Stunden) 214 52 76

1538 (6 Stunden) 824 664 19

1538 (16 Stunden) 670 133 80

A2. Wirkung von Antisense-Oligomeren gegen bakterielle 16S-rRNA auf das Wachstum von E. coli.

[0137] Die Wirkung von PMO-Antisense-Oligomeren auf die Inhibierung von E. coli wurde unter Verwendung
eines Verfahrens, wie oben beschrieben, durch Zufligen eines Antisense-Oligomers, das insbesondere gegen
20-22 Nucleotid-Teile der E. coli 16S-rRNA-Sequenz, die in GenBank-Zugangsnummer X80725 gefunden
wird, gerichtet ist, zu individuellen E. coli-Kulturen bewertet. Jedes Antisense-Oligomer wurde in einer 1
MM-Konzentration mit E. coli-Bakterien fiir 16 Stunden inkubiert, die Kulturen wurden verdinnt und auf Agar-
platten plattiert, und Kolonien wurden 16-24 Stunden spater gezahlt. Die Ergebnisse, die in Tabelle 7 gezeigt
sind, weisen darauf hin, dass PMO-Antisense-Oligomere, die gegen E. coli-16S-rRNA gerichtet sind, das
Wachstum von Kolonien um bis zu 60% inhibierten, wobei beobachtet wurde, dass Oligomere, die gegen ver-
schiedene Regionen der 16S-rRNA-Sequenz gerichtet sind, wirksam waren.

26/81



DE 600 38 695 T2 2009.05.28

Tabelle 7. E. coli 16s-rRNA-Targeting-Untersuchung

AVI-Ref. [Lokalisation Antisense - Sequenz (3’>3’)| SEQ ID | Prozent- | SA [Wiederh.
Nr. NO. Inhibition (n)
9 1263-1283 |GCA CTT TAT GAG GTC 19 59.8 3.4 8
CGCTIG
15 1272-1293 |GGA CTA CGA CGC ACT 15 19.5 7.4 .9
TTATGA G
16 1252-1272 |GGT CCG CTT GCT CTC 16 21.5 11 9
GCG AGG
17 1446466  |GCA AAG GTA TTA ACT 17 66 33 14
TTA CTC
27 1-20 ATC TGA GCC ATG ATC 97 55.2 9.7 5
AAA CT
28 301-320 TGT CTC AGT TCC AGT 08 35 7.2 8
GTT GC
59 |722-741  |GTC TTC GIC CAG GGG | 99 525 4 7
GCC GC
30 1021-1040 |CAC CTG TCT CAC GGT 100 56 8.4 5
TCC CG
31 1431-1450 |CGC CCT CCC GAA GTT 101 43 13 5
AAG CT

[0138] FEia.5 zeigt die Ergebnisse einer Untersuchung tber die Wirkung von verschiedenen Konzentrationen
des PMO, das die SEQ ID NO: 15 aufweist (Breitspektrum), das gegen eine bakterielle 16S-rRNA-Konsen-
sus-Sequenz gerichtet ist, auf die bakterielle Koloniebildung in E. coli, dargestellt als Prozentinhibierung der
Koloniebildung. Wie die Figur zeigt, wurde eine etwa 70% Inhibition bei etwa 0,1 yM PMO erzielt.

A3. Inhibition von Staphylococcus aureus und Pseudomonas aeruginosa mit Antisense-Oligomeren zu
16S-rRNA.

[0139] Die Tabellen 8 und 9 zeigen die Wirkung von Oligomeren, die gegen 16S-rRNA gerichtet sind, bei einer
Konzentration von 1 uM auf das bakterielle Wachstum bei Staphylococcus aureus und Pseudomonas aerugi-
nosa. In einem typischen Experiment wurden Antisense-Oligomere, die gegen bestimmte 22-Nucleotid-Teile
der Staphylococcus aureus- und Pseudomonas aeruginosa-16-rRNA-Sequenzen gerichtet sind, die bei den
GenBank-Zugangsnummer Y15857 beziehungsweise 276651 gefunden werden, mit den entsprechenden
Bakterien in einer Konzentration von 1 pM fiir 16 Stunden inkubiert. Das Wachstum von S. aureus wurde um
bis zu 25% inhibiert, und das Wachstum von P. aeruginosa wurde um bis zu etwa 53% inhibiert.

Tabelle 8. Staphylococcus aureus-16s-rRNA-Targeting-Untersuchung

AVl Lokalisation Antisense -Sequenz SEQ Prozent S_ A‘ n=
Bez. Nr. (5’237 ID NO | Inhibition
23 447-466 ATG TGC ACA GTT ACT 93 2.5 8.6 2
TAC AC :
24 1272-1291 CTG AGA ACA ACT TTA 54 253 11 2
TGG GA |
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Tabelle 9. Pseudomonas aeruginosa 16s-rRNA Targeting-Untersuchung

AVl Lokalisation | Antisense-Sequenz SEQID | Prozent- SA n=
Bez.-Nr. (5’=>3) NO: Inhibition
25 447466 TTA TTC TGT TGG 95 37.3 9.8 3
TAA CGT CA
26 1272-1291 | CG AGT TGC AGA CTG 96 527 | 7.1} 3
CGA TC

[0140] Die Inhibition von Listeria wurde auch durch ein entsprechendes Anti-16S-PMO gezeigt. Eine sehr
niedrige Dosis (etwa 30 nM) des PMO ergab etwa 40% Inhibition.

A4. Wirkung von Antisense-Oligomeren gegen bakterielle rRNA auf das Wachstum von Vancomycin-resisten-
tem Enterococcus faecium (VRE)

(a) Bakterielle 16S-rRNA-Ziele

[0141] Die Wirkung von PMO-Antisense-Oligomeren auf das Wachstum von VRE wurde unter Verwendung
des oben beschriebenen Verfahrens durch Zugeben von Antisense-PMO's, die gegen zahlreiche 16S-rR-
NA-Sequenzen gerichtet sind, zu Kulturen von VRE und Inkubieren bei einer Konzentration von 1 pM fur 16
Stunden bewertet. Die Ergebnisse, die in Tabelle 10 und in Eig. 6 gezeigt sind, weisen darauf hin, dass die
Inhibition von etwa 48% bis etwa 70%, was ein Mittel von etwa 60% ergibt, reicht, wobei keine signifikanten
Unterschiede in der Wirksamkeit unter den getesteten Oligomeren gesehen wird. (Das Nucleotidsymbol ,M" in
den Sequenzen reprasentiert Methylcytidin.)

[0142] Fig. 6 illustriert die Wirkung eines Breitspektrum-PMO auf die VRE-Koloniebildung. Das Oligomer, be-
zeichnet SEQ ID NO: 114, wird als Breitspektrum erachtet, gerichtet gegen eine Region, die in allen der in Ta-
belle 5A oben aufgelisteten Bakterien konserviert ist. Dieses Oligomer ist ungefahr gegen dieselbe Region ge-
richtet wie jene, gegen die SEQ ID NO: 23 gerichtet ist, die in Tabelle 5A gezeigt ist. Wie aus den Daten in
Tabelle 10 gesehen werden kann, war dieses Oligomer in der Wirksamkeit &hnlich zu einem ,Engspekt-
rum"-Oligomer, das spezifisch gegen Enterococcus ist, SEQ ID NO: 115.

[0143] Es wurden auch einige Oligomere eingeschlossen, die spezifisch gegen 16S-rRNA von anderen Or-

ganismen (E. coli, S. aureus und P. aeruginosa) sind. Diese Oligomere hatten keine inhibitorische Wirkung auf
VRE.
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Tabelle 10. Targeting-Untersuchung in Enterococcus faecium.

PMO - | GenBank-| Lokalisa- Antisense -Sequenz (5'>3’) SEQ | Prozent- | SA |n=
Quelle |Zugangsnr.| tion ID |Inhibition
VRE Y 18294 447466 |GAT GAA CAGTTACTCTCATC | 91 61.7 271 3
VRE Y18294 |1272-1291 |ACT GAG AGA AGC TTT AAG AG!| 92 59.7 511 6
VRE Y 18294 1-20 GGC ACG CCGCCAGCGTTCG 102 56.7 7.81 3
VRE Y 18294 300-319 [TGT CTC AGT CCC AAT GTG GC | 103 53.7 1.0 3
VRE Y 18294 721-740 |GTT ACA GAC CAG AGA GCC GC| 104 69.7 13.04f 3
VRE Y18294 |1022-1041 |CAC CTG TCA CTT TGC CCC CG | 105 47.9 110.1] 3
VRE Y18204 |1438-1456|GGC GGC TGG CTC CAA AAG G 106 58.5 321 3
VRE Y 18294 776-795 IGAC TAC CAG GGT ATCTAATC | 114 62.2 55] 3
VRE Y 18294 194-213 |CAG CGA CAC CCG AAA GCC CC| 115 70.1 331 3
S. aureus Siehe Tabelle 8 CTG AGA ACAACTTTATGGGA | 9% 24 881 3
P.aeruginosa| _ Siehe Tabelle 9 ITCG AGT TGC AGA CTG CGATC | 96 26 |11.6] 3
E.coli Siehe Tabelle 7 GCA AAG GTATTAACT TTA 17 17 22,41 3
CTC
E. coli Siehe Tabelle 7 GCA CTT TAT GAG GTC CGC 19 £ 104 3
TTG .
VRE |Y18294 0077-95 CACCCGTTCGCCACTCCTC 107 45.1 6.1 3
VRE |Y18204 0895-914 |TCA ATT CCT TTG AGT TTC AA | 108 31.8 |15.3] 3
VRE |Y182%4 1263-1291 |GCA ATC CGC ACT GAG AGA 109 39.1 11.4] 6
AGC TTT AAG AG
VRE Y 18294 1268-1291 |{C CGC ACT GAG AGA AGC TIT 110 50.1 551 6
AAG AG
VRE |Y1820%4 1275-1291 |GAG AGA AGC TTT AAG AG 111 61.5 331 6
VRE Y18264 1277-1291 {G AGA AGC TTT AAG AG 112 46.3 ) 6
VRE . |Y18294 1282-1291 |A AGC TTT AAG AG 113 39.5 82] 6
VRE Y 18294 1274-1291 {T GAG AGA AGC TTT AAG AG 121 57.2 481 3
VRE |Y18294 1273-1291 |CT GAG AGA AGC TTT AAG AG | 122 54.4 271 3
VRE |Y18294 196-213 |GCG ACA CCC GAA AGC GCC 123 59.0 53] 6
VRE |Y1825%4 723-740 |TAC AGA CCA GAG AGC CGC 124 63.3 49] 9
VRE [Y18294 197-213 CGA CAC CCG AAA GCG CC 125 63.6 3.71 9
VRE |Y182%4 195-213 A GCG ACA CCC GAA AGC GCC | 126 60.6 4.8 12
VRE |Y18294 196-213 |CG ACA CCC GAA AGC GCC A 127 58.9 56| 9
VRE [Y182%4 197-213  |MG AMA MMM GAA AGM GMM | 128 60.3 451 9
VRE [Y18294 723-740 TAM AGA MMA GAG AGM MGM | 129 56.9 391 9
VRE |Y1829%4 1162-1177 (MMM MAM MTT MTT MMG G 130 56.1 371 9
VRE [Y18294 1345-1363 |{CAC CGC GGC GTG CTG ATC C 131 64.0 39} 6
VRE |[Y18294 1162-1177 {CCC CACCTT CCTCCG G 132 70.2 1.6 3
VRE |Y18254 916-933 CCG CTT GTG CGG GCC cccC 133 66.8 431 3
VRE |Y18294 1345-1362 |CAC CGC GGC GTG CTG ATC 134 71.4 |11.31 3
VRE |Y18294 1345-1361 {CAC CGC GGC GTG CTG AT 135 57.3 381 3
VRE [Y182%4 1346-1364 |ACC GCG GCG TGC TGA TCC 136 75.0 |44 3
VRE |Y18294 1344-1360 [CCG CGG CGT GCT GAT CC 137 66.3 351 3
VRE |Y182%4 1346-1363 |ACC GCG GCG TGC TGA TC 138 63.8 221 3

M reprasentiert Methylcytidin.

7

[0144] Eine Dosis-Antwort-Untersuchung wurde auch unter Verwendung von unterschiedlichen Konzentrati-
onen des Oligomers, das die SEQ ID NO: 92 hat, durchgefiihrt. Etwa 70% Inhibition wurde bei 1-10 yM, etwa
50% bei 0,1 pM, etwa 20% bei 0,01 pM und etwa 12% bei 1 nM erreicht.
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(b) Bakterielle 23S-rRNA-Ziele

[0145] In einem verwandten Experiment wurde auch unter Verwendung von Vancomycin-resistentem Entero-
coccus faecium (VRE) als die Zielbakterien die Wirkung von PMO-Antisense-Oligomeren, gegen die 23S-rR-
NA-Sequenzen gerichtet sind, auf das bakterielle Wachstum unter Verwendung des oben beschriebenen Ver-
fahrens bewertet. In individuellen Tests wurden die Antisense-PMOs, die gegen VRE-23S-rRNA-Sequenzen
gerichtet sind, zu Kulturen von VRE zugefiligt und bei einer Konzentration von 1 pM fiir 16 Stunden inkubiert.
Die Daten in Tabelle 11 unten, graphisch in Fig. 7 dargestellt, zeigen, dass Antisense-Targeting von 23S-rRNA
in VRE erfolgreich im Inhibieren des bakteriellen Wachstums war. Die Lokalisationen nehmen auf Gen-
Bank-Zugangsnr. X79341 Bezug.

Tabelle 11. VRE-23S-rRNA-Targeting-Untersuchung

Bezugs-|Lokalisation Antisense -Sequenz (5’>3’) SEQID Prozent- SA
Nr. NQO: Inhibition | (N=3)
46 20-39  |GTG CCA AGG CAT CCA CCG TG 116 61.9 4.6
47 679-698 |CAT ACT CAA ACG CCCTATTC 117 46.8 6.6
48 | 1462-1480 ICCT TAG CCT CCT GCG TCC C 118 47.6 7.5
49 | 2060-2079 |GGG GTC TTT CCG TCC TGT CG 119 67.0 5.7
50 | 2881-2900 ICGA TCG ATT AGT ATC AGT CC 120 63.0 10.5

B. Wirkung der Lange des Antisense-Oligomers auf die Inhibition von VRE

[0146] Die Vorgehensweise, die verwendet wurde, um die in Tabelle 10 oben gezeigten Daten zu erhalten,
wurde unter Verwendung von Versionen mit verschiedenen Langen (SEQ ID NOs: 109-113) des Anti-16S-rR-
NA-Oligomers, das die SEQ ID NO: 92 hat, im Bereich von einem 12-Mer (SEQ ID NO: 113) bis zu einem
29-Mer (SEQ ID NO: 109) wiederholt. Die Ergebnisse sind unten in der Tabelle 12 angegeben.

[0147] Wie in Tabelle 12 und Fig. 8 gezeigt, war die optimale Lange in dieser Untersuchung im 17- bis
20-mer-Bereich. Weitere Untersuchungen bestatigten, dass Oligomere mit einer Lange von 17 bis 20 Nucleo-
tid-Untereinheiten und mehr, bevorzugt 17-18 Untereinheiten, im Allgemeinen bevorzugt sind. Die Ergebnisse
legen nahe, dass kirzere Oligomere wie 12-Mere eine nicht ausreichende Bindungsaffinitat haben kénnen und
dass langere Oligomere wie das 29-Mer weniger leicht in die Zellen transportiert werden.

Tabelle 12. Antisense-Targeting von 16S-rRNA in VRE

Bezugs{ Linge Antisense -Sequenz  (5°->3") SEQ ID | Prozent SA |n=
Nr. NO: Inhibition

35 | 29mer | GCA ATC CGC ACT GAG AGA AGC 109] 20.1 114 6
TTT AAG AG

40 24mer | C CGC ACT GAG AGA AGCTTT 110 51.1 5.5 6
AAG AG

22 20mer | ACT GAG AGA AGC TTT AAG AG 92 59.7 5.2 6

41 17mer | GAG AGA AGC TTT AAG AG 111 61.5 3.3 6

42 15mer | G AGA AGC TTT AAG AG 112 46.3 5.0 6

43 12mer | A AGC TTT AAG AG 113 39.5 8.2 6

C. Antisense-PMO-Resistenzuntersuchung in VRE

[0148] Das 20-mer Anti-16S-rRNA-Antisense-Oligomer, auf das oben Bezug genommen wird (SEQ ID NO:
92), wurde in einer Resistenzuntersuchung mit VRE verwendet. Nach jedem Tag der Inkubation (Konzentr. 1
pMM) wurden drei Kolonien gepickt und wieder mit dem Oligomer behandelt, um auf eine Resistenz zu testen.
Wie unten in Tabelle 13 und in Fig. 9 gezeigt, stieg am Tag vier die Lebensfahigkeit etwas, sank dann aber bei
Tag fUnf und sechs wieder ab. Tests, die zwolf Tage ausgefihrt wurden (Daten nicht gezeigt), zeigten keinen
Hinweis, dass sich eine Resistenz gegen das Oligomer entwickelt hatte.
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Tabelle 13. Resistenzuntersuchung mit Anti-16S-rRNA (SEQ ID NO: 92) in VRE

Tag Prozentinhibition SA (n=3)
1 41.8 5.2

2 49.6 27

3 51.8 12.3

4 19.2 11.9

5 34.1 10.9

6 47.2 12.0

D. Kombinationstherapie mit antibiotischen Arzneistoffen

[0149] Enterococcus faecium wurde mit Vancomycin alleine und in Kombination mit 1,0 yM Antisense-PMO,
das gegen VRE-16S-rRNA gerichtet war (SEQ ID NO: 92), behandelt. Die Inhibition wurde durch die Zugabe
des PMO, wie in Eig. 10A gezeigt, stark erhéht, und die Organismen wurden bei 3 yM Vancomycin und 1 yM
PMO vollstandig eliminiert. Die Ergebnisse zeigen, dass die Verwendung eines Antisense-PMO, das gegen
VRE-16S-rRNA gerichtet ist, zusammen mit Vancomycin in einer verstarkten antibakteriellen Wirkung im Ver-
gleich zu jener von Vancomycin alleine resultiert.

[0150] Eine ahnliche Untersuchung wurde mit Vancomycin-resistentem Enterococcus faecium (VRE) durch-
gefuhrt, der mit Ampicillin alleine und in Kombination mit 1,0 yM desselben Antisense-PMO (siehe Fig. 10B)
behandelt wurde. Wieder wurde eine im Wesentlichen vollstdndige Inhibition durch die Kombination bei 3 yM
Ampicillin erreicht. Ahnlich zu den Ergebnissen, die fir Vancomycin erreicht wurden, resultierte die Kombina-
tion eines Antisense-PMO, das gegen VRE-16S-rRNA gerichtet ist, und Ampicillin in einer verstarkten antibak-
teriellen Wirkung.

VII. In vivo-Verabreichung von Antisense-Oligomeren

[0151] In einem anderen Aspekt wird die Erfindung auf das Verlangsamen oder Limitieren einer bakteriellen
Infektion in vivo in einem Sauger und/oder Senken oder Eliminieren von nachweisbaren Symptomen, die typi-
scherweise mit einer Infektion durch jenes bestimmte Bakterium assoziiert sind, gerichtet. Im Allgemeinen wird
eine therapeutisch wirksame Menge eines Antisense-Oligonucleotid-enthaltenden Arzneimittels an ein Sau-
ger-Subjekt in einer Weise verabreicht, die wirksam ist, um die Aktivitat einer 16S-rRNA zu inhibieren.

[0152] Die Antisense-Oligonucleotide der Erfindung und die Arzneimittel, die diese enthalten, sind fir das In-
hibieren einer bakteriellen Infektion in vivo in einem Sauger und fir das Inhibieren oder Stoppen des Wachs-
tums von Bakterien im Wirt nitzlich. In anderen Worten, die Bakterien kdnnen mit einer geringen oder ohne
schadliche(n) Wirkung auf das normale Wachstum oder die Entwicklung des Wirts in der Zahl gesenkt oder
eliminiert werden.

[0153] In manchen Fallen wird das Antisense-Oligomer das Wachstum von Bakterien im Allgemeinen inhibie-
ren. In anderen Fallen wird das Antisense-Oligomer spezifisch fiir einen oder mehrere bestimmte(n) Typ(en)
von Bakterien sein, z. B. eine(n) bestimmte(n) Gattung, Spezies oder Stamm.

[0154] Es wird verstanden werden, dass die in vivo-Wirksamkeit eines solchen Antisense-Oligomers in einem
Subjekt unter Verwendung der Verfahren der Erfindung von zahlreichen Faktoren abhangt, einschlief3lich (1)
der Zielsequenz; (2) der Dauer, Dosis und Frequenz der Antisense-Verabreichung; und (3) des allgemeinen
Zustands des Subjekts, ist aber nicht limitiert darauf.

[0155] Die Wirksamkeit eines in vivo-verabreichten Antisense-Oligomers der Erfindung auf die Inhibierung
oder Eliminierung des Wachstums von einem oder mehreren Typ(en) von Bakterien kann durch in vitro-Kultur
oder mikroskopische Untersuchung einer biologischen Probe (Gewebe, Blut usw.), die von einem Subjekt vor,
wahrend und nach der Verabreichung des Antisense-Oligomers genommen wird, bestimmt werden. (Siehe
zum Beispiel Pari, G. S. et al., Antimicrob. Agents and Chemotherapy 39(5): 1157-1161; 1995; Anderson, KP
et al., Antimicrob. Agents and Chemotherapy 40(9): 2004-2011, 1996.)
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A. Behandlung von Subjekten

[0156] Eine wirksame Abgabe des Antisense-Oligomers an die Ziel-RNA ist ein wichtiger Aspekt der Behand-
lungen, wie sie von der Erfindung umfasst werden. GemaR der Erfindung schlieen solche Wege der Antisen-
se-Oligomer-Abgabe verschiedene systemische Wege, einschlief3lich oraler und parenteraler Wege, z. B. in-
travenose, subcutane, intraperitoneale und intramuskulare sowie Inhalation-, transdermale und topische Ab-
gabe ein, sind aber nicht darauf limitiert. Der geeignete Weg kann durch einen Fachmann als geeignet fir den
Zustand des Subjekts in Behandlung bestimmt werden.

[0157] Zum Beispiel ist ein geeigneter Weg fiir die Abgabe eines Antisense-Oligomers in der Behandlung ei-
ner bakteriellen Infektion der Haut eine topische Abgabe, wahrend die Abgabe eines Antisense-Oligomers in
der Behandlung einer bakteriellen respiratorischen Infektion durch Inhalation erfolgt.

[0158] Zusatzliche beispielhafte Ausfihrungsformen schlieen orale Abgabe eines Antisense-Oligomers, das
gegen eine bakterielle 16S- oder 23S-rRNA gerichtet ist, flr die Behandlung einer Harntraktsinfektion oder
Sepsis und IV-Abgabe fur die Behandlung einer Sepsis ein.

[0159] Es wird anerkannt, dass die Verfahren, die wirksam sind, um das Oligomer an die Stelle der bakteriel-
len Infektion abzugeben oder um das Oligonucleotid in die Blutbahn einzubringen, erwogen werden.

[0160] Die transdermale Abgabe von Antisense-Oligomeren kann durch die Verwendung eines pharmazeu-
tisch vertraglichen Tragers, der flr eine topische Verabreichung angepasst wurde, erreicht werden. Ein Bei-
spiel der Morpholin-Oligomer-Abgabe ist in der PCT-Patentanmeldung WO097/40854 beschrieben.

[0161] In einem Aspekt der Erfindung wird ein Antisense-Oligomer, das gegen bakterielle 16S- oder 23S-rR-
NA gerichtet ist, durch einen Katheter, Mikroblaschen, eine Herzklappe, die mit dem Oligomer beschichtet oder
impragniert ist, einen Hickman-Katheter oder einen beschichteten Stent abgegeben.

[0162] In der vorliegenden Erfindung ist das Oligomer ein Morpholin-Oligomer, das in einem pharmazeutisch
vertraglichen Trager enthalten ist, und die Abgabe erfolgt oral. In einem weiteren Aspekt der Erfindung wird ein
Morpholin-Antisense-Oligonucleotid in regelmafligen Intervallen fir einen kurzen Zeitraum, z. B. taglich fur
zwei Wochen oder weniger verabreicht. In manchen Fallen wird jedoch das Antisense-Oligomer intermittierend
Uber einen langeren Zeitraum verabreicht.

[0163] Typischerweise werden (wird) eine oder mehrere Dosen (Dosis) des Antisense-Oligomers im Allge-
meinen in regelmafigen Intervallen fir einen Zeitraum von etwa einer bei zwei Woche(n) verabreicht. Bevor-
zugte Dosen fiir die orale Verabreichung sind von etwa 1 mg Oligomer/Patient bis etwa 25 mg Oligomer/Patient
(basierend auf einem Gewicht von 70 kg). In manchen Fallen kbnnen Dosen von mehr als 25 mg Oligomer/Pa-
tient notig sein. Fur die 1V-Verabreichung sind die bevorzugten Dosen von etwa 0,5 mg Oligomer/Patient bis
etwa 10 mg Oligomer/Patient (basierend auf einem Erwachsenen-Gewicht von 70 kg).

[0164] Die Antisense-Verbindung wird im Allgemeinen in einer Menge und Weise verabreicht, die wirksam ist,
um in einer Gipfel-Blutkonzentration von mindestens 200-400 nM Antisense-Oligomer zu resultieren.

[0165] Im Allgemeinen umfasst die Behandlung das Verabreichen einer Menge eines Antisense-Agens, die
ausreichend ist, um die biologische Aktivitat einer bakteriellen 16S- oder 23S-rRNA-Zielsequenz von Interesse
zu inhibieren, in einem geeigneten pharmazeutischen Trager an ein Subjekt.

[0166] Es folgt, dass eine Morpholin-Antisense-Oligonucleotidzusammensetzung in jedem glinstigen Vehikel
verabreicht werden kann, das physiologisch vertraglich ist. Solch eine Oligonucleotidzusammensetzung kann
jeden einer Vielfalt von pharmazeutisch vertraglichen Standardtragern, der durch Fachleute angewendet wird,
einschlielen. Beispiele von solchen pharmazeutischen Tragern schlielen Kochsalzlésung, phosphatgepuffer-
te Salzldsung (PBS), Wasser, wassriges Ethanol, Emulsionen wie Ol/Wasser-Emulsionen, Triglycerid-Emulsi-
onen, Benetzungsmittel, Tabletten und Kapseln ein, sind aber nicht darauf limitiert. Es wird verstanden werden,
dass die Wahl eines geeigneten physiologisch vertraglichen Tragers abhangig von der gewahlten Art der Ver-
abreichung variieren wird.

[0167] In manchen Fallen kdnnen Liposomen angewendet werden, um die Aufnahme des Antisense-Oligo-

nucleotids in die Zellen zu ermoglichen. (Siehe z. B. Williams, S. A., Leukemia 10(12): 1980-1989, 1996; Lap-
palainen et al., Antiviral Res. 23: 119, 1994; Uhimann et al., ANTISENSE OLIGONUCLEOTIDES: A NEW THE-
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RAPEUTIC PRINCIPLES, Chemical Reviews, Band 90, Nr. 4, Seiten 544-584, 1990; Gregoriadis, G., Kapitel
14, Liposomes, Drug Carriers in Biology and Medicine, S. 287-341, Academic Press, 1979). Hydrogele kénnen
auch als Vehikel fur die Antisense-Oligomer-Verabreichung verwendet werden, zum Beispiel wie in WO
93/01286 beschrieben. Alternativ kdnnen die Oligonucleotide in Mikrospharen oder Mikropartikeln verabreicht
werden. (Siehe z. B. Wu GY und Wu CH, J. Biol. Chem. 262: 4429-4432, 1987.)

[0168] Anhaltende Freisetzungs-Zusammensetzungen werden auch im Rahmen dieser Anmeldung erwogen.
Diese kénnen semi-permeable polymerische Matrices in der Form von geformten Artikeln wie Filmen oder Mi-
krokapseln einschlielen.

[0169] Ineinem Aspekt der Behandlung ist das Subjekt ein menschliches Subjekt, typischerweise ein Subjekt,
bei dem diagnostiziert wurde, dass es eine lokalisierte oder systemische bakterielle Infektion aufweist.

[0170] In einem anderen Aspekt kann der Zustand des Patienten eine prophylaktische Verabreichung eines
Antisense-Oligomers der Erfindung vorschreiben, d. h. eines Patienten, der (1) abwehrgeschwacht ist; (2) ein
Verbrennungsopfer ist; (3) einen Dauerkatheter hat; (4) dabei ist, sich einer Operation zu unterziehen oder der
sich vor kurzem einer solchen unterzogen hat, usw.

[0171] In einer anderen Anwendung der Behandlung ist das Subjekt ein Nutztier, z. B. ein Huhn, eine Pute,
ein Schwein, eine Kuh oder Ziege usw., und die Behandlung ist entweder prophylaktisch oder therapeutisch.

[0172] Zuséatzlich sind die Verwendungen der Erfindung auf die Behandlung von jedem Zustand, in dem das
Inhibieren oder Eliminieren des Wachstums von Bakterien wirksam sein wiirde, um in einem verbesserten the-
rapeutischen Ergebnis fir das Subjekt in Behandlung zu resultieren, anwendbar.

[0173] Es wird verstanden werden, dass ein wirksamer in vivo-Behandlungsplan unter Verwendung der Anti-
sense-Oligonucleotide der Erfindung gemal der Haufigkeit und des Wegs der Verabreichung sowie des Zu-
stands des Subjekts in Behandlung variieren wird (d. h. prophylaktische Verabreichung gegeniiber Verabrei-
chung in Antwort auf eine lokalisierte oder systemische Infektion). Dementsprechend wird solch eine in vi-
vo-Therapie im Allgemeinen ein Uberwachen durch Tests, die fiir den bestimmten Typ der bakteriellen Infektion
in Behandlung geeignet sind, und eine entsprechende Anpassung in der Dosis oder des Behandlungsplan er-
fordern, um ein optimales therapeutisches Ergebnis zu erreichen.

B. Uberwachen der Behandlung

[0174] Die Wirksamkeit eines vorgegebenen therapeutischen Behandlungsplan, der die hierin beschriebenen
Behandlungen involviert, kann z. B. durch allgemeine Indikatoren einer Infektion wie grof3es Blutbild (CBC),
Nucleinsaure-Nachweisverfahren, immundiagnostische Tests oder Bakterienkulturen iberwacht werden.

[0175] Das Identifizieren und Uberwachen von bakteriellen Infektionen involviert im Allgemeinen eines oder
mehrere von (1) Nucleinsaure-Nachweisverfahren; (2) serologischen Nachweisverfahren, d. h. konventionel-
len Immuntests; (3) Kulturverfahren; und (4) biochemischen Verfahren. Solche Verfahren kénnen qualitativ
oder quantitativ sein.

[0176] DNA-Sonden kdnnen basierend auf &ffentlich verfligbaren bakteriellen Nucleinsauresequenzen ge-
staltet und verwendet werden, um Zielgene oder Metaboliten (d. h. Toxine) nachzuweisen, die auf eine bakte-
rielle Infektion, die fir einen bestimmten bakteriellen Typ, z. B. eine bestimmte Spezies oder einen Stamm spe-
zifisch oder fiir mehr als eine Spezies oder einen Typ von Bakterien (d. h. Grampositive oder Gram-negative
Bakterien) gemeinsam sein kann, hinweisend sind. Zusatzlich kdnnen auch Nucleinsaure-Amplifizierungstests
(z. B. PCR) in solchen Nachweisverfahren verwendet werden.

[0177] Eine serologische Identifizierung kann unter Verwendung einer bakteriellen Probe oder Kultur, die von
einer biologischen Probe, z. B. Kot, Urin, cerebrospinaler Flissigkeit, Blut usw. isoliert wurde, erreicht werden.
Ein Immuntest fir den Nachweis von Bakterien wird im Allgemeinen durch Verfahren ausgefiihrt, die routine-
mafig durch Fachleute angewendet werden, z. B. ELISA oder Western-Blot.

[0178] Im Allgemeinen werden Vorgehensweisen und/oder Reagenzien fiir einen Immuntest fur bakterielle In-

fektionen routinemafig durch Fachleute angewendet. Zusatzlich sind oft monoclonale Antikérper, die spezi-
fisch fur bestimmte bakterielle Stdmme oder Spezies sind, kommerziell erhaltlich.
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[0179] Kulturverfahren kdénnen verwendet werden, um bestimmte Typen von Bakterien durch Anwenden von
Techniken, einschliel3lich aerober gegentber anaerober Kultur und des Wachstums und der Morphologie unter
verschiedenen Kulturbedingungen, aber nicht darauf limitiert, zu isolieren und zu identifizieren.

[0180] Beispielhafte biochemische Tests schlielfen Gram-Farbung (Gram, 1884; Gram-positive bakterielle
Stadmme farben sich dunkelblau und Gram-negative farben sich rot), enzymatische Analysen (d. h. Oxidase-,
Katalase-positiv fir Pseudomonas aeruginosa) und Phagen-Typisierung ein.

[0181] Es wird verstanden werden, dass das genaue Wesen von solchen diagnostischen und quantitativen
Tests sowie anderen physiologischen Faktoren, die hinweisend auf eine bakterielle Infektion sind, abhangig
vom bakteriellen Ziel, vom behandelten Zustand und, ob die Behandlung prophylaktisch oder therapeutisch ist,
variieren wird.

[0182] In Fallen, in denen bei dem Subjekt diagnostiziert worden ist, dass es einen bestimmten Typ von bak-
terieller Infektion hat, wird der Status der bakteriellen Infektion auch unter Verwendung von diagnostischen
Techniken, die typischerweise durch Fachleute verwendet werden, um den bestimmten Typ der bakteriellen
Infektion in Behandlung zu Uberwachen, tberwacht werden.

[0183] Der Antisense-Oligomer-Behandlungsplan kann basierend auf den Ergebnissen der Immuntestes, an-
derer biochemischer Tests und der physiologischen Untersuchung des Subjekts in Behandlung angepasst wer-
den (Dosis, Haufigkeit, Weg usw.), wie angezeigt.

[0184] Wahrend die Erfindung mit Bezugnahme auf spezifische Verfahren und Ausfihrungsformen beschrie-
ben worden ist, wird es geschatzt werden, dass verschiedene Modifikationen gemacht werden kénnen, ohne
von der Erfindung abzuweichen.

MATERIALIEN UND VERFAHREN

[0185] Rekombinante DNA-Standardtechniken wurden in allen Konstruktionen angewendet, wie in Ausubel,
FM, et al., in CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley and Sons, Inc., Media, PA,
1992 und Sambrook J, et al., in MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor La-
boratory Press, Cold Spring Harbor, NY, Bd. 2, 1989 beschrieben.

[0186] Plasmid. Das Plasmid, das fir Untersuchungen zugunsten der vorliegenden Erfindung verwendet wur-
de, wurde unter Verwendung des pCi-Neo-Sauger-Expressionsvektors (Promega) durch Inserieren von 36 Ba-
sen der c-myc-Zielregion zusammen mit der codierenden Region fiir Leuchtkafer-Luciferase in den Vektor im
Polylinker stromabwarts vom T7-Promotor konstruiert. Das A des ATG von Codon Nr. 1 von Luciferase wurde
durch in vitro-Mutagenese entfernt, so dass das ATG, das in der c-myc-Sequenz vorhanden ist, im Rahmen
mit dem Reporter belassen wird. Das Plasmid pCiNeo(myc)lucdA enthielt auch das b-Lactamase-Gen, das die
antibiotische Resistenz codiert, und wurde in Escherichia coli DH5 transformiert.

[0187] Bakterienkulturen. Beim Bewerten der Wirksamkeit von Antisense-Oligonucleotiden der Erfindung
wurden ungefahr 3 ml bakterielle Kulturen von einer 45 ml-Ausgangskultur in Luria-Bertani(LB)-Briihe, enthal-
tend 4,5 mg Ampicillin und eine einzige bakterielle Kolonie, die von frisch ausgestrichenen LB-Agarplatten, ent-
haltend 100 pg/ml Ampicillin, genommen wurde, in Plastik-Schnappdeckel-Rdhrchen aliquotiert. Das in phos-
phatgepufferter Salzlésung (PBS) verdiinnte Test-Oligomer wurde zu den Kulturen zugefiigt, bei 37°C fir eine
bestimmte Zeit, z. B. 16 oder 26 Stunden, unter Schutteln bei 210 UpM inkubiert, dann fur 15 Minuten auf Eis
platziert.

[0188] Kultur-Farbungsmikroskopie und Kolonie-Scanning. Bakterielle Plattenzahlungen erfordern, dass ein
messbares Volumen an Material zum Agar entweder durch die Gussplatten- oder Streichplatten-Technik zuge-
fugt wird. Wenn die urspruingliche Probe eine groRe Zahl von Bakterien aufweist, werden Verdinnungen her-
gestellt und plattiert. Die Platten werden inkubiert, und die Zahl der Kolonie-bildenden Einheiten (kbE) reflek-
tiert die lebensfahigen Organismen in der Probe. Die Kolonien kdnnen handisch unter Verwendung eines Mi-
kroskops gezahlt werden, es wird jedoch bevorzugt, dass ein automatisches Kolonie-Zahlgerat angewendet
wird (z. B. wie von Bioscience International, Rockville, MD, angeboten). Bakterielle Kulturen werden gemaf}
Gram-Farbe-Standardprotokollen gefarbt. Die gefarbten Bakterien werden unter Verwendung eines Nikon Op-
tiphot-2-Aufrecht-Mikroskops betrachtet, wobei die Abbildungen unter Verwendung der Kombination einer
100X-Olimmersionslinse und der 10X-VergéRerung der Kamera 1000X vergroRert werden. Die Kamera, die
verwendet wurde, um die Bilder einzufangen, ist eine Nikon N8008S. Die Bilder werden unter Verwendung der
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Hellfeld-Mikroskopie mit einer 4 Sekunden-Belichtung bei einer Einstellung der Lichtausgabe von 5 aufgenom-
men. Ein bevorzugter Film war Kodak Gold 400 ASA. Nach dem Entwickeln werden die Bilder unter Verwen-
dung eines Mikrotek Scan Maker 4 gescannt, dann unter Verwendung von Adobe PhotoShop geschnitten.

Sequenzprotokoll-Tabelle

SEQ
Beschreibung ng
E. coli GenBank.Zugangsnr.: X80725 1
Salmonella thyphimurium GenBank Zugangsnr.: U88545 2
Pseudomonas aeruginosa GenBank Zugangsnr.: AF]70358 3
Vibrio cholera GenBank Zugangsnr.: AF118021 4
Staphylococcus aureus GenBank Zugangsnr.: Y15856 6
Mycobacterium tuberculosis GenBank Zugangsnr.: X52917 7
Helicobacter pylori GenBank Zugangsnr.: M88157 8
Streptococcus pneumoniae  GenBank Zuganosnr.: AF003930 9
Treponema palladium GenBank Zuycangsnr.: AJ0O10951 10
Chlamydia machomatis GenBank Zugangsnr.. D85722 11
Bartonella henselae GenBank Zugangsnr.: X89208 12
Hemophilis Influenza GenBank Zugangsnr.: M35019 13
Shigella dysenterae  GenBank Zugangsnr.: X96966 14
0-1-23-15 (BS-1Tabelle2A) 15
5'- GGA CTA CGA CGC ACTTTA TGA G -3' (22-mer)
0-1-23-16 (BS-2;Tabelle2A) 16
5'-GGT CCG CTT GCT CTC GCG AGG -3' (21-mer)
0-1-23-17 (NS-1;Tabelie2A) 17
5'-GCA AAG GTA TTA ACT TTA CTC-3' (21-mer)
0-1-23-18 (NS-2;Tabelle2A) - 18
5'- GCT GCG GTT ATT AAC CAC AAC -3' (21-mer)
0-1-23-9 (£. coli 168S) 19
5'-GCA CTT TAT GAG GTC CGC TTG-3' (21-mer)
TGCTGCCTCCCGTAGGAGTCT abelle2A- breit 2]
ATTACCGCGGCTGCTGGCACG labelle2A- breit 22
ACCAGGGTATCTAATCCTGTT [abelle2A- breit 23
CACATGCTCCACCGCTTGTGC Tabelle2B- breit 24
TTGCGGGACTTAACCCAACAT Tabelle 2B- breit 25
CGCGGCTGCTGGCACGTAGTT Tabelle 3-Gram-positiv 27
ACTTAACCCAACATCTCACGA abelle3-Gram-positiv 28
TTTACGCCCAGTAATTCCGA Tabelle4-Gram-negativ 29
ACTCCCATGGTGTGACGGGCGG Tabelle4-Gram-negativ 30
AATCTGAGCCATGATCAAACT Tabelle2A 31
CCCTCTTTGTGCTTGCGACGT Tabelle2A 32
ACCCCCCTCTACGAGACTCAA [Tabelle 2A 33
CCACGCCTCAAGGGCACAACC Tabelle2A 34
TCTCATCTCTGAAAACTTCCG Tabelle2A 35
CATGATCAAACTCTTCAATTT (L'abelle2A 36
CCCTCTTTGGTCTTGCGACGT Tabelle2A 37
TACCCCCCTCTACGAGACTCA Tabelle2A 38
GCCACGCCTCAAGGGCACAAC [Tabelle2A 39
CAGAGAGCAAGCCCTCTTCAT [Tabelle2A 40
CCTGCTTTCTCCCGTAGGACG [Tabelle 2A 41
CACCACCCTCTGCCATACTCT Tabelle2A 42
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CTAAGATCTCAAGGATCCCAA Tabelle2A 43
GGCCTGCCGCCAGCGTTCAAT Tabelle2A 44
CCCTCTTTGGTCCGTAAACAT Tabelle2A 45
CCCCCTCTACAAGACTCTAGC Tabelle 2A 46
ACGACTRTAGGTCACAACCTC Tabelle2A 47
AGGATCAAACTCTTATGTTCA labelle2B 48
CCTGCTTTCCCTCTCAAGACG Tabelle 2B 49
CACCTCCCTCTGACACACTCG Tabelle2B 50
CCAAGCAATCAAGTTGCCCAA Tabelle 2B 51
CCAGCGTTCATCCTGAGCCAG Tabelle 2B 52
GAACCATGCGGTTCAAAATAT Tabelle2B 53
CTTTCCTCTTCTGCACTCAAG Tabelle 2B 54
GGGGCGGAAACCCCCTAACAC Tabelle2B 55
GCATGTGTTAAGCACGCCGCC Tabelle2B 56
AAGACATGCATCCCGTGGTCC Tabelle2B 57
CAGTCTCCCCTGCAGTACTCT Tabelle2B 58
GATCCCAAGGAAGGAAACCCA Tabelle2B 59
CAGGATCAAACTCTCCATAAA Tabelle2B 60
AAATCTTTCCCCCGTAGGAGT Tabelle2B 61
CACCTACCTCTCCCACACTCT Tabelle 2B 62
TGGAGAGACTAAGCCCTCCAA Tabelle 2B 63
CGTCCTGAGCCAGGATCAAAT Tabelle2B 64
ATGTCATGCAACATCCACTCT Tabelle2B 65
ACTCTCCCCTCTTGCACTCAA Tabelle2B 66
AAACCCCGGAAAGGGTCTAAC Tabelle 2B 67
TCTGAGCCATGATCAAACTCT Tabelle 2B 68
ACCCCTTATGAAGCACTGAGT Tabelle2B 69
AGTTTCCCTTCCGTAATTCAA Tabelle2B 70
CACTGAAGCTCTTGCCCCAAC Tabelle2B 71
| GAACCAAGATCAAATTCTCAG Tabelle2C 72
GTTACTCGGATGCCCAAATAT Tabelle2C 73
CCTTTTCTCCATCTACCCTCT Tabelle 2C 74
GGATGGGGTTGAGACCATCCA Tabelle 2C 75
AGCGTTCATCCTGAGCCAGGA Tabelle2C 76
AAATCTTTCTCCAGTAGGACG Tabelle2C 77
CACTCACCTCTTCCATACTCA Tabelle2C 78
ACTGAGCAGTAAACCACCCAA Tabelle2C 79
CATGATCAAACTCTTCAATIN Tabelle 2C 80
CACTTTCATCTTCCGATAATA Tabelle 2C 81
CCTCCCTAAAGTACTCTAGTT Tabelle2C 82
CAGAGTTAAACCCCAACCCCC Tabelle2C 83
GCCAGCGTTCAATCTGAGCCA Tabelle2C 84
CCCTCTTTGGTCTTGCGACGT Tabelle2C 85
TACCCCCCTCTACGAGACTCA Tabelle2C 86
GCCACGCCTCAAGGGCACAAC Tabelle2C 87
CCTCGTATCTCTACAAGGTTC Tabelle2C 88
CCC CAT CATTAT GAG TGA TGT GC AVI-1-23-19 89
TCA TTA TGA G GTG ACC CCA AVI-1-23-20 90
GAT GAA CAGTTACTCTCATC AV]-1-23-2] 91




DE 600 38 695 T2 2009.05.28

ACT GAG AGA AGC TTT AAG AG AVI]-1-23.22 92
ATG TGC ACAGTT ACTTAC AC AVI-1-23-23 93
CTG AGA ACA ACT TTA TGG GA AVI]-1-23-24 94
TTA TTC TGT TGG TAA CGT CA AVI-1-23-25 95
CG AGTTGC AGACTGCGATC AVI-1-23-26 96
ATC TGA GCC ATG ATC AAACT AVI]-1-23-27 97
TGT CTC AGT TCC AGTGTTGC AVI1-1-23-28 98
GTC TTC GTC CAG GGG GCC GC AVI-1-23-29 99
CACCTG TCTCACGGTTCCCG AVI-1-23-30 100
CGC CCTCCC GAA GTT AAGCT AVI-1-23-31 101
JGGC ACGCCGCCAGCGTTICG AVI-1-23-32 Tab. 10 102
TGT CTC AGT CCC AATGTG GC AVI-1-23-33 Tab. 10 103
IGTT ACA GAC CAG AGA GCCGC AVI-1-23-34 Tab. 10 104
CACCTG TCACTTTGC CCCCG AVI}-1-23-35 Tab. 10 105
GGC GGC TGG CTC CAA AAGG AVI-1-23-36 Tab. 10 106
CACCCGTTCGCC ACTCCTC AVI]-1-23-37 Tab. 10 107
TCAATTCCTTTG AGTTTIC AA AVI-1-23-38 Tab. 10 108
GCA ATC CGC ACT GAG AGA AGC TTT AAG AG | AVI-1-23-39 Tab. 10 109
C CGC ACTGAG AGAAGCTITAAGAG AVI-1-23-40 Tab. 10 110
CGAG AGA AGCTTT AAG AG ‘AVI1-1-23-4] Tab. 10 111
G AGA AGCTIT AAG AG AVI-1-23-42 Tab. 10 112
A AGC TTT AAG AG AV]-1-23-43 Tab. 10 113
GACTAC CAG GGTATCTAATC AVI-1-23-44 Tab. 10 114
CAG CGA CACCCG AAA GCCCC AV]-1-23-45 Tab. 10 115
GTG CCA AGGCATCCACCG TG AVI]-1-23-46 Tab. 11 116
CATACT CAA ACG CCC TATTC AVI]-1-23-47 Tab. 11 117
CCTTAGCCTCCTGCG TCC C AV]-1-23-48 Tab. 11 - 118
GGG GTC TTTCCG TCC TAT CG AVI-1-23-49 Tab. 11 119
CGA TCG ATT AGT ATC AGT CC AVI-1-23-50 Tab. 11 120
T GAG AGA AGC TTT AAG AG AVI1-1-23-63 Tab. 10 121
CT GAG AGA AGCTTIT AAG AG AVI1-1-23-66 Tab. 10 122
GCG ACA CCC GAA AGC GCC AVI-1-23-67 Tab. 10 123
TAC AGA CCA GAG AGC CGC AVI1-1-23-68 Tab. 10 124
CGA CACCCG AAA GCG CC AVi-1-23-69 Tab. 10 125
A GCG ACA CCC GAA AGC GCC AVI1-1-23-70 Tab. 10 126
CG ACA CCCGAA AGCGCCA AVI-1-23-71 Tab. 10 127
MG AMA MMM GAA AGM GMM AVI-1-23-72 Tab. 10 128
TAM AGA MMA GAG AGM MGM AVI1-1-23-73 Tab. 10 129
MMM MAM MTT MTT MMG G AVI-1-23-74 Tab. 10 130
}CAC CGC GGC GTG CTG ATCC AVI-1-23-75 Tab. 10 131
CCCCACCTTCCTCCGG AV]-1-23-76 “Tab. 10 132
CCGCTTGTG CGG Gee cec AVI-1-23-77 Tab. 10 133
CAC CGC GGC GTG CTG ATC AVI1-1-23-78 ‘Tab. 10 134
CACCGCGGC GTG CTG AT AVI-1-23-79 ‘Tab. 10 135
ACCGCGCG GCG TGC TGA TCC AVI-1-23-80 ‘Tab. 10 136
CCGCGG CGT GCT GATCC AVI-1-23-8] ‘Tab. 10 137
ACCOGCGGCO TGC TGA TC AVI]-1-23-82 Tab. 10 138
}5°- ACG TTG AGG GGC ATC GTC GC-3° AVI 1-22-126 AS zu c-myc 139
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<11C> AVI BioPharma,

<120> GEGEN BAKTERIELLE 16S UND 23S RRNAS GERICHTETE UNGELADENE
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Inc.

SEQUENZPROTOKOLL

ANTISENSE OLIGONUKLEOTIDE UND DEREN VERWENDUNGEN

<130> 0450-

0032.41

<140> PCT/US00/42391
<141> 29-11-2000

<150> US 60/168,150
<I51> 29-11-1999

<160> 138

<170>

<210> 1

<211> 1450
<212> DNA
<213>

<22C>
<221>
<222>
223>

392,

<400> 1

agtttgatca
taacaggaag
aactgcctga
agcacaaaga
agtaggtggg
caacactgg
cacaatgggc
aaagtacttt
cgcagaagaa
gttaatcgga
tcececggget
ggtagaattc
ggcggececee
agataccctg
tggctteegg
ctcaaatgaa
gcgaagaacc
cgggaaccgt
taagtccege
aaggagactg
ttacgaccag
agcaagcgga
gaagtcggaa
tgtacacacc
tgg3agggcy

<210> 2

<211> 1541
<212> DNA
<213>

FastSeQ fir

misc_feature

852, 853

n = A,T,C oder G

tggctcagat
cagettgcetg
tggaggggga
gggggacctt
gtaacggctc
aactgagaca
gcaagcctga
cageggggag
gcaccggeta
attactgggce
caacctggga
caggtgtagce
tggacgaaga
gtagtcecacg
anntaacgceqg
ttgacggggyg
ttacctggtc
gagacaggtg
aacgagcgca
ccagtgataa
ggctacacac
cctcataaag
tcgctagtaa
gcccgteaca

Escherichia coli

tgaacgctgg
ctttgctgac
taactactgg
agggcctctt
acctaggcega
cggtccagac
tgcagccatg
gaagggagta
actcecgtgee
gtaaagcgca
actgcatctg
ggtgaaatge
ctgacgectca
ccgtaaacga
ttaagtcgac
ccgcacaagce
ttgacatcca
ctgcatgget
acccttatee
actggaggaa
gtgctacaat
tgcgtegtag
tcgtggatca
ccatgggagt

Salmonella thyphimurium

Aindows Version 4.0

cggcaggcect
gagrggcegga
aazacggtagc
gccatceggat
cgatccectag
tcctacggga
cngcgtgtat
aagttaatac
agcagccgeyg
cgcaggeggt
atactggcaa
gtagagatct
ggtgcgaaag
tgtcgactig
cgeetgggga
ggtgg;q;at
cggaagitts
gtcgtcaget
tttgttgceca
ggtggggatyg
ggcgecataca
tecggattgg
gaatgccacg
gggttgcaaa

aacacatgca
cgggtgagta
taataccgca
gtgcccagat
ctggtctgag
ggcagcagtg
gaagaaggcc
ctttgectecat
gtaatacgga
ttgttaagte
gcttgagtct
ggaggaatac
cgtggggage
gaggttgtge
gtacggcecege
gtggtttaat
cagagatgag
cgtgttgtga
gcggtecgge
acgtcaagtce
aagagaagcg
agtctgcaac
gtgaatacgt
agaagtaggt
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agtcgaacgg
atgtctggga
taacgtcgca
gggattagct
aggatgacca
gggaatattg
ttcgggitgt
tgacgttacc
gggtgcaage
agatgtcaaa
cgtagagggg
cggtggcgaa
aaacaggatt
ccttgaggeg
aaggttaaaa
tcgatgcaac
aatgtgcecrt
aatgttgggt
cgggaactca
atcatggccc
acctecgcgag
tcgactccat
teccegggeoct
agcttaactt

60
120
180
240
300
360
420
480
540

660
720
780
840
900
260
1020
1080
1140
1200
1250
1320
1380
1440
1450



<4C0> 2

aaattgaaga
gtcgaacggt
gtcrgggaaa
acgtcgcaag
gattagctag
gatgaccagce
gaatattgca
cgggitgtaa
acgttacccg
gtgcaagcgt
atgtgasatc

tagaggggge -

gtggcgaagg
acaggattag
ttgaggegtg
ggttaaaact
cgatgcaacg
ttgtgectte
atgttggagtt
gggcaactcas
tcatggeect
ccregegaga
cgactccatg
ccegggectt
gcttaacctt
aaggtaaccg

<210> 3

<211> 1467
<212> DNA
<213>
<400> 3

£eagaggsy
tgatagtagg
aagcagggga
tgaggtaacg
ctggaactga
gggcgaaage
ctitaagttg

1ot o

o m

cggaattact
ggctcaacct
atttcctgtg
cacciggget
cctggtagte
gcgcagetaa
tgaattgacyg
gaaccttace
actctgacac
cccgtaacyga
agactgeecg
gcctggect
gctazatcee
tcggaatcge
cacaccgceee
ggggacggtt
gggaacctge

W Qo

<210> ¢
<211> 1500

tacgaccagg
gcaagcggac
aagtcggaat
gtacacaccg
cgggagsgsgeyg
taggggaace

cttgcictet
gggacaacgt
ccttegggece
gctcaccaag
gacacggtcc
ctgatccage
9329928993
gctaactteg
gggcgtaaag
gggaactgca
tagcggtgaa
satactgaca
cacgccgtaa
cgcattaagt
ggggceecgea
aggccttgac
aggtgctgea
gcgcaaccct
tgacaaaccg
acacacgtge
ataaaaccga
tagtaatcgt
gtcacaccat
accacggagg
ggctggatca
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ggctcagatt
agcttgetet
gagggggata
gggacctteg
aacggctcac
ctgaagcacg
aagcctgatg
gcggggagyga
accggctaac
tactgggcegt
acctgggaac
ggtgtagcag
gacgaagact
agtccaccec
ctaecgegtt
gacgegggec
tacctggtct

¢ agacaggtgce

acgagcgeaa
cagtgataaa
gctacacacg
ctcataaagzt
cgctagtaat
ccegteacac
cttaccactt
tgcegttgga

Pseudomonas aeruginosa

gattcagegg
ttcgaaagga
ttgcgetate
gcgacgatece
agactcctac
catgcoegeat
cattaaccta
tgccagcage
cgcgegtagg
tccaaaactg
atgcgtagat
ctgaggtgcg
acgatgtcga
cgaccgecetg
caagcggtag
atgcagagaa
tggectgtegt
tgtcecttagt
gaggaaggtg
tacaatggtc
tcgtagteeg
gaatcagaat
gggagtgggt
tattcatgac
ccteett

gaacgstggs
ttgeigacga
actactggsze
ggcctctge
ctaggcgacg
gtccagactc
cagccatgec
aggtgtigts
tcegtgecag
aaagcgeacg
tgecatctgat
tgsaatgcgt
gacgctcagg
gtaaacgatc
aagtegagtg
cgcacaageg
tgacatccac
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ggcaggceta
grggsggacyg
acggtggeta
catcggatgt
atccctaget
ctacgggagg
gcgtgtatga

ttaataacc
cagccgeggt
caggoggtte
actggcaage
agagatctgg
tgcgaaageg
tctacttgga
cttggggagt
gtggagcatg
agaactttec
tegtcagete
ttgttgecag
gtgeggatga
gcgecatacaa
ccggattgga
aatgccacgg

©g ggttgcazaa

gactggggtg
a

acgtaatgcet
cgcatacgtc
aggtcggatt
tgagaggatg
agtggggaat
ggtcttegga
gttttgacgt
cgaagggtge
agttgaatgt
gtatggcaga
acaccagtgg
gagcaaacag
ggatccttga
ccgetagget
Ttaattcgaa
atggattggt
cgtgagatgt
ttaaggtggg
caagtcatca
gttgccaagce
tgcaactcga
atacgticec
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acacatgcaa
ggtgagtraat
ataccgcata
gcececeagatgs
ggtctgagag
cagcagtgqyg
agaaggcctt
gcagcaattyg
aatacggagg
gtteagtcag
ttgagtetceg
aggaataccg
tgggcageaa
ggttgrgeec
acggccgcaa
tggtttaatt
agagatgaga
gtgttgtgaa
cggteeggec
cgtcsagtca
agagaagcga
gtctgcaact
tgaatacgtt
gaagtaggta
aagtcgtaac

atcagtcaca
attggacaat
ttgtaaageca
taccgzacaga
aagcgttaat
gasagccecg
gggtggrgga
cgaaggcgac
gattagatac
gatcttagtg
aaaacictaa
gcaacgcgaa
gcctocoggga
tgggtrraage
cactctaagg
tggeceettac
cgcgaggtgg
ctgcgigaag
gggeccettgta
taaccttcgg
gtagccgtag

60
120
180
240
300
3560
42¢C
480
540
600
560
720

840

SO0

$60
1020
1080
114C
12CC
1260
1320
1380
1440
1500
1541

50
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
340
800
980

1020
1080
11490
1200
1280
1320
13890
1440
1467



<212> DNA

<213> Vibrio cholera

gctcaccaag
gacacggtcc
ctgatgcage
tgaggaaggt
gctaacteeg
gggcgtaaag
gggaacecgea
tagcggtgaa
aagactgacg
cacgctgtaa
cgcgttaagt
ggggeccgea
tactettgac
aggtgctgea
gcgcaaccet
tgateaaaccg
acacacgtge
agaaagtatg
tagtaatcgt
gtcacaccat
accacggtgt

<210>

-~ U

<211> 1544

<212>
<213>

NA

Z It

<400> 5

tgaacataag
agtcggacgg
acatatcgga
Tacgtctige
ctgattagct
aggatgatce
agggaattttg
ttcgggttgt

tgacggtacce

gggtgcgagc
ggatgtgaaa
gtcagaggga
cgatggcgaa
caacaggatt
acttgattge
aagattaaaa
ttcgatgcaa
aggagtgeet
agatgtigeg
tgggcactet
ctcatggece
aagccgegag
Lcgagtgcat
Teccgggtet
agggtaace

caaggtagcee

ggcggceagge
tgacgagcgg
ttggaaacga
tytcgcgteg
gcgacgatcee
agactcctac
catgecegegt
tggtgcegtea
tgccagcagce
cgcatgcagyg
ttttgaactg

acgatgtcta
agaccgectg
caagcggtygg
atccagagaa
tggcTgtegt
tatcctigtt
gaggaacgtg
tacaatggca
tcgtagLesyg
gaatcagaat
gggagtggge
ggttcatgac

agtttgatce
cagcacaggyg
acgtaccggg
gagggaaagce
ggtTtggcaggyg
gecacacigg
gacaatgggc
aaaggacttt
tgaacaataa
gttaatcgga
Tceeeggget
ggtggaatte
ggcagccte

agataccctg
ttggtagcgt
ctcaaaggaa
cgcgaagaac
tcgggagec
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ctaacacatg
cggacgggtg
ctgctaatac
ggatgggeee
ctagetggtt
gggaggeage
gtgtgaagaa
atagcgtatc
cgeggraata
cggtttgtta
gcaggctaga
atctgaagga
zaagcgtcegg
cttggaggre
gggagtacgg
agcatgtggt
gccgaaagag
cagctecgtgt
tgecagecgag
gggacgacgs:
tatacegagg
gatcggagtc
gtcacggtga
tgcaccagaa
tggggtgasag

eisseria gonorrhoea

tggctcagat
aagettgett
tageggggga
aggggacctt
gtaaaggccce
gactgagaca
gcaagcctga
tgtcagggaa
gcaccggeta
attactggge
caacccggga
cacgtgtagc
tgggataaca
gtagtccacg
agctaacgceg
ttgacgggga
cttacctggt
taacacaggt
caacgagcge
ccggtgacaa
ggcttcacac
tctcacaaaa
tcgctagtaa
gccegtsaca
gcttaccacg
ctgecggergg

caagtcgage
agtaatggct
cgcatgatgt
agttgggatt
tgacaggatyg
agtggggaat
ggecricgsg
aattrtgacgt
cggagggtge
agcaagatgzc
gtcttgtaga
ataccggtgyg
gagcaaacag
gtgacctarxa
tcgeaagate
ttazattcgat
attttggtg:
tgtgaaatgt
taatgtcggg

tcgtaacaag

tgaacgetag
ctecgggtygge
taactgatcg
cgggecttge
acceaggcga
cggecccagac
tccagecatg
gzeaaaggetg
actacgtgece
gtaaagcgag
actgcgtict
agtgaaatge
ctgacgttca
ccctaaacga
tgaaattgac
ccogeacaag
tttgacatgt
gctgcatggc
aaccettgte
gccggaggaa
gtcatacaat
ccgatcgtag
tcgeaggtea
ccatgggagr
gtatgcrteca
atcacctcct
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ggtggegatg
ggtcggraca
ftccggattge
gcatactgcg
gggggatace
tgactggggt

ttct
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casaagcttyg
cctgacgtgg
aagaggggga
tgagctaatg
ctggaactga
gggcgeaage
ctttcagcag
agaagcaccg
cggaattact
ggctcaacet
atttcaggtg
cccctggaca
cctggtagte
tcggagctaa
tgaattgacg
gaaccttace
actctgagac
cccgcaacga
agactgccgg
gagtagggct
agcgaatccc

gggaaccrgg

tacacatgca
cgggtgagtea
taataccgea
cggcegatat
cgggrctgag
ggcagcagtg
gaagaaggcce
cggceggecga
graatacgta
tacttaagca
actcgagigt
ggaggaatac
cgtgggtage
tgttgggca

Wt ()0
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acgtcaagtc
gagggtagcc
actctgcaac
gtgaatacgzT
agaagtaggt
gaagtcgtaa
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<210> 6

<211> 1484
<212> DNA
<213>

<400> 6

ctggetcagg
aagcttgete
aagactggga
ttcaaaagug
trtggtaaagt
cacactggaa
caatgggega
aactctgeia
atcagaaagc
tatccggaat
ccacggctcea
tggaattcca
cgactttcetg
ataccectggt
tagtgcetgea
tcasaggaat
gcgaageaacce
tcgggggaca
gttaagtcce
taagttgact
cttatgatte
ggtcaagcaa
tgaagetgga
ttgtacacac
ttttaggage

<210> 7

<211> 1464
212> DNA
<213>

<400> 7

agcggegtge
cgaacgggeg
gggtcteata
tgtgggatga
acgggtaqgce
ctacgggagg
gcgtggagga
tctetcggat
gtaatacgta
tTgtcegegtt
actagagtac
ggaggeaacac
cgtggggage
gtgtgggttt
gagtacggcece
catgtggatt
cgtctagaga
tcgtgtegtyg
agcacgztaat
tgacgtcaag
czaagggctlg
cgggtcigea

gecggtgaata

atgaacgetg
ctctgatgrt
taactrcgsg
aaagacggtce
aacggcttac
ctgagacacg
aagcctgacyg
ttagggaaga
cacggctaac
tattgggege
accgtggagg
tgtgtagegg
gtctgtaact
agtccacgce
gctasacgecat
tgacggggac
ttaccasatc
aagtgacagg
gcaacgageg
gcecggtgaca
gggctacaca
atcccataaa
atcgctagta
cgceegteac
Tagccgicgs

Ttaacacatg
agteacacgt
ccggatagga
gceegeggee
ggcetsagag
cagcagtggg
tgacggcctt
tgacggtagg
gggtgcgage
gttcgtgaaa
tgcagugzag
cggtggegaa
gaacaggat:
cctteeIrgg
g:aagg"*aa
aatt
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Staphylococcus aureus

gcggcgtgee
agcggeggac
aaaccggagce
ttgctgtecac
czaggcaacg
gtccagacte
gagcaacgece
acatatgtgt
tacgtgeeag
asagegegeg
gtcattggaa
tgaaatgcgc
gacgetgatg
gtaaacgatg
taagcactcce
ccgcacaage
ttgacatccet
tggtgcatgg
caacccttaa
aaccggagga
cgtgctacaa
gttgtictca
atcgragatc
accacgageag
aggtgggaca

Mycobacterium tuberculosis

caagtcgaac
gggtgatctg
ccacgggatg
tatcagertg
ggtgteegge
geatattgea
cgggtigtaa
tggagaagaa
gttgtccgga
tctecacgget
actggaattc
ggegggicte
agataccctg
gatcegtgec
gactcaaagg
aacgcgaaga
cttgtggect
ttaagtcceg
cgtgagagac
cctratgtee
aggttaagcg

> gtgaagtcgg

ccttgtacac

taatacatge
gggtgagtaa
taataccaga
ttatagatgg
atgcatageo
ctacgggagyg
gcgtgagga
aagtaactgt
cagcegeggt
taggcggttt
actggasaaac
agagatatgg
tgcgaaageg
agtgctargt
gectggggag
¢gtggagcat
ttgacaacte
ttgtcgtcag
gcttagttge
aggtggggat
tggacaatac
gttcggatty
agcatt
tttgteaacac
aatgatiggg

ggaaaggtct
ccectgeactt
catgtcttge
ttggtgoggt
cacactggga
caatgggcgc
acctctttca
gcaccggeca
attactgggc
taactctgag
ctggtgtage
tgggcagtaa
gtagtccacg
ctagctaacg
aattgaccgg
accttacctyg
gtgtgcaggt
caacgagege
tgeeggggte
agggeteeac
aatccttaaa
agtcgctagt
acecgecegte

ctac g

aagtcgageg
cacgtggata
taatattttg
atcegegetg
gacctgagag
cagcagtagg
tgaaggtett
gcacatctig
aatacgtagg
ttyaagtctg
ttgagtgcag
aggaacacca
tggggatcaa
gttagggggt
tacgaccgea
gtggtttaat
tagagataga
ctegtgtege
catcattaag
gacgtcaaat
aaagggcagce
tagtctgcaa
gtgaatacg
ccgaagecgg
ctga

Ticgoagat
cgggateagce
ggtggaaagce
gacggectac
ctgagatacg
aagcctgatyg
czatcgacga
actacgtgee
gtaaagagcet
cgtgcgggeg
gztggaatge
ctgacgctga
ccgtaaacgyg
cattaagtac
ggccegeaca
ggtttgacat
ggtgcatggce
aacgcettgtc
aactcggagg
acatgctaca
agccggtete
aatcgcagat
acgtcatgasa

41/81

aacggacgag
acctacctat
aaccgecatygg
cattagctag
ggtgatcgke
caatctteceg
cggatcegtaa
acggtaccta
tggcaagcgt
atgtgazage
aagaggaaag
gtggcgsagg
acaggattag
tteccgeoeect
aggttgaaac
tcgaagcaac
geecttecect
gagatgiigg

tgggeacte
catcatgzce
gaaaccgcga
ctcgactaca
ttceegyggte
tggagtaacc

o ot
a0

actcgagt
ctgggaaa
gectttage

Q0 \0
Ot

a

caaggcgacg
gccecagacte
cagcgacgece
aggteecgagt
agcagccygceg
cgtaggrgge
atacgggcag
gcagatatca
ggagcgaaag
tgggtactag
ccegectyggg
4gcggceggag
gcacaggacg
tgtcgtcage

catgttgece
aaggtgggga
atggccggta
agttcggaic
tagcaacgert
agtcggtasc

80
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
730
§40
900
9€0

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1484

60
i20
180
240
300
360C
420
480
540
600
€60
720
780
840
G0
360

1020
190890
1140
1200
1250
1320
1380



aa
agteg
1450

DNA

912,
<223> n =

QW O B rA
P B N I S S I o B

cagecgegyg
gtaggcggga
aactactatt
tagagatcaa
tgcgectaaag
tggatgctag

O O rtot
QP @ ot O

Qo Qb Qo
0O

O 0

<210>
<211>
<212>
<213>

1515
DNZE

<400> ©

atttgatcct
gaaggaggag
gcctggtage
gcatgacatt
gctagttggt
tcggccacac
ttecagcaatg
cgtaaagcic
tatcttacca
cagcgtigte
Tasaggcigt
gagagtggaa
gaaagcggcet
attagatacc
gggtttagrg
gazactcaaa

gcc agtggectaa
taacaaggta

misc_feature

927, 928,

A,T,Coder G

gttugatcct
gaagcttcta
tgtgecectert
gggaaagatt
gcttaccaag
gacacggtce
ctgaagcage
agaagatcaat
taatacggag
tagtcagtce
ctagagtgtg
gaggaatact
cgtggggage
Ttgttggagy
agtacggtcg
angtggttta

c gctagaaata

gtcagcTegt
gttgctazaca
ggggacgacg
gtgcacaaag
gattgtaggc
tgtigcggTe

ggctcaggac
cttgeticte
gggggataac
tgcttaaaag
ggggraacgg
tgggactgag
gacggaagtce
tgttgtazga
gaaagdgacg
cgcatttate
ggcttaacca
ttccatgoge
ctctggettg
ctggtagtice
ccgtagetaa
ggaattgacyg
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Helicobacter pylori

29, 930,

ggctcagaget
gcttgectaga
agtttgggat
tatcgetaag
gctatgaccy
agactcectac
sacgcegegt
gacggtatct
ggtgcaageg
ggtgtgaaat
ggagaggtag
cattgcgeaag
azacaggatt
gcttagtcte
caagattaaa
attcgannnn
gtggagtgte
gtegtgagat
cgttatgctg
Tcaagtcate

Streptococcus pneumoniae

0wt w0 WQ
O Q w ot
000

O ot ool
o Q

gaagaacgag
gctaactacg
gggcgtaaag
ragtaggete
agcggrgasa
taactgacgce
acgctgtaaa
cgcattaage
ggggeecgea

1083
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sl
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OO Wttt 00 0N

Qg W
Ottt
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agaactictaa
atggceetta
ctgtgeaagtyg
ctgcatgaag
cgggrcitgt
ctaaattgge

Q o ot ot

gactcct
acgccgc
tgtgagagt
tgccageage
cgagcgcagg
tggaaactgt
tgegtacgata
tgaggetcega
cgatgagtgc
actccgeeTy
caageggtgg

<
a
c
a
a
g

t ot OO0 0 NQock

[Toyts]

ggcgtgecta
gtggegeacyg
aaccatgatt
atgtcctatc
tgegagggtg
agtagggaat
ggttttzgga
caccggctaa
tcactgggceg
aaccatagaa
tggtgtaggy
ggaacaztac
gtagtccacg
cagctaacge
atagacgggg
ccttacctag
gaccItgaaz
gtcccgeaac
ggatactgcee

atacatgcaa
gagtaacgcg
accgcataag
gatggacctyg
tagecgacct
ggaggceagca
agtgaagazag
gaaagttcac
cgcggtaata
cggttagata
ctaacttgag
tatggaggaa
aagcgtggeg
teggtgttag
gggagtacga
agcatgtggot

42/81

ceetcgggag ggagetgicg aaggtgggat cggcgattgg
gceg

atacatgcaa
ggtgagtaac
aataccagat
agcttgtigg
aacggacaca
attgctcaat
ttgtaaactc
ctcegtgceca
taaagagcgce
ctgcatttga
gtaaaatccg
tgacgctgat
ccctaaacga
attaagcatc
acccgcacaa
gcttgacatt
acaggtgctg
gagcgcaace

tccgtaagga -

tacecacgig
tcaaaacacc
tagtaatcge
cgtcacacca
ggcacacaca

gtagaacgcez
taggtaacct
agtggatgtt
cgttgtatta
gagagggtga
gtagggaatc
gttttcggat
actgtgacgg
cgtaggtcec
agtctgaagt
tgcaagaggyg
caccggtgece
agcaaacagg
accctttecg
ccgcaaggut
ttaattcgaa
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tgacggcaag
acatgaagtc
gccttgtaca
accgtaaggea
cagccgittg

<210>
<211>
<212>.
<213>

10
1544
DNA
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<210>
<211> 1548
<212> DNA
<213>

<400> 11

ctgagaattt
aacggagca
TLgtecte
tgggeate
atgtgata
tgagagat
agtcgaga
cgctetag
gatttgag
cggagggrgce
agttagtrge
gggtagatgg

W OQ Bttt )W
OQ Mt D oW

gaaccItacce
cagaggtgac
cccgeaacga
actgcecggta
cctoggetac
ctaatctett
ggaatcgcta
caccgecegt
gcecagecgec
ggaga

catggctcayg
gagcttgett
agatggggat
ggtattgagg
ttggtgaggt
cacattggga
caatggacgg
aatcctttig
acgaataagce
tgttcggaat
ctggogette
tggaattcca

cggettretg

[

B P OO
O vaQ
O
ct

QW

9]
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U oF ot QW Q

caaaggagga
cgtaccggaa

gatcttggtt
ttgtttegge
ctigggaata
agisacgtta
agctagttgg
gccgecaaca
ctttegeaac
ttgtaaagca
taccaggtaa
tagcgttaat
caaagatcgg
agaaaaggga

DE 600 38 695 T2 2009.05.28

gcgeaaccecee
atzasaccgga
acacgtgcta
aaagccactce
gtaatcgegg
cacaccacga
taaggiggga

Treponema palladium

aacgaacgct
ctctcctaga
agctgcectaga
&aaggaaget
aaaggeccec
ctgagatacg
aagtctgacg
ttgatgaaga
cceggetaat
tattgggegt
accccagast
agtgtaggyg
gccgataatt
agtccacacc
acgcgataag
gggggeccge
ctcagttctga
acaggtgctg
gagegcaacce
cgatgacaaa
gctacacac

cgcaaaaaag
cgetagtaat
cccgtcacac
cggtgccgaa
ggtgeggetg

Chlamydia trachomatis

cagattgaac
aattgtttag
acggttggaa
aagaagggga
tggggtaaag
ctgggactga
ggacggaagt
ctttegettg
agaagcaccyg
cggatttatt
ggctcaaccce
atttcacgtg

atcceictga
tggttgtcget
tattgtragt
ggaaggtiggg
caatggctgg
tcagttegga
atcagcacge
gagtitgtaa
tagatgattg

ggcggegegt
gtggcggact
aatagcaggt
acggctticge
caaggegacg
gccraaactic
gagcgacgcee
ataagggtga
tacgtgceag
aaagggcatg
agcatteggt
tggaatctgt
gacgctgaga
gtaaacgatg
tgtaccgeet
acaagcggtg
ca

gctggeggeg
tggcggaagg
acggccgetea
tettaggace
gcctaccaag
gacactgccc
ctgacgzage
Jdgaataagag
gctaacteceg
ggccgtaaag
cgagtcggca
tagcggtgaa

ccgeictaga
cagcicgrgt
tgccatcatt
gatgacgtca
tacaacgagt
ttgtaggcrg
cgcggtgaat
cacccgaage
gggtgaagtc

cttaagcatg
ggtgaggaac
aataccgaat
ttgaggatga
atgggtatcc
clacgguagg
gcgtggatgz
gagagaatgc
cageccgeagt
taggcoggtta
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gatagag:tc

cgtgagatgt
cagitgggca
aatcatcatg
cgcaagcecgg
caactcgect
acgttcccgg
cggtgaggta
gtaacaaggr:

caagtcgzaac
acgtgggtaa
atactcagtg
gecttgegtee
ggccergagag
cagcagctaa
agaaggctga
tcatctgatg
aacacgtaag
tgtaagcctg
ttgaattacg
azgaacacceg
tggggatcga
gttggggeaa
ccegeaaggy
tttaettcga
agataaggee
gcecgtgagget
ggtaaagert
cgtcaagtca
agcgaagcaa
gtctgaaact
tgzatacgtt
gaagtcgcoth
tgaagtcgta
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gtgtgatagsza
ataccegetg
tgcggtaata
cggaaaggta
trtttctaga
atgtggaaga
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acaccagtgg
3agcaaaceag
atggtctcaa
ctcgraaggg
tttaattcga
aaatgtcgot
cgrgaggtgt
£agggrtggga
aagtcagcat

12
1466
DNA

<210>
<211>
212>
213>

<220>
<221>
<222>
223>

1311

12

cica
gace
aaat
ccge
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1487
DNA

£222> 1,
223> n =

cgaaggeget
gattagatac ¢
ccecatecgt
tgaaactcaa
tgcaacgcga
ttccgecaagg
tgogtrtaagt
actctaacga
ggccettatg
gtgagatgga

misc_feature

n=A,T,Coder G

ggatgaacgqgc
ggcacacggyg
ttgtgctaat
gttggattag
agaggatgat
tggggaatat
ccecTaggget
ccggctaact
actgggcgte
ccctggaact
gtgtragaggt
tccattactg
gtccacgeeg
aacgcattaa
cgggggeceyg
ccageeettg
ggagacaggt
caacgagcegc
ccggtgataa
gggctacaca
atctccaaaa
tcgctagtaza
gccegteaca

gtaaccacg

goggctgga

misc_feature
373,

541,
,T,C oder G

629,

DE 600 38 695 T2 2009.05.28

tTteteattt

ggragtc
gtcggageta
aagaattgac
aggaccttac
acatatacac
cccgeaacga
gactgcectgg
cceagggocga
gcaastcctc
ggaattgecta
acaccgceceg
gagagaggceg
cggaaggtgg

Bartonella henselae

gtaaagctct
tcgtgccage
aagcgcatgt
gcctttgata
aaaattcgta
acgctgaggt
tasacgatga
acattccgee
cacaagcgat
acatccegat
gctgcatgac
aaccctcgee
gecgagagga
cgtgctacaa
gccatetcag
tcgtggatca
ccatgggage
gtagggtcag
tcacct

Hsmophilis infleen:za

930,

1182,

atacctgacg
cttgccgtaa
acgegtiaag
gggggcccge
ctgggtitga
aggtgcigea
gcgcaaccet
gttaaccagg
cacacgtget

aaagctggce cc

gtaatggocg:
tcacatcatg
cccaaggtga
ggetggatca

ggagcatgtg
cgcgggaagt
tgtcgtcage
cttegttgee
aggtggggat
tggtggtgac
ttcggatige
gcatgctacg
tggttttacce
cgactggggt

1387

crtaaggcgeg
acgetgcata
tatgccgect
acaagcag:mg
catgtatatg
tggectgtegt
tatcgitagt
aggaaggega
acaatggccea
agttcgga
gtcagecata
ggagttggtt
ggctgatgac

ccteetet

gcaagtcgag
acccrittet
gaaagattta
tcaccaagge
cacggcceayg
gatccageea
aagataatga
atacgaageg
ttaagtcaga
tgagtatgga
ggaacaccag
ggggagcaaa
ttgggtogzt
ggtcgcsaga
t’taachg
g
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aaagcaaggg
cttgatgtgg
gaggagtaca
gagcatgtgg
accgcggcag
cagctcgtge
tgccageact
ggatgacgtc
gtacagaagg
ttgtagtctg
acgceccgtgaa
ttaccttaag
taggatgaag

cgcactcoatt
acggaataac
tcggagaagg
gacgatcecat
actcctacgg
tgcegegLga
cggtaaccgagg
ggctagegt

ggtgaaatce
agaggtgagt
tggcgaaggce
caggattaga
tactgcicag
Ttaaaactca
aagcaacgcg
teccttcagtt
agatgtiggg
tgggcactce
ccrecatggec
gagatcgcaa
tcgagtgcat
ncccgggacct
gtgctaaccg
caaggtagcec

780

€40

ase

96C
1020
10890
1140
1290
1260
1320
1380
1440
1500
1548

80
120
180
240
300
360
420
480
340
500
560
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1466



<4030> 13

nazttgaaga
gtcgaacqggr
tgcttaggaa
attatcggaa
ggattaggta
ggatgaccag
ggasatattge
tcgggttgta
gacgttaaat
ngtgcgageg
ggtgtgeaaq
ttagggaggy
gaaggcgaag
aacaggatta
ttaactctgg
gttazaaactc
gatgcaacgce
tgtgcetteg
tgttgggtta

1487
DNA

<400> 14

tggctcagat
cagctTgeng
cgagggggat
agggacctte
taacggctea
actgagacac
caagccectgat
agceggogagyg
caccggetaa
ctractgggcg
aacctgggaa
aggtgrageg
ggacgaaaac
tagtccacge
gctsacgegt
tgacgggygge
tTacctggre
gagacaggtg
aacgagcgca
ccagtgataa
ggctacacac
cctcateaag
tcgctagtaa
cccgteaca
gcttaccact

<21i0> 15
<211> 22
<212> DNA

gtttgatcat
agcaggagaa
tctggcttat
gatgaaagtg
grtggtgggg
ccacactgga
gcnatggggd
aagttcttte
zcagaagaag
ttaatcggaa
cccegggett
gtagaattcc
gcagcececectt
gatacccetgg

caccecgtage ta

asatgaatig
Gaagaacctt
ggaacttaga
agtcecgeaa
ggagacIgee
acgagtaggg
ggagcgaatce
agtcggaatc
tacacaccgc
tggagggcgt

cctaggegac
ggtccagact
gcagccatge
aagggagtaa
ctcegtgeca
taazagcgcac
ctgecatctge
gtgaaancceg

accctratee
actqgagqaa

DE 600 38 695 T2 2009.05.28

ggetcagatt
agcttgetts
ggagggggat
cgggactgag
taaatgccta
actgagacac
gaaccctgac
ggtattgagg
caccggcetaa
taactgggeqg
aacctgggna
acgtgtageg
gggaatigtac
tagtccacge
acgtgata
acgggggeen
acctactett
gacaggtgcet
cgagcgcaac
agtgataaac
ctacacacgs:
tcataeagta
gcragtaate
ccgtcacace
ttaccacggt

Shigella dysenterae

cggcaggect
agtggcggac
aacggraget
ccatcggatg
gatzcetage
cctacgogag
cgegtgtatg
agttaatacc
gcegeegegg
gceggeggte
tactggcaag
tagagatctyg
gtgcgaaage
gtcgacttgg
gcectggggag
c ggtggageat
cageaacctig
grogtcaget
tttgttgeca
ggrTogegatg
ggcgcataca
tccogattgg
gaatgtcacg
gggrtgcaaa
tgectggaogt

gaacgcetage
ctigctgacy
aacgacggga
aggccgeatyg
ccaagecctge
ggtccagact
gcagccatge
aaggttgatg
ctccgrgeca
taasagggcac
ttgcatttca
gtgasatgcg
tgacgctcat
tgtaaacget

astcgaccge.

gcacaagcgg
gacatcctas
gcatggctgt
ccttatectt
tggaggaagg
gctaceaatgg
cgtetsagte
gcgaatcaga
atgogagigy
atgattcatg
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tagagatacg
cgigttgtga
gcggtecgge
acgtczagtc
aagagaagcg
agtctgcaac
gtgaatacgt
agaagtaggt
gaagicgtaa

ggcaggctta
agtggeggas
aactgtegcet
ccataggatg
gatctctage
cctacggsag
cgcgtgaatg
tgitaatage
gcageccgegg
gcaggceggzet
gactgggtaa
tagagatgtg
gtgcgaaage
gtcgatttgg
ctggggagta
tggagcatgt
gaagagctca
cgtcagetcg
tgttgeccage
tngggatgac
cgtatacags
cggattggag
atgtecgeggt
gttgtaccag
actgggg

agtcgaacgg
tgtctgogaa
aacgtcgcaa
ggattagcta
ggatgaccag
ggaatattge
tcoggttgta
gacgttaccce
ggtgcaageg
gatgtgeaat
gtagaggggg
ggtggcgaag
aacaggatta
cttgaggegt
aggttaaaac
tcgatgcaac
agggtgcecte
aatgttgogt
cgggaactca
atcatggccee
acctcgegag
tcgactccat
tcecegggect
agcttaacct
caaggta

45/81

acacatgcaa
gcgtcagtaa
gataccgegt
agcccaagtg
togtctgaga
gcagcagtgg
aagaaggcct
acatcaaatt
tzatacgcag
atttaagtga
ctagagtact
gaggaatacc
gtggggagcea
gggtiggggt
cggecogeaag
ggtttaattc
gagatgagct
tgttgtgaaa
gacttggteg
gtceagtcat
gggaagcgaa
tctgcaactce
geatacgtte
aagtagatag

Mt 00 D QQUQ 0 PO BB

agcaagcegga
gaagtcggaa

tgtacacacc

tegggaggge

80
120
180
240
300
360
420
430
540
600
€50
720
780
840
250
$60

1020
1080
1140
1200
1250
1320
1380
1440
1487



<21 3> Kiinstliche Sequenz

<220>
<22 3> Antisense-Oligomer

<400> 15
ggactacgac gcactttatg ag

<210> 16
<21i> 21
<212> DNA
<213> Kunstliche Sequenz

<22C>
<22 3> Antisense-Oligomer

<400> 1
ggteccgettyg ctecteogegag g

<2106> 17

<2il> 2

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<223> Antisense-Oligomer

<400> 17
gcaaaggtat taactttact c

<210> 18

<211> 21

<212> DNA

<2 13> Kiinstliche Sequenz
<220>
<223> Antisense-Oligomer
<400>

i8
gctacegt

ta ttaaccacaa ¢
<210> 19

<211> 21

<212> DNR

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 19
gcactttatg aggtccgett g

<210> 20
<211> 4
<212> DNA
<213> Unbekannt

<22C>
<223> Keine Sequenz ist vorhanden

<400> 20
000

DE 600 38 695 T2
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<210> 21

211> 21

<212> DNA

<213> Kiunstliche Sequenz

<22C>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 21
tgctacctes cgtaggagte t

<2i0> 22

<21il> 21

<212> DNA

<213> Kiunstliche Sequenz

>
<223> Antisense-Oligomer

accgegg ctgctggeac ¢

<210> 23

<211> 21

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 23

accagggtat ctaatcctgt t

ct

<210> 24

<211> 21

<212> DRA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

IS

[QIEAS

[
0 o

0> 2
atgcice accgettgtg ¢
<210> 25
<211> 21

<212> DNA
<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<40C> 25
<210> 26
<211> 4

<212> DNA
<213> Unbekannt
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<222> Keine Sequenz ist vorhanden

<400> z¢
Q00

<210> 27

<21l> 21

<212> DNA

<2123> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 27
cgeggetget ggcacgtagt t

<210>
211>
<212> DNA ,

<213> Kaunstliche Sequenz

[araren
N R
Ll

[AS I

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 28
acttaaccca acatctcacg a

<Zi
<2
<

21

1
21
21

0> 29
1> 20
2> DNA

<21Z2> Kaunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<£00> 29
tttacgecca gtaattccga

<210> 30

<211> 22

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

accteeecetgg tgtgacggge gg

<210> 31
<2il> 21
212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<226>
<223> Antisense-Oligomer

<400» 31
aatrigagee atgatcaaac t
<2:G= 32
<2ti~ 21

DE 600 38 695 T2 2009.05.28
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<212> DNA
<213> Kaunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<4C0> 32
ccctectttgr gettgegacg t©

<210> 33
<211> 21
<212> DNA
<213> Kaunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 33
acccecctcet acgagactca a

<210> 34

<211> 21

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 34
ccacgectca agggcacasac ¢©

<210> 25

<21i> 21

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<212> DNA
<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 38
catgatcaaa cTcticaatt t
<210> 37

211> 21

<212> DNA

<2 13> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 37

DE 600 38 695 T2 2009.05.28
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ccctottigg tettgegacg T

<210> 38

<21i> 21

<212> DNA

<212> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 38
taccocccoccte tacgagacte a

<210> 39
<211> 21
<212> DNA
<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 3%
gecacgezstc aagggcacaa ¢

<210> 490

<211> 2%

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

N

ol
3

4 0
cag ca

> 4
gagcaa gecetcottea t
<210> 41

211> 21

<212> DN&

<213> Kimnstliche Sequenz

<220>

<223> Antisense-Oligomer
<400> 41

cctgeontict ceccecgtaggac g
<210> 42

211> 21

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 42
caccacccte tgecatacte t

210>
211>
<212> DNA

<213> Kiunstliche Sequenz

NSRS
W
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<220>
<223> Antisense-Oligomer

<408> 43
ctaagatctc aaggatccca a

<210> 44

<211> 21

<212> DNA _
<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 44
ggcctgeocge cagecgttcaa T

<210> 43

<Z11> 21

<212> DNA

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 45
ccecTctttgg tcoegtaaaca t

<210> 46

211> 21

<212> DRNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 46
cccectctac aagactctag ¢

<210> 47

<21l> 21

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 47
acgactytag gtcacaacct ¢
<210> 48
<211> 21

<212> DNA
<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<2213> Antisense-Oligomer

<400> 48
aggatcaaac tcttatgtite a

<2i0> 43
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<2il>» 21
<212> DNA
<213> Kimnstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 49
cctgottice ctctczagac g

<210> 30
<211> 21
<212> DNA
<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 50
cacctcccte tgacacactc g

-

<210> 51

<211> 21

<212> DNA

<213> Kauonstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 51

ccaagcaatc aagttgceca a
<210> 52

<211> 21

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 52
ccagegttea tcocctgageca g

<210> 23

<211> 21

<212> DNA

<213> Kaunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 33
gaaccatgcg gttcaaaata t

<210> 54

<2il> 21

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<2z
<2

s

20
23> Antisense-Oligomer
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<400> 54
ctttcctett ctgcactcaa ¢

<210> 35

<211> 21

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<223> Antisense-Oligomer

<400> 55
ggggcggaaz ccccctaaca ¢

<210> 36

<21i> 21

212> DNA

<213> Kanstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400>

56
gcatgigt

ta agcacgcege ©

<218> 57

<211> 21

<212> DHA

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 57
aagacatgca teccegtggte C

<218> 58

<211> 21

<212> DMNA

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<4006>

<211> 21
<212> DNA
<213>» Kunstliche Sequenz

<223> Antisense-Oligomer

<400> 53
gatcw:aagy aaggaaacee a
<210> 0D

<21l= 21

<212z DNA

<213» Kunstliche Sequenz
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<2290>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 60
caggatcaaa ctctccataa a

<21C> 6%

<211> 21

<212> DNA

~ <213> Kinstliche Sequenz

<220>
< 223> Antisense-Oligomer

AY

¢00>
aatcs

PO
r o

1

w

cc ccectaggag €

s

<210> 62

<211> 21

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<£00> 82
cacctacctce tcccacactc

ct

> 63

21

DNA

Kinstliche Sequenz

Wh kO
VAR

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 63
tggagagact &agccctcca a

<210> 64

<211> 21

<212> DNA

<Z12> Kinstliche Sequenz

<220>
<22 3> Antisense-Oligomer

<400> ©4
cgtoctgage caggatcaaa t

<216> €5

<211> 21

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 65
atgtcatgca acatccactc

cr
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<210> 696

<211> 21

<212> DNA

<213> Kimnstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 66
actctcceet cttgeactca a

<210> 87

<211> 21

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

Q2

ga aagggtctaa ¢

<210> 68

<211> 21

<212> DNA

<212> Kiunstliche Sequenz

<226>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 68
tctgagoecat gatcaaactce t

<210> €38

<2ii> 21

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

tg aagcactgag t

<21C> 70

<211>» 21

<212> DNR

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 70
agttzccctt ccgteaattca a

<210> 71

<Zil> 21

<212> DNA

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer
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<400> 71
cactgaagct cttgccccaa ¢

<210> 72

<211> 21

<212> DN3

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 72
gaaccaagat caaattctca g

<210> 73

<21i> 21

<212> DNA

<21 3> Kiinstliche Sequenz

<z20>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 73
gttactcgga tgcccaaata t

<210> 74

<211i> 21

«212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<22 3> Antisense-Oligomer

<400> 74
ccttttctes atctacecte t

<210> 75

<21ii>» 21

<212> DNA

<213> Kimnstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 75
ggatggggtt gagaccatec a

<210> 76
<21i> 21
<212> DNA
<213> Kunstliche Sequenz

<220> :
<223> Antisense-Oligomer

<400> 7%
agcgttcate ctgagecagg a

<210> 77
<211> 21
<212> DNA&
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<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<40C> 77
aaatctttct ccagtaggac g

<210> 78

<211> 21

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<40C> 78
cactcacctc ttceccatactc a8

<210> 79

<211> 21

<212> DNA

<213> Kaunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 79
actgagcagt aaaccaccca a

<210> 8C

<21i> 21

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<221> misc_feature
<222> 21
<223> n = B, T,Coder G

<400> 80
catgatcasa ctcttcaatt n

<210> 81

<211> 21

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<40C0> 81
cactttcatc ttccgataat a

<210> 82

<2il> 2%

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
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<223> Antisense-Oligomer

<400> §2
cctcecetaaa gtactctagt t

<210> 83

<211> 21

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 83
cagagttaaa ccccaactcce ¢©

<210> 84

<211> 21

<212> DNR

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 84
gccagegtte aatctgagee a

<210> 85

<211> 21

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> B5
ccctettrgg tcttgegacg t

<210> 86

<2il> 21

<212> DNA

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 86
taccccecte tacgagactc a

<210> 87

<211> 21

<2i2> DNA

<212> Kinstliche Sequenz

<220>
«223> Antisense-Oligomer

<400> 87
gccacgcctc aagggcacaa C

<219> 88
211> 21
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<212> DNA
<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 88

cctcgtatct ctacaaggtt C

<210> 83

<211> 23

<21i2> DNA

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 8%

<210> 90

<211> 19

<212> DNA

<213> Kinstiiche Sequenz

<2290>
<223> Antisense-Oligomer

<$00> 90
tcattatgag gtgaccccea

<210> ¢1

<21i> 20

<212> DHA

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

40
at

0 O

> 91
zacga

QA

gt tactctcatc

<210> 82

<21i> 20

<212> DNA

<z13> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<
actgagagaa gctttaagag

<210> ¢3

<Z211> 20

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<z20>
<223> Antisense-Oligomer

<430> 393

catczatt atgagtgatg tgc
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atgtgcacag ttacttacac

<210> 94

<211> 290

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<Z23> Antisense-Oligomer

<400> 94
ctgagaacaa ctttatggga

<210> 95

<211> 20

<212> DNA

<213> Kainstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 95
ttattctgtt ggreacgtca
<21i0> 9%

<211> 19

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

'<400> %6
cgagttgcag actgcgatc

<210> 97

<2i1> 20

<212> DNA

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

N

400> 9
atctgageca tgatcaaact

<21C> 98

<211> 20

<212> DNA

<213> Kaunstliche Sequenz

<z220>
<223> Antisense-Oligomer

<40C> ©8
tgtectcagtt ccagtgtige

<210> 99
<211> 20
<212> DNA
<213> Kinstliche Sequenz
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<220>
<22 3> Antisense-Oligomer

<400> 99
gtcttcogrec agggggecgc

<210> 100

<211> 29

<212> DNE

<212> Kinstliche Sequenz

<220>
<22 3> Antisense-Oligomer

<400> 100
cacctgtete acggttcecyg

<210> 101

<211> 20

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220> ) )
<223> Antisense-Oligomer

<400> 101
cgcectcecg aagttaaget

<210> 102

<211> 19

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 102
ggcacgecgc cagegtteyg

<210> 103

<211> 20

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<22 3> Antisense-Oligomer

<400> 103
tgtctcagtc ccaatgtggce

<210> 104
<211> 20
<212> DNWA
<213> Kinstliche Sequenz

<22G>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 104
gttacagacc agagagccgce

<210> 105
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<211> 20
<212> DNMNA
<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 105
cacctgtcac tttgcoeeccg . 20

<210> 106

<211> 19

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<z220> )
<223> Antisense-Oligomer

<400> 106 .
ggcggctgge tccaaaagg 18

<210> 107

<211> 19

<212> DNA

<213> Kaunstliche Sequenz

<226>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 107
caccegtteg ceactecte 19

<210> 108
<211> 20
<212> DNA&
<212> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<q00> 1C8
tcaattcctt tgagtttcaa 20

<210> 109
<211> Z9
<212> DNA
<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 109
gczatccgaa ctgagagaag ctttaagag 29

<210> 110
<211> 24
<212> DNA
<213> Kunstliche Sequenz

<223>
<223> Antisense-Oligomer
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<400> 110

ccgaactgag agaagcttta agag

<210> 111

<211> 17

<212> DNA

<21 3> Kimnstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

© <400> 111

gagagaagct ttaagag

<210> 112
<211> 15
<212> DNA
<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 11
gagaagcezT

<210> 113

<21i> 12

<212> DNR

<213> Kiinstliche Sequenz

<22C>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 113
aagctttaag ag

<210> 114

<21l1> 20

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 114
gactaccagg gtatctaatc

<210>» 115

<211> 20

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 115
cagcgacacc agaaagegcece

<210> 116

<211> 20

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz
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<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 116
gtgccaagge atccaccgtg

<210> 117

<211> 20

<212> DNA

<223> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 117
catactcaaa cgcectatc

<210> 118

<211> 19

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

400> 1i8
.cttagectc ctgegTeee

<21C> 118

<2il> 20

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<223> Antisense-Oligomer

> il
tcitttc cgtceotgteg

<210> 120
<211> 20
<212> DNA
<21 3> Kiunstliche Sequenz

220>
<2273> Antisense-Oligomer

<400> 120
cgatcgatta gtatcagice

<21C0> 121
<211> 18
<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 121
tgagagaagc ttiaagag
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<210> 122

<2:11> 19

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
< 223> Antisense-Oligomer

<400> 122
ctgagagsag ctttaagag

<210> 123
<211> 18
<212> DNA
<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<40C> 123
gcgacacocg aaagcegec

<210> 124
<211> 18
<212> DNA
<212> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 124
tacagaccag agagceege

<210> 125

<211> 17

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 125
cgacacccga aagcegec

<210> 126
<21li> 19
<212> DNA
<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 126
agcgacaccc gaaagegec

<210> 127
<211> 18
<212> DNA
<212> Kinstliche Sequenz

<228>
<223> Antisense-Oligomer
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<400> 127
cgacacccga aagcegect

<210> 128

<21:i> 17

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 128
mgamamrnga aagrngmm

<2:i0> 129

<211> 18

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 129
tamagammag agagmmgmn

<210> 130

211> i%

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 130
rmanamnattm mtmmgg

<2if>» 131

<21i> 18

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 131

caccgeggceg tgctgatce
<210> 132

<21i> 16

<212> DNA

<213> Kimstliche Sequenz
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<213> Kﬁnstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400>

G
ccgett

3
<

Y -

gc gggecccecc
<210> 134

<211> 18

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 134
caccgceggcg tgetgate

<210> 135

<211> 17

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 135
caccgeggeg tgoctgat

<210> 336

<211> 18

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer

<400> 136
accgcggegt getgatece

<210> 137

<211i> 17

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Antisense-Oligomer
<400> 137
ccgeggegtg ctgatcee
<210> 138

<211> 17

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Antisense-Oligomer
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<210> 139
<211i> 20
<212Z2> DNA
<213> Kiinstliche Sequenz

<2232> Antisense Oligomer

g gcatcgtcge 20

Patentanspriiche

1. Antibakterielle Verbindung, bestehend aus einem im Wesentlichen ungeladenen Antisense-Oligomer,
das 10 bis 40 Nucleotid-Untereinheiten enthalt, wobei jede der Untereinheiten einen Morpholinring umfasst,
der eine basenpaarbildende Einheit tragt, die wirksam ist, mittels Watson-Crick-Paarung an eine entsprechen-
de Nucleotidbase zu binden, wobei das Antisense-Oligomer eine Nucleinsaurezielsequenz mit einer Lange
von mindestens 10 Nucleotiden umfasst, die in der Lage ist, mit einer bakteriellen 16S- oder 23S-rRNA-Nuc-
leinsauresequenz stabil zu hybridisieren, wobei angrenzende Untereinheiten durch ungeladene Bindungen,
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus ungeladenen Phosphoramidat- und Phosphordiamidatbindungen,
oder durch geladene Phosphoramidatbindungen verbunden sind, wobei das Verhaltnis von ungeladenen Bin-
dungen zu geladenen Bindungen in dem Oligomer zumindest 4:1 ist.

2. Verbindung nach Anspruch 1, wobei das Oligomer in der Lage ist, mit der bakteriellen Sequenz bei ei-
nem Tm-Wert zu hybridisieren, der wesentlich héher ist als der Tm-Wert eines Duplexes, der aus einer ent-
sprechenden DNA und der gleichen bakteriellen Sequenz zusammengesetzt ist.

3. Verbindung nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Oligomer in der Lage ist, bei einem Tm-Wert, der we-
sentlich gréRer ist als 37°C, mit der bakteriellen Sequenz zu hybridisieren.

4. Verbindung nach einem der Anspriche 1 bis 3, wobei die ungeladenen Bindungen ausgewahlt sind aus
der Gruppe bestehend aus den Strukturen, wie dargestellt in Fig. 2A bis Fig. 2D, wobei
X Fluor, ein Alkyl oder substituiertes Alkyl, ein Alkoxy oder substituiertes Alkoxy, ein Thioalkoxy oder substitu-
iertes Thioalkoxy oder ein unsubstituierter, monosubstituierter oder disubstituierter Stickstoff ist;
Z Schwefel oder Sauerstoff ist;
Y, in Eig. 2B und Fig. 2D Schwefel, Stickstoff, Kohlenstoff oder Sauerstoff ist und Y, in Eig. 2C Methylen,
Schwefel oder Sauerstoff ist;
und jedes Pi und Pj eine Purin- oder Pyrimidinbasenpaarbildende Einheit ist, die wirksam ist, mittels basenspe-
zifischer Wasserstoffbindung an eine Base in einem Polynucleotid zu binden.

5. Verbindung nach Anspruch 4, wobei jede ungeladene Bindung eine Phosphordiamidatbindung wie dar-
gestelltin Eig. 2B ist, wobei X = NR,, wobei R Wasserstoff oder Methyl ist, Y, Sauerstoff ist und Z Sauerstoff ist.

6. Verbindung nach Anspruch 3, wobei jede Bindung eine Phosphordiamidatbindung wie dargestellt in
Fig. 2B ist, wobei X = NR,, wobei R Wasserstoff oder Methyl ist, Y, Sauerstoff ist und Z Sauerstoff ist.

7. Verbindung nach einem der Anspriche 1 bis 6, wobei das Verhaltnis von ungeladenen Bindungen zu
geladenen Bindungen in dem Oligomer zumindest 8:1 ist.

8. Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei das Antisense-Oligomer eine Lange von 12 bis 25
Untereinheiten hat.

9. Verbindung nach einem der Anspriche 1 bis 8, wobei der Bereich der Komplementaritat mit der
RNA-Zielsequenz eine Lange von 13 bis 20 Basen hat.

10. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, wobei die Zielsequenz ausgewahlt ist aus der Gruppe
bestehend aus SEQ ID NOs: 15, 16 und 21 bis 25.

11. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, wobei die Zielsequenz komplementar ist zu einer
16S-rRNA-Konsensus-Sequenz Gram-positiver Bakterien oder einer 16S-rRNA-Konsensus-Sequenz
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Gram-negativer Bakterien.

12. Verbindung nach Anspruch 11, wobei die Zielsequenz ausgewabhlt ist aus der Gruppe bestehend aus
SEQ ID NOs: 27 bis 30.

13. Verbindung nach einem der Anspriche 1 bis 9, wobei die Zielsequenz SEQ ID NO: 92 ist.

14. Verwendung eines im Wesentlichen ungeladenen Antisense-Oligomers, das 10 bis 40 Nucleotid-Un-
tereinheiten enthalt, wobei jede der Untereinheiten einen Morpholinring umfasst, der eine basenpaarbildende
Einheit tragt, die wirksam ist, mittels Watson-Crick-Paarung an eine entsprechende Nucleotidbase zu binden,
wobei das Antisense-Oligomer eine Nucleinsaurezielsequenz mit einer Lange von mindestens 10 Nucleotiden
umfasst, die komplementar zu einer bakteriellen 16S- oder 23S-rRNA-Nucleinsduresequenz ist, wobei angren-
zende Untereinheiten durch ungeladene Bindungen, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus ungeladenen
Phosphoramidat- und Phosphordiamidatbindungen, oder durch geladene Phosphoramidatbindungen verbun-
den sind, wobei das Verhaltnis von ungeladenen Bindungen zu geladenen Bindungen in dem Oligomer zumin-
dest 4:1 ist, fur die Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung einer bakteriellen Infektion in einem
menschlichen oder tierischen Sangerindividuum.

15. Verwendung nach Anspruch 14, wobei das Oligomer in der Lage ist, bei einem Tm-Wert, der wesentlich
groBer ist als 37°C, mit der bakteriellen Sequenz zu hybridisieren.

16. Verwendung nach Anspruch 15, wobei die ungeladenen Bindungen ausgewahlt sind aus der Gruppe
bestehend aus den Strukturen, wie dargestellt in Fig. 2A bis Fig. 2D, wobei
X Fluor, ein Alkyl oder substituiertes Alkyl, ein Alkoxy oder substituiertes Alkoxy, ein Thioalkoxy oder substitu-
iertes Thioalkoxy oder ein unsubstituierter, monosubstituierter oder disubstituierter Stickstoff ist;
Z Schwefel oder Sauerstoff ist;
Y, in Eig. 2B und Fig. 2D Schwefel, Stickstoff, Kohlenstoff oder Sauerstoff ist und Y, in Eig. 2C Methylen,
Schwefel oder Sauerstoff ist;
und jedes Pi und Pj eine Purin- oder Pyrimidinbasenpaarbildende Einheit ist, die wirksam ist, mittels basenspe-
zifischer Wasserstoffbindung an eine Base in einem Polynucleotid zu binden.

17. Verwendung nach Anspruch 16, wobei jede ungeladene Bindung eine Phosphordiamidatbindung wie
dargestellt in Eig. 2B ist, wobei X = NR,, wobei R Wasserstoff oder Methyl ist, Y, Sauerstoff ist und Z Sauerstoff
ist.

18. Verwendung nach Anspruch 15, wobei jede Bindung eine Phosphordiamidatbindung wie dargestellt in
Fig. 2B ist, wobei X = NR,, wobei R Wasserstoff oder Methyl ist, Y, Sauerstoff ist und Z Sauerstoff ist.

19. Verwendung nach einem der Anspriiche 14 bis 18, wobei das Antisense-Oligomer eine Lange von 12
bis 25 Basen hat.

20. Verwendung nach einem der Anspriche 14 bis 19, wobei der Bereich der Komplementaritat mit der
RNA-Zielsequenz eine Lange von 13 bis 20 Basen hat.

21. Verwendung nach einem der Anspriiche 14 bis 20, wobei die Zielsequenz ausgewahlt ist aus der Grup-
pe bestehend aus SEQ ID NOs: 15, 16 und 21 bis 25.

22. Verwendung nach einem der Anspriche 14 bis 21, wobei die Zielsequenz komplementar zu einer
16S-rRNA-Konsensus-Sequenz  Gram-positiver Bakterien oder einer 16S-rRNA-Konsensus-Sequenz
Gram-negativer Bakterien ist.

23. Verwendung nach Anspruch 22, wobei die Zielsequenz ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus
SEQ ID NOs: 27 bis 30.

24. Verwendung nach einem der Anspriche 19 bis 21, wobei das Arzneimittel fur die Behandlung einer In-
fektion verursacht durch E. coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholera, Neisseria
gonorrhoea, Helicobacter pylori, Bartonella henselae, Hemophilis Influenza, Shigella dysenterae, Staphylococ-
cus aureus, Mycobacterium tuberculosis, Streptococcus pneumoniae, Treponema palladium and Chlamydia
trachomatis ist, wobei das Antisense-Oligomer eine Sequenz hat, die ausgewahlt ist aus der Gruppe beste-
hend aus SEQ ID NOs: 21 bis 25.
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25. Verwendung nach einem der Anspriiche 14 bis 24, wobei das Antisense-Oligomer in einer Menge und
auf eine Weise zu verabreichen ist, die zu einer Peak-Blutkonzentration von zumindest 200 bis 400 nM Anti-
sense-Oligomer flihrt.

26. Verwendung nach einem der Anspriiche 19 bis 25, wobei das Arzneimittel fiir die Behandlung von bak-
teriellen Infektionen der Haut ist, wobei das Antisense-Oligomer Uber einem topischen Weg zu verabreichen
ist.

27. Verwendung nach einem der Anspriche 19 bis 25, wobei das Arzneimittel fir die Behandlung einer
bakteriellen Atemwegsinfektion ist, wobei das Antisense-Oligomer mittels Inhalation zu verabreichen ist.

28. Vieh- und Gefligelfutterzusammensetzung, umfassend ein Futtergetreide, das erganzt ist mit einer
subtherapeutischen Menge einer antibakteriellen Verbindung, wobei die Verbindung aus einem im Wesentli-
chen ungeladenen Antisense-Oligomer besteht, das 10 bis 40 Nucleotid-Untereinheiten enthalt, wobei jede der
Untereinheiten einen Morpholinring umfasst, der eine basenpaarbildende Einheit tragt, die wirksam ist, mittels
Watson-Crick-Paarung an eine entsprechende Nucleotidbase zu binden, wobei das Antisense-Oligomer eine
Nucleinsaure-Zielsequenz mit einer Lange von mindestens 10 Nucleotiden umfasst, die komplementar zu ei-
ner bakteriellen 16S- oder 23S-rRNA-Nucleinsauresequenz ist, wobei angrenzende Untereinheiten durch un-
geladene Bindungen, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus ungeladenen Phosphoramidat- und Phos-
phordiamidatbindungen, oder durch geladene Phosphoramidatbindungen verbunden sind, wobei das Verhalt-
nis von ungeladenen Bindungen zu geladenen Bindungen in dem Oligomer zumindest 4:1 ist.

29. Zusammensetzung nach Anspruch 28, wobei jede Bindung eine Phosphordiamidat-Bindung wie dar-
gestelltin Eig. 2B ist, wobei X = NR,, wobei R Wasserstoff oder Methyl ist, Y, Sauerstoff ist und Z Sauerstoff ist.

30. Zusammensetzung nach Anspruch 28, wobei das Antisense-Oligomer eine Lange von 12 bis 25 Basen
hat.

31. Zusammensetzung nach Anspruch 28, wobei der Bereich der Komplementaritat mit der RNA-Zielse-
quenz eine Lange von 13 bis 20 Basen hat.

32. Zusammensetzung nach Anspruch 28, wobei die Zielsequenz ausgewabhlt ist aus der Gruppe beste-
hend aus SEQ ID NOs: 15, 16, 21 bis 25 und 27 bis 30.

Es folgen 11 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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