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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 für die Herstellung 
eines Arzneimittels für die Behandlung einer bakteriellen Infektion in einem Säuger. 
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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, einschließ-
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 schließen die Quinolone, die die bakterielle DNA-Replikation hemmen, Hemmer der bakteriellen 
RNA-Polymerase wie Rifampin und Hemmer der Enzyme des Wegs für die Produktion von Tetrahydrofolat, 
einschließlich 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 Geflügel- und Nutztierproduktion zu einer Arzneistoffresistenz in vielen pathogenen Bakterien 
geführt. Mechanismen der Antibiotika-Resistenz können 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 ähnlicher Weise involviert die Resistenz gegen Amino-
glycoside oft ein Enzym, das zum Inaktivieren des Antibiotikums in der Lage ist, in diesem Fall durch Zugabe 
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einer Phosphoryl-, Adenyl- oder Acetylgruppe. Ein aktives Ausströmen der Antibiotika ist ein weiterer Weg, 
durch den viele Bakterien eine Resistenz entwickeln. Gene, die Ausfluss-Proteine codieren, wie die tetA-, 
tetG-, tetL- und tetK-Gene für den Tetracyclin-Ausfluss, sind identifiziert worden. Ein bakterielles Ziel kann 
durch Verändern des Ziels des Arzneistoffs eine Resistenz entwickeln. Zum Beispiel werden die sogenannten 
Penicillin-Bindungsproteine (PBPs) in vielen beta-Lactam-resistenten Bakterien verändert, um die kritische An-
tibiotikum-Bindung an das Zielprotein zu inhibieren. Die Resistenz gegen Tetracyclin kann zusätzlich zu einem 
verstärkten 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, können Punktmutationen im Zielenzym eine Resistenz 
verleihen.

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

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

[0007] Einige Ansätze, die Antisense-Mittel involvieren, die gestaltet sind, um die Expression von bakteriellen 
Resistenz-Genen zu blockieren oder um zelluläre 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 Ansätze geringfügig 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-
meabilität für Antibiotika zeigen (Good et al., 1998).

[0008] Es gibt daher einen steigenden Bedarf für 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, vernünftigen Grad der Vorhersagbarkeit im Bezug auf die Zielbakterien-Spezifität entwi-
ckelt werden können, (iii) auch für eine Breitspektrum-Aktivität gestaltet werden können, (iv) in niedrigen Dosen 
wirksam sind, was zum Teil heißt, dass sie durch Wildtyp-Bakterien oder sogar durch Bakterien, die eine redu-
zierte Permeabilität für Antibiotika haben, wirksam aufgenommen werden, und (v) wenige Nebenwirkungen 
zeigen.

[0009] In einem Aspekt liefert die Erfindung eine antibakterielle Verbindung, bestehend aus einem im Wesent-
lichen ungeladenen Antisense-Oligomer, das 10 bis 40 Nucleotid-Untereinheiten enthält, wobei jede der Un-
tereinheiten einen Morpholinring umfasst, der eine basenpaarbildende Einheit trägt, die wirksam ist, mittels 
Watson-Crick-Basenpaarung an eine entsprechende Nucleotidbase zu binden, wobei das Antisense-Oligomer 
eine Nucleinsäurezielsequenz mit einer Länge von mindestens 10 Nucleotiden einschließt, die in der Lage ist, 
stabil mit einer bakteriellen 16S- oder 23S-rRNA-Nucleinsäuresequenz zu hybridisieren, wobei angrenzende 
Untereinheiten durch ungeladene Bindungen, ausgewählt aus der Gruppe bestehend aus ungeladenen Phos-
phoramidat- und Phosphordiamidatbindungen, oder durch geladene Phorphoramidatbindungen verbunden 
sind, wobei das Verhältnis 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 Ausführungsform ist das 
Oligomer vollständig ungeladen.

[0010] Vorzugsweise ist das Oligomer in der Lage, mit der bakteriellen Sequenz bei einem Tm-Wert zu hyb-
ridisieren, der im Wesentlichen größer 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 größer als 37°C, vorzugsweise größer 
als 50°C und stärker bevorzugt im Bereich von 60–80°C ist.
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[0011] Die ungeladenen Bindungen und in einer Ausführungsform alle Bindungen in solch einem Oligomer 
werden vorzugsweise ausgewählt 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; Y1 in den Fig. 2B und Fig. 2D Schwefel, Stickstoff, Kohlenstoff 
oder Sauerstoff ist und Y2 in Fig. 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-verknüpfte Oligo-
mere, wie bei Fig. 2B dargestellt, wobei X = NR2, R ein Wasserstoff oder Methyl ist, Y1 Sauerstoff ist und Z 
Sauerstoff ist.

[0012] Die Länge des Oligomers ist vorzugsweise 12 bis 25 Untereinheiten. In einer Ausführungsform ist das 
Oligomer ein Phosphordiamidat-verknüpftes Morpholin-Oligomer, das eine Länge von 15 bis 20 Untereinheiten 
und stärker bevorzugt 17–18 Untereinheiten hat.

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

[0014] Andere Zielsequenzen können für die Herstellung eines Arzneimittels für die Behandlung einer Infek-
tion verwendet werden, die durch verschiedene Organismen produziert wird, zum Beispiel: 

(a) E. coli, wobei die Sequenz ausgewählt wird aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO: 32 und SEQ 
ID NO: 35; 
(b) Salmonella thyphimurium, wobei die Sequenz ausgewählt wird aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID 
NO: 18 und SEQ ID NO: 36;
(c) Pseudomonas aeruginosa, wobei die Sequenz ausgewählt 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 ausgewählt 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 ausgewählt 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 ausgewählt wird aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO: 
53, SEQ ID NO: 54 und SEQ ID NO: 55;
(g) Mycobacterium tuberculosis, wobei die Sequenz ausgewählt 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 ausgewählt 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 ausgewählt 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 ausgewählt 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 ausgewählt wird aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID 
NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 74 und SEQ ID NO: 75;
(l) Bartonella henselae, wobei die Sequenz ausgewählt 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 ausgewählt 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 Ausführungsformen ist die Zielsequenz eine Antisense-Oligomersequenz, ausgewählt aus 
einer der folgenden Gruppen, für die Verwendung in der Behandlung einer Infektion, produziert durch: 

(a) E. coli, Salmonella thyphimurium und Shigella dysenterae, wobei die Sequenz ausgewählt 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
(g) 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, für die Herstellung eines Arzneimittels für das Behandeln einer 
bakteriellen Infektion in einem menschlichen oder Säugetier-Patienten. Verschiedene ausgewählte Ausfüh-
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 für das Behandeln 
von bakteriellen Infektionen der Haut, wobei die Verabreichung auf einem topischen Weg erfolgt, oder für die 
Behandlung einer bakteriellen respiratorischen Infektion verwendet werden, wobei die Verabreichung durch In-
halation erfolgt.

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

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

[0019] Diese und andere Aufgaben und Eigenschaften der Erfindung werden vollständiger 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 für 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] Fig. 3 zeigt ein Beispiel eines ungeladenen Bindungstyps in Oligonucleotid-Analogen;

[0023] Fig. 4 zeigt die Ergebnisse einer Untersuchung über 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 μM eines Antisense-Oli-
gomers gegen c-myc ist (SEQ ID NO: 139), auf die bakterielle Koloniebildung in E. coli, dargestellt als Pro-
zent-Lebensfähigkeit;

[0024] Fig. 5 zeigt die Ergebnisse einer Untersuchung über 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, 
-35 und -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 μM zu Vancomycin-resistenten Enterococcus faecium(VRE)-Kulturen zu-
gefügt wurden, wobei die Ergebnisse als Prozentlebensfähigkeit 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 μM zu Vancomy-
cin-resistenten Enterococcus faecium-Kulturen zugefügt wurden, wobei die Ergebnisse als Prozent-Lebensfä-
higkeit dargestellt werden;

[0027] Fig. 8 zeigt die Ergebnisse einer Untersuchung über die Wirkung von 1 μM PMOs von verschiedenen 
Längen, die gegen die 16S-rRNA eines Vancomycin-resistenten Enterococcus faecium-Bakterienstamms ge-
richtet sind, auf die Lebensfähigkeit der Bakterien (Prozent-Lebensfähigkeit, berichtet als Prozent einer unbe-
handelten Kontrolle). Die PMO-Sequenzen, die den Oligomerlängen 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 über die Wirkung von 1 μM 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-Lebensfähigkeit (Prozent der Kontrolle), bestimmt an den Tagen 1 bis 
6; und

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

I. Definitionen

[0030] Die Begriffe unten, wie hierin verwendet, haben die folgenden Bedeutungen, außer 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 Molekül, das ein Ge-
rüst hat, das die Basen trägt, die zu einer Wasserstoffbindung an typische Polynucleotide in der Lage sind, wo-
bei das Polymergerüst die Basen in einer Weise darlegt, um eine solche Wasserstoffbindung in einer sequenz-
spezifischen Weise zwischen dem polymeren Molekül und einem typischen Polynucleotid (z. B. einer einzel-
strängigen RNA, doppelsträngigen RNA, einzelsträngigen DNA oder doppelsträngigen DNA) zu ermöglichen. 
„Polynucleotide" schließen Polymere mit Nucleotiden ein, die ein N- oder C-Glycosid einer Purin- oder Pyrimi-
dinbase sind, und Polymere, die Nicht-Standard-Nucleotidgerüste enthalten, zum Beispiel Gerüste, die unter 
Verwendung von Phosphordiamidat-Morpholin-Chemie, Polyamid-Bindungen (z. B. Peptid-Nucleinsäuren 
oder PNAs) und anderen synthetischen sequenzspezifischen Nucleinsäuremolekülen 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-Gerüst, das es dem Antisense-Oligomer ermöglicht, an eine Zielnucleinsäure-(z. B. RNA)Sequenz durch 
Watson-Crick-Basenpaarung zu hybridisieren, um einen Nucleinsäure:Oligomer-Heteroduplex in der Zielse-
quenz zu bilden. Das Oligomer kann eine genaue Sequenzkomplementarität zu der Zielsequenz oder eine fast 
genaue Komplementarität haben. In einer beispielhaften Anwendung kann ein solches Antisense-Oligomer die 
Funktion von 16S- oder 23S-rRNA, die eine Zielsequenz enthält, blockieren oder inhibieren, kann an einen 
doppelsträngigen oder einzelsträngigen 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 größer als 37°C, vorzugsweise mindestens 50°C und typischerweise 60°C–80°C oder höher 
ist, an das Ziel hybridisiert. Eine solche Hybridisierung entspricht vorzugsweise stringenten Hybridisierungsbe-
dingungen. Bei einer vorgegebenen ionischen Stärke und einem vorgegebenen pH-Wert ist der Tm-Wert die 
Temperatur, bei der 50% einer Zielsequenz an ein komplementäres Polynucleotid hybridisiert.

[0034] Polynucleotide werden als „komplementär" zu einander beschrieben, wenn die Hybridisierung in einer 
anti-parallelen Konfiguration zwischen zwei einzelsträngigen Polynucleotiden erfolgt. Ein doppelsträngiges Po-
lynucleotid kann zu einem anderen Polynucleotid „komplementär" sein, wenn zwischen einem der Stränge des 
ersten Polynucleotids und dem zweiten eine Hybridisierung erfolgen kann. Komplementarität (der Grad, zu 
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dem ein Polynucleotid mit einem anderen komplementär ist) ist in Bezug auf den Anteil (d. h. den Prozentsatz) 
der Basen in den gegenüberliegenden Strängen, von denen erwartet wird, dass sie miteinander Wasserstoff-
bindungen bilden, gemäß 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 Nucleinsäure, die am häufigsten 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 Molekül, das ein Gerüst hat, 
das Basen trägt, die zur Wasserstoffbindung an typische Polynucleotide in der Lage sind, wobei dem Polymer 
eine Pentosezuckergerüst-Einheit fehlt und genauer ein Ribosegerüst fehlt, das durch Phosphodiester-Bin-
dungen verknüpft ist, was typisch für Nucleotide und Nucleoside ist, das aber stattdessen einen Ring-Stickstoff 
enthält, wobei die Kopplung durch den Ring-Stickstoff erfolgt. Ein typisches „Morpholin"-Oligonucleotid ist aus 
Morpholin-Untereinheitsstrukturen der Form, die in Fig. 1A–Fig. 1D gezeigt ist, zusammengesetzt, wobei (i) 
die Strukturen durch Phosphor-enthaltende Bindungen, die ein bis drei Atome lang sind, zusammen verknüpft 
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 Länge, vorzugsweise 
12–25 Basen Länge ist. Dieser bevorzugte Aspekt der Erfindung wird in Fig. 2B illustriert, wo die zwei Unter-
einheiten durch eine Phosphordiamidat-Bindung verknüpft sind.

[0040] Wie hierin verwendet, ist ein „Nuclease-resistentes" oligomeres Molekül (Oligomer) eines, dessen Ge-
rüst nicht für eine Nucleasespaltung einer Phosphodiester-Bindung empfänglich ist. Phosphoramidat- oder 
Phosphordiamidat-verknüpfte Morpholin-Oligonucleotide der vorliegenden Erfindung, die ungeladene Gerüste 
aufweisen, sind Nuclease-resistente Antisense-Oligomere.

[0041] „Alkyl" bezeichnet ein vollständig gesättigtes 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 intrazellulärer Bindungsvorgang, der eine 
Ziel-RNA involviert", die spezifische Bindung eines Oligomers an eine Ziel-RNA-Sequenz innerhalb einer Zelle. 
Die Basenspezifität einer solchen Bindung ist sequenzspezifisch. Zum Beispiel kann ein einzelsträngiges Po-
lynucleotid spezifisch an ein einzelsträngiges Polynucleotid binden, das in der Sequenz komplementär ist.

[0044] Wie hierin verwendet, bezeichnet „Nuclease-resistenter Heteroduplex" einen Heteroduplex, der durch 
die Bindung eines Antisense-Oligomers an sein komplementäres Ziel gebildet wird, sodass der Heteroduplex 
gegen in vivo-Degradierung durch ubiquitäre intrazelluläre und extrazelluläre 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, schließen 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 für bakterielle 23S-rRNA zu. Eine bakterielle Engspektrumsequenz kann spezifisch für 
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 Fähigkeit eines Antisense-Oligomers, die Expression eines bestimmten Proteins durch Wechselwirken mit 
der Expression oder Translation der RNA entweder zu verstärken 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 Säuger Patienten verabreicht wird, die wirksam ist, um eine biologische Aktivität, z. B. die Expression 
einer ausgewählten Nucleinsäurezielsequenz 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 natürlichen Zustand des Individuums oder der Zelle zu verändern. 
Behandlung schließt 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 durchgeführt 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.

II. Antisense-Oligomere: Selektionskriterien

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

A. Basensequenz und Länge

[0052] Die Antisense-Verbindung hat eine Basensequenz, die gegen eine ausgewählte RNA-Zielsequenz ge-
richtet ist. Die Region der Komplementarität 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 Fällen ist das Ziel für die Modulierung der Aktivität der 16S-rRNA unter Verwendung der 
Antisense-Oligomere der Erfindung eine Sequenz in einer doppelsträngigen Region der 16s-rRNA wie dem 
Peptidyltransferase-Zentrum, der Alpha-Sarcinschleife oder der mRNA-Bindungsregion der 16S-rRNA-Se-
quenz. In anderen Fällen ist das Ziel für die Modulierung der Genexpression eine Sequenz in einer einzelsträn-
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gigen Region der bakteriellen 16S- oder 23S-rRNA. Das Ziel kann eine Konsensus-Sequenz für 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 für eine bestimmte 16S- oder 23S-rRNA-Sequenz ist, sein.

[0054] Das Oligomer kann 100% komplementär zu der bakteriellen RNA-Zielsequenz sein, oder es kann 
Fehlpaarungen einschließen, 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 
zellulären Nucleasen oder anderen Arten des Abbaus, die in vivo erfolgen können, 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 gemäß gut verstandenen Prinzipien der Duplex-Sta-
bilität von der Länge des Oligomers, dem Prozentsatz von G:C-Basenpaaren im Duplex und der Position der 
Fehlpaarung(en) im Duplex abhängen. Obwohl solch ein Antisense-Polymer nicht notwendigerweise 100% 
komplementär zu der bakteriellen RNA-Zielsequenz ist, ist es wirksam, um die Zielsequenz stabil und spezi-
fisch zu binden, sodass eine biologische Aktivität des Nucleinsäureziels, z. B. die Expression eines/von bakte-
riellen Proteins/Proteinen, moduliert wird.

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

B. Duplex-Stabilität (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 größer 
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-
tärer Sequenz von mehr als der Körpertemperatur 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 komplementärer 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. Gemäß gut bekann-
ten Prinzipien kann der Tm-Wert einer Oligomer-Verbindung in Bezug auf ein Komplementärbasen-RNA-Hyb-
rid durch Erhöhen der Länge (in Basenpaaren) des Heteroduplex erhöht werden. Zur selben Zeit kann es zu 
Zwecken der Optimierung des Zelltransports vorteilhaft sein, die Größe des Oligomers zu limitieren. Aus die-
sem Grund werden Verbindungen, die einen hohen Tm-Wert (50°C oder mehr) bei einer Länge von 15–20 Ba-
sen oder weniger zeigen, gegenüber jenen, die 20+ Basen für hohe Tm-Werte erfordern, bevorzugt werden.

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

C. Aufnahme durch Zellen

[0058] Um adäquate intrazelluläre Spiegel zu erzielen, muss das Antisense-Oligomer aktiv durch die Zellen 
aufgenommen werden, was heißt, 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, einschließlich 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 Körper involviert. Die Fähigkeit des Antisense-Mittels, zellulären Nucleasen zu widerstehen, fördert 
das Überleben 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 heißt, dass eine Mehrheit seiner Zwischenuntereinheits-Bindungen bei einem physiologischen 
pH-Wert ungeladen ist. Experimente, die zu Gunsten der Erfindung durchgeführt wurden, weisen darauf hin, 
dass eine kleine Zahl von Nettoladungen, z. B. 1–2 für ein 15- bis 20-mer Oligomer, die Zellaufnahme von be-
stimmten Oligomeren mit im Wesentlichen ungeladenen Gerüsten verstärken kann. Die Ladungen können auf 
dem Oligomer selbst, z. B. in den Gerüstbindungen, getragen werden oder können terminale geladene Grup-
pen-Anhänge 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 Gerüst-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 einschließen. 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 höchstens 1–2 Nettoladungen pro Oligomer, wie oben.

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

[0063] Ein erster Test bewertet die Bindung an Zelloberflächenrezeptoren durch Untersuchen der Fähigkeit 
einer Oligomer-Verbindung, ein ausgewähltes geladenes Oligomer, z. B. ein Phosphorthioat-Oligomer auf ei-
ner Zelloberfläche 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 zugefügt. Wenn die Testverbindung in der Lage ist, an einen Zelloberflächenrezeptor 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 für das Zelltransportsystem bindet wie die Verlagerungsverbindung.

[0064] Ein zweiter Test misst den Zelltransport durch Untersuchen der Fähigkeit 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-
fügt wird, inkubiert. Nach einer Inkubation für 30–120 Minuten werden die Zellen z. B. durch Mikroskopie auf 
die intrazelluläre Markierung untersucht. Das Vorliegen einer signifikanten intrazellulären Markierung ist ein 
Hinweis, dass die Testverbindung durch erleichterten oder aktiven Transport transportiert wird.

[0065] Ein dritter Test beruht auf der Fähigkeit von bestimmten Antisense-Verbindungen, wirksam bakterielles 
Wachstum zu inhibieren, wenn sie gegen bakterielle 16S- oder 23S-rRNA gerichtet sind. Untersuchungen, die 
zur Stütze der vorliegenden Erfindung ausgeführt wurden, zeigen, dass die Inhibition einen aktiven oder er-
leichterten Transport über 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 repräsentative 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 zugefügt. Die Fähigkeit, bakterielles Wachstum zu inhibieren, wird aus der Zahl der Zellkolo-
nie-Zellzählungen 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 können, werden 
als gute Kandidaten für 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 großen Konzentra-
tion (50 μM) 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 Kapazität 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 für RNaseH, was zur Spaltung der mRNA führt. Oligonucleotide, die zu dieser Klasse gehö-
ren oder von denen angenommen wird, dass sie dazu gehören, schließen Phosphorthioate, Phosphotriester 
und Phosphodiester ein (nicht modifizierte „natürliche" Oligonucleotide). Weil jedoch solche Verbindungen 
mRNA in einer Oligomer:RNA-Duplexstruktur für eine Proteolyse durch RNaseH und daher den Verlust des 
Duplex offenlegen würden, sind sie suboptimal; sie sind nicht für 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 für RNa-
seH wirkt, und es wird angenommen, dass sie durch sterische Blockierung von nucleocytoplasmatischem 
Ziel-RNA-Transport, Spleißung oder Translation wirkt. Diese Klasse schließt Methylphosphonate (Toulme et 
al., 1996), Morpholin-Oligonucleotide, wie durch die vorliegende Erfindung umfasst, Peptid-Nucleinsäuren 
(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 Fä-
higkeit, mRNA gegen RNaseH zu schützen, getestet werden. Nach dem Aussetzten gegenüber RNaseH kann 
das Vorliegen oder Fehlen des intakten Duplex durch Gelelektrophorese oder Massenspektrometrie überwacht 
werden.

[0069] Beim Testen eines Oligomers auf ein Geeignetsein in der vorliegenden Erfindung wird vorzugsweise 
jede der oben detailliert beschriebenen Eigenschaften erfüllt. Es wird anerkannt, dass die „im Wesentlichen 
ungeladene" Eigenschaft von Natur aus erfüllt wird, wo die Bindungen ungeladen sind, und die Zielse-
quenz-Komplementarität wird durch Basensequenz-Design erreicht. Daher wird ein Oligomer vorzugsweise 
hinsichtlich (i) seines Tm-Werts in Bezug auf die Ziel-RNA bei einer Duplexlänge von vorzugsweise zwischen 
12–20 Basenpaaren, (ii) seiner Fähigkeit, durch aktiven oder erleichterten Transport über Zellmembranen 
transportiert zu werden, und (iii) seiner Fähigkeit, 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 Überwachen (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-Mobilitätstests; (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 für 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 können auch gemäß gut bekannten Verfahren auf akute und chro-
nische zelluläre Toxizität wie die Wirkung auf Protein- und DNA-Synthese, gemessen durch Inkorporation von 
3H-Leucin beziehungsweise 3H-Thymidin, bewertet werden. Zusätzlich 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 Allgemeinen in den Be-
wertungsprozess eingeschlossen, um die Spezifität der Bindung der Kandidaten-Antisense-Oligomere zu be-
stätigen. Die Ergebnisse von solchen Tests ermöglichen die Unterscheidung von spezifischen Wirkungen der 
Antisense-Inhibition der Genexpression von wahlloser Suppression. (Siehe z. B. Bennett et al., 1995). Sequen-
zen können, wie benötigt, modifiziert werden, um nicht-spezifische Bindung von Antisense-Oligomeren an 
Nicht-Zielsequenzen z. B. durch Ändern der Länge oder des Grads der Komplementarität zu der Zielsequenz 
zu limitieren.
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III. 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 repräsentiert B eine Purin- 
oder Pyrimidin-basenpaarbildende Einheit, die wirksam ist, durch basenspezifische Wasserstoffbindung an 
eine Base in einem Polynucleotid, vorzugsweise ausgewählt 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 trägt, die wirksam ist, mittels Watson-Crick-Basenpaarung an eine entspre-
chende Nucleotidbase in der bakteriellen Nucleinsäuresequenz 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-
knüpfte Verbindung, die in Fig. 3 gezeigt ist, illustriert. Morpholin-Oligonucleotide, einschließlich 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 angeführt. Wün-
schenswerte chemische Eigenschaften der Morpholin-basierenden Untereinheiten sind die Fähigkeit, in einer 
oligomeren Form durch stabile, ungeladene Gerüst-Bindungen verknüpft zu sein, die Fähigkeit des so gebil-
deten Polymers, mit einer Komplementärbasen-Zielnucleinsäure, einschließlich einer Ziel-RNA, mit hohem 
Tm-Wert zu hybridisieren, sogar mit Oligomeren, die so kurz wie 10–14 Basenpaare sind, die Fähigkeit des 
Oligomers, aktiv in Säugerzellen transportiert zu werden, und die Fähigkeit des Oligomer:RNA-Heteroduplex, 
einem RNase-Abbau zu widerstehen.

[0074] Beispielhafte Gerüststrukturen für Antisense-Oligonucleotide der Erfindung schließen die Morpho-
lin-Untereinheitstypen ein, die in den Fig. 1A–D gezeigt sind, wobei jeder durch eine ungeladene, Phos-
phor-enthaltende Untereinheitsbindung verknüpft 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, einschließlich zyklischer Strukturen. Alkyl, Alkoxy und Thioalkoxy schließen 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 zusätzliche Heteroatome 
enthalten, ausgewählt 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-Gerüst aus fünf-Ato-
men, das in Fig. 2A gezeigt ist, bildet, wobei die Morpholin-Ringe durch eine 1-Atom-Phosphoramid-Bindung 
verbunden sind.

[0076] Die Untereinheit B in Fig. 1B ist für Wiederholungseinheit-Gerüste aus 6 Atomen gestaltet, wie in 
Fig. 2B gezeigt. In Fig. 1B kann das Atom Y1, das den 5'-Morpholin-Kohlenstoff mit der Phosphorgruppe ver-
knüpft, Schwefel, Stickstoff, Kohlenstoff oder vorzugsweise Sauerstoff sein. Die X- und Z-Einheiten sind, wie 
oben definiert. Besonders bevorzugte Morpholin-Oligonucleotide schließen jene ein, die aus Morpholin-Unter-
einheitsstrukturen mit der Form, wie in Fig. 2B gezeigt, zusammengesetzt sind, wobei X = NH2 oder N(CH3)2, 
Y1 Sauerstoff ist und Z Sauerstoff ist.

[0077] Die Untereinheiten C–D in den Fig. 1C–D sind für Gerüste mit einer Einheiten-Länge von 7 Atomen 
gestaltet, wie für Strukturen in den Fig. 2C und D gezeigt. In Struktur C ist die X-Einheit wie in Struktur B, und 
die Einheit Y2 kann Methylen, Schwefel oder vorzugsweise Sauerstoff sein. In Struktur D sind die X- und Y1-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 ausgewählt.

[0078] Wie oben angemerkt, kann das im Wesentlichen ungeladene Oligomer vorteilhafterweise eine limitier-
te Zahl von geladenen Bindungen einschließen, 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 Fig. 2A–D, 
vorzugsweise Fig. 2B repräsentiert, wobei X Oxid (-O–) oder Sulfid (-S–) ist.
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[0079] Die Antisense-Verbindungen der Erfindung können 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-Anfügungen wird durch die ausgewählte Basensequenz bestimmt (siehe 
Abschnitte IID und IV unten). In manchen Fällen kann es wünschenswert sein, zusätzliche chemische Einhei-
ten an die Oligomer-Verbindungen anzufügen, z. B. um die Pharmakokinetik der Verbindung zu verstärken 
oder um das Einfangen oder den Nachweis der Verbindung zu ermöglichen. Solch eine Einheit kann gemäß
Standard-Syntheseverfahren typischerweise kovalent an das 5'- oder 3'-Ende des Oligomers angefügt werden. 
Zum Beispiel kann die Zugabe einer Polyethylenglycol-Einheit oder eines anderen hydrophilen Polymers, z. B. 
eines, das 10–100 Polymer-Untereinheiten hat, im Verstärken der Löslichkeit nützlich sein. Eine oder mehrere 
geladene Gruppe(n), z. B. anionische geladene Gruppen wie ein organisches Salz, können die Zellaufnahme 
verstärken. 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 Antikörpers oder von Streptavidin 
in der Lage ist. Im Selektieren einer Einheit für das Anheften oder die Modifizierung eines Antisense-Oligo-
mers, ist es natürlich allgemein wünschenswert, chemische Verbindungen von Gruppen auszuwählen, die bi-
okompatibel sind und wahrscheinlich durch ein Subjekt ohne unerwünschte 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 Stämmen 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) Stämme und jene, deren Virulenz-Mechanismus mit der Exkretion von typischen E. 
coli-Enterotoxinen in Beziehung stehen. Solche Stämme von E. coli können verschiedene Krankheiten, ein-
schließlich jener, die mit einer Infektion des Gastrointestinaltrakts und des Harntrakts, einer Septikämie, Pneu-
monie und Meningitis assoziiert sind, hervorrufen. Antibiotika sind gegen manche Stämme nicht wirksam und 
verhindern nicht notwendigerweise ein Wiederauftreten einer Infektion.

[0081] Zum Beispiel wird geschätzt, dass der E. coli-Stamm 0157:H7 10000 bis 20000 Infektionsfälle jährlich 
in den Vereinigten Staaten verursacht (Federal Centers for Disease Control and Prevention). Hämorrhagische 
Colitis ist der Name der akuten Krankheit, die durch E. coli 0157:H7 verursacht wird. Vorschulkinder und die 
älteren Menschen weisen das größte Risiko für 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 aßen.

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

[0083] Typisch für Gram-negative Bazillen enthält 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 beiträgt.

[0084] Kontaminierte Lebensmittel sind der Hauptweg der Übertragung einer nicht-typhoiden Salmonellen-In-
fektion aufgrund der Tatsache, dass Salmonella in Fleisch und tierischen Produkten überlebt, die nicht vollstän-
dig gekocht sind. Die häufigsten tierischen Quellen sind Hühner, Puten, Schweine und Kühe, zusätzlich 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 Fäkalien kontaminiert ist.

[0085] Impfstoffe für Bauchtyphus sind erhältlich und sind teilweise wirksam; es sind jedoch keine Impfstoffe 
gegen eine nicht-typhoide Salmonella-Infektion erhältlich. Nicht-typhoide Salmonellose wird durch hygienische 
Schlachtpraktiken und ausgiebiges Kochen und Kühlen von Lebensmitteln kontrolliert. Antibiotika sind für eine 
systemische Krankheit indiziert, und Ampicillin ist mit einem gewissen Erfolg verwendet worden. Bei Patienten 
in Behandlung mit übermäßigen Mengen von Antibiotika, Patienten in Behandlung mit immunsuppressiven 
Arzneistoffen nach einer Magenoperation und in Patienten mit hämolytischer Anämie, Leukämie, Lymphom 
oder AIDS bleibt jedoch eine Salmonella-Infektion ein medizinisches Problem.
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[0086] Pseudomonas spp. sind motile, Gram-negative Stäbchen, 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 häufigsten in: abwehrgeschwächten Individuen, Verbrennungsopfern, Individuen 
mit Beatmungsgeräten, 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 führen, und eine Behandlung versagt oft mit größerer signifikanter Mortalität.

[0087] Vibrio cholerae ist ein Gram-negatives Stäbchen, das Menschen infiziert und Cholera verursacht, eine 
Krankheit, die durch schlechte Hygiene verbreitet wird, was in kontaminierten Wasserversorgungen resultiert. 
Vibrio cholerae kann den menschlichen Dünndarm kolonialisieren, wo es ein Toxin produziert, das den Ionen-
transport über die Mukosa zerstört, was zu Diarrhöe und Wasserverlust führt. Individuen, die mit Vibrio chole-
rae infiziert sind, benötigen eine Rehydrierung entweder intravenös oder oral mit einer Lösung, die Elektrolyte 
enthält. 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 verkürzen, und orale Impfstoffe sind derzeit in Entwicklung.

[0088] Neisseria gonorrhoea ist ein Gram-negativer Coccus, der das verursachende Agens der häufig sexuell 
übertragenen Krankheit Gonorrhöe ist. Neisseria gonorrhoeae kann seine Oberflächen-Antigene variieren, 
was die Entwicklung einer Immunität gegen eine Reinfektion verhindert. Beinahe 750000 Fälle von Gonorrhöe 
werden jährlich in den Vereinigten Staaten berichtet, mit geschätzten zusätzlichen 750000 nicht-berichteten 
Fällen jährlich, vorwiegend unter Teenagern und jungen Erwachsenen. Ampicillin, Amoxicillin oder ein gewis-
ser Typ von Penicillin pflegten für die Behandlung der Gonorrhöe empfohlen zu werden. Die Häufigkeit einer 
Penicillin-resistenten Gonorrhöe 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 Stämme wachsen 
auf Lebensmitteln und produzieren Exotoxine. Eine Staphylococcus-Resistenz gegen übliche Antibiotika, z. B. 
Vancomycin, ist in den Vereinigten Staaten und Übersee als eine Hauptherausforderung für die öffentliche Ge-
sundheit sowohl in Gemeinschafts- als auch Krankenhauseinrichtungen aufgetreten. Kürzlich 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 für Tu-
berkulose, eine manchmal lähmende und tödliche Krankheit, ist. Tuberkulose ist global im Ansteigen und ist 
die führende Todesursache einer einzelnen infektiösen Krankheit (mit einer derzeitigen Sterberate von drei Mil-
lionen Menschen pro Jahr). Sie kann einige Organe des menschlichen Körpers, einschließlich des Gehirns, 
der Nieren und der Knochen, betreffen; Tuberkulose befällt jedoch am häufigsten die Lungen.

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

[0092] Helicobacter pylori (H. pylori) ist ein mikro-aerophiler, Gram-negativer, langsam wachsender, begeißel-
ter Organismus mit einer spiraligen oder S-förmigen Morphologie, der die Auskleidung des Magens infiziert. H. 
pylori ist ein menschliches Magen-Pathogen, das mit chronischer oberflächlicher Gastritis, Magenge-
schwür-Erkrankung und chronischer atrophischer Gastritis, die zu Magen-Adenokarzinom führt, assoziiert ist. 
H. pylori ist eine der häufigsten chronischen bakteriellen Infektionen in Menschen und wird in über 90% der 
Patienten mit aktiver Gastritis gefunden. Die derzeitige Behandlung schließt eine Dreifach-Arzneistoff-Thera-
pie mit Bismut, Metronidazol und entweder Tetracyclin oder Amoxicillin ein, was H. pylori in den meisten Fällen 
ausrottet. Probleme mit der Dreifach-Therapie schließen die Patienten-Zustimmung, Nebenwirkungen und Me-
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tronidazol-Resistenz ein. Alternative Behandlungspläne 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 häufigsten Ursachen von bak-
terieller Pneumonie so wie von Mittelohrinfektionen (Otitis media) und Meningitis. Jedes Jahr machen Pneu-
mococcen-Krankheiten in den Vereinigten Staaten ungefähr 50000 Fälle von Bakteriämie; 3000 Fälle von Me-
ningitis; 100000–135000 Hospitalisierungen; und 7 Millionen Fälle von Otitis media aus. Pneumococcen-Infek-
tionen verursachen in den Vereinigten Staaten geschätzte 40000 Todesfälle jährlich. Kinder im Alter unter 2 
Jahre, Erwachsene im Alter über 65 Jahre, Personen jeden Alters mit zugrundeliegenden medizinischen Zu-
ständen, einschließlich z. B. kongestiver Herzerkrankung, Diabetes, Emphysem, Leberkrankheit, Sichelzel-
len-Anämie, HIV und jener, die unter besonderen Umweltbedingungen, z. B. in Altersheimen und Dauerpfle-
geeinrichtungen leben, weisen das größte Risiko für eine Infektion auf.

[0094] Arzneistoff-resistente S. pneumoniae-Stämme sind in den Vereinigten Staaten häufig 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 Spirochäte, die Syphilis verursacht. T. pallidum ist ausschließlich ein Pa-
thogen, das Syphilis, Frambösie und nicht-venerische endemische Syphilis oder Pinta verursacht. Treponema 
pallidum kann nicht in vitro gezüchtet werden und repliziert in der Abwesenheit von Säugerzellen. Die anfäng-
liche Infektion verursacht ein Geschwür an der Stelle der Infektion; die Bakterien bewegen sich jedoch quer 
durch den Körper, wobei mit der Zeit viele Organe beschädigt werden. In ihren späten Stadien kann unbehan-
delte Syphilis, wenngleich nicht ansteckend, schwere Herz-Abnormalitäten, mentale Störungen, Blindheit, an-
dere neurologische Probleme und Tod verursachen.

[0096] Syphilis wird normalerweise mit Penicillin, das durch Injektion verabreicht wird, behandelt. Andere An-
tibiotika sind für Patienten, die gegen Penicillin allergisch sind oder die nicht auf die üblichen Dosen von Peni-
cillin antworten, verfügbar. Eine korrekte Behandlung wird die Krankheit in allen Stadien der Syphilis heilen, 
aber bei später Syphilis kann eine Schädigung, die bereits an Körperorganen erfolgt ist, nicht rückgängig ge-
macht werden.

[0097] Chlamydia trachomatis ist die häufigste bakterielle, sexuell übertragene Krankheit in den Vereinigten 
Staaten, und es wird geschätzt, dass jedes Jahr 4 Millionen neue Fälle auftreten. Die höchsten Raten der In-
fektion sind bei 15- bis 19-Jährigen. Chlamydia ist eine Hauptursache von nicht-Gonococcen-Urethritis (NGU), 
Cervicitis, bakterieller Vaginitis und Becken-Entzündungskrankheit (PID). Chlamydien-Infektionen können sehr 
milde Symptome oder gar keine Symptome haben; wenn sie jedoch unbehandelt bleiben, können Chlamy-
dia-Infektionen zu einer schwere Schädigung der Reproduktionsorgane insbesondere in Frauen führen. 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 gegenüber Katzen erworben wird und durch ein Gram-negatives Stäb-
chen verursacht wird, das ursprünglich Rochalimaea henselae genannt wurde und derzeit als Bartonella 
henselae bekannt ist. Symptome schließen 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 abwehrgeschwächten Menschen produzieren, einschließlich 
akuter fieberhafter Krankheit mit Bakteriämie, bazillärer Angiomatose, Peliose-Hepatitis, bazillärer 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 für HIB entwickelt wurde, war HIB eine häufige Ursache von Otitis 
media, Sinusinfektionen, Bronchitis, die häufigste Ursache von Meningitis und ein häufiger Übeltäter in Fällen 
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 für eine HIB-Krankheit auf. Meningitis und andere schwere 
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Infektionen, die durch eine H. influenza-Infektion verursacht werden, können zu einer Hirnschädigung oder 
zum Tod führen.

[0101] Shigella dysenterae (Shigella dys.) ist ein Gram-negatives Stäbchen, das Dysenterie verursacht. Im 
Colon treten die Bakterien in Mukosazellen ein und teilen sich in den Mukosazellen, was in einer überschie-
ßenden entzündlichen Antwort resultiert. Eine Shigella-Infektion kann eine schwere Diarrhöe verursachen, die 
zur Dehydration führen kann und für die sehr Jungen, sehr Alten oder chronisch Kranken gefährlich 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 übertragen werden können. (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 Stämme sind resistent gegen mehrere antimikrobielle Arzneistoffe. Die häufigsten Enterococci-assoziier-
ten nosokomialen Infektionen sind Harntraktsinfektionen, postoperative Infektionen und Bakteriämie (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(Ergänz 3B), 72S–75S, 1991).

[0103] Vancomycin ist seit den späten 1970ern ausgiebig verwendet worden, um eine Enterococcus-Infektion 
zu behandeln. In letzter Zeit ist von einem schnellen Ansteigen in der Häufigkeit 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 Möglichkeit, dass die Vancomycin-Resistenz-Gene, die in VRE vorliegen, auf andere 
Gram-positive Mikroorganismen übertragen werden können, beunruhigend.

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

[0105] Listeria ist eine Gattung von Gram-positiven, motilen Bakterien, die in menschlichen und tierischen Fä-
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] Veterinärmedizinische Anwendungen. Eine gesunde Mikroflora im Gastrointestinaltrakt von Nutztieren 
ist von entscheidender Wichtigkeit für die Gesundheit und entsprechende Produktion von assoziierten Lebens-
mittelprodukten. Wie bei Menschen enthält der Gastrointestinaltrakt eines gesunden Tiers zahlreiche Typen 
von Bakterien (d. h. E. coli, Pseudomonas aeruginosa und Salmonella spp.), die miteinander in ökologischem 
Gleichgewicht leben. Dieses Gleichgewicht kann durch eine Änderung in der Nahrung, Stress oder als Antwort 
auf ein Antibiotikum oder eine andere therapeutische Behandlung gestört 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 Produktivität assoziiert 
ist.

[0107] Als ein Ergebnis werden Nutztiere routinemäßig 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 Übertragen von solchen Antibiotika in resultierende Nahrungsmittelpro-
dukte für den menschlichen Verzehr.

V. Beispielhafte 16S-rRNA-Antisense-Oligomere

[0108] In einer Ausführungsform werden die Antisense-Oligomere der Erfindung gestaltet, um unter physio-
logischen Bedingungen an eine Region einer bakteriellen 16S-rRNA-Nucleinsäuresequenz 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 Bindungsaffinität an die Nucleinsäure zu haben, und kann 100% kom-
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plementär zu der 16S-rRNA-Nucleinsäurezielsequenz sein, oder es kann Fehlpaarungen einschließen, wie 
oben weiter beschrieben.

[0109] In verschiedenen Aspekten liefert die Erfindung ein Antisense-Oligomer, das eine Nucleinsäurese-
quenz hat, die wirksam ist, um stabil und spezifisch an eine Zielsequenz zu binden, die aus der Gruppe aus-
gewählt wurde, bestehend aus 16S-rRNA-Sequenzen, die ein oder mehrere der folgenden Charakteristika auf-
weisen: (1) eine Sequenz, die in einer doppelsträngigen 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 einzelsträngigen Region einer bakteriellen 16s-rRNA gefunden wird; (3) eine Se-
quenz, die für 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 für 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 ähnlichen 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 für bakterielle 16S-rRNA-Se-
quenzen im Allgemeinen.

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

[0111] Es wird verstanden werden, dass ein Fachmann leicht geeignete Ziele für Antisense-Oligomere be-
stimmen und Antisense-Oligomere unter Verwendung von auf dem Fachgebiet bekannten Techniken gestalten 
und synthetisieren kann. Ziele können durch Erhalten der Sequenz einer 16S- oder 23S-Zielnucleinsäure von 
Interesse (z. B. von GenBank) und Ausrichten derselben mit anderen 16S- oder 23S-Nucleinsäuresequenzen 
unter Verwendung von zum Beispiel des MacVector 6.0-Programms, eines ClustalW-Algorithmus, der BLO-
SUM 30-Matrix und von Standardparametern, die eine offene Lücken-Strafe von 10 und eine ausgedehnte Lü-
cken-Strafe von 5.0 für Nucleinsäure-Ausrichtungen einschließen, 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, ausgeführt 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 erhältlich 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 für ein Bakterium oder mehrere bestimmte Bakterien sind. Eine 
ähnliche Ausrichtung kann an 23S-rRNA-Sequenzen durchgeführt werden.

Tabelle 1

Organismus GenBank-Bezugnahme für 16S 
rRNA

SEQ ID NO:

Escherichia coli X80725 1

Salmonella thyphimurium U88545 2

Pseudomonas aeruginosa AF170358 3

Vibrio cholera AF118021 4

Neisseria gonorrhoea X07714 5

Staphylococcus aureus Y15856 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
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[0113] Als eine Illustration 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, einschließlich 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 durchgeführt 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, SEQ ID 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
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1: Ungefähre 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 Y15856 
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
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2 Ungefähre Nucleotid-Lokalisationen

[0124] Beispielhafte Antisense-Oligomere zu Chlamydia trachomatis-16S-rRNA (SEQ ID NO: 72, SEQ ID 
NO: 73, SEQ ID 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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3 Ungefähre Nucleotid-Lokalisationen

Tabelle 2C. BAKTERIELLE 16s-rRNA-SEQUENZEN UND ANTISENSE-OLIGOMERE
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[0128] Beispielhafte Gram-positive bakterielle Ziele schließen 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. 

4 Basierend auf den Nucleotiden 497–517 von GenBank Y15856, 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 schließen 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. 

Tabelle 3. GRAM-POSITIVE 16s-rRNA-SEQUENZEN UND ANTISENSE-OLIGOMERE
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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 für Breispektrum-Antisense-Oligomere schließen 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 präsentiert, 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. 

Tabelle 4. GRAM-NEGATIVE 16s-rRNA-SEQUENZEN UND ANTISENSE-OLIGOMERE
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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

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.

Tabelle 5A. BREITSPEKTRUM-ANTISENSE-OLIGONUCLEOTIDSEQUENZEN

Tabelle 5B. BREITSPEKTRUM-ANTISENSE-OLIGONUCLEOTIDSEQUENZEN
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VI. Inhibitorische Aktivität 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 Kulturlebensfähigkeit wurde unter 
Verwendung des unten beschriebenen Protokolls getestet; siehe „Bakterielle Kulturen" in Materialien und Ver-
fahren. Kurz, Test-Oligonucleotide, die in phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) verdünnt werden, werden zu 
den frisch beimpften bakteriellen Kulturen zugefügt; die Kulturen werden über Nacht, z. B. 6 bis 26 Stunden, 
bei 37°C inkubiert, verdünnt und auf Agar-Platten plattiert; Kolonien werden 16–24 Stunden später gezählt. 
Nicht-selektive bakterielle Wachstumsmedien, z. B. Agar, enthaltend Nährstoffe, die für den Typ der Bakterien, 
die gezüchtet werden, geeignet ist, werden verwendet, wie es allgemein auf dem Fachgebiet bekannt ist.

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

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

[0136] Zwei Stämme von Salmonella thyphimurium (1535 und 1538) wurden in Brühenmedien 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 μM zugefügt und das Röhrchen bei 37°C für 6 bis 16 Stunden in einen Brutschrank plat-
ziert. Am Ende der Inkubation wurde die Brühe auf Platten ausgestrichen, über Nacht für 16 bis 24 Stunden 
inkubiert, und die Kolonien wurden gezählt. 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. 

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 Zufügen 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 
μM-Konzentration mit E. coli-Bakterien für 16 Stunden inkubiert, die Kulturen wurden verdünnt und auf Agar-
platten plattiert, und Kolonien wurden 16–24 Stunden später gezählt. 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.

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

Stamm  
(Kulturzeit)

Kontrolle  
(Kolonien)

1 μM AS zu 16S-rRNA  
(Kolonien)

% Inhibition

1535 (6 Stunden) 217 141 35

1535 (16 Stunden) 214 52 76

1538 (6 Stunden) 824 664 19

1538 (16 Stunden) 670 133 80
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[0138] Fig. 5 zeigt die Ergebnisse einer Untersuchung über 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 μM 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 μM 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 μM für 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 7. E. coli 16s-rRNA-Targeting-Untersuchung

Tabelle 8. Staphylococcus aureus-16s-rRNA-Targeting-Untersuchung
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[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 μM für 16 
Stunden bewertet. Die Ergebnisse, die in Tabelle 10 und in Fig. 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 repräsentiert 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 ungefähr 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 ähnlich 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. 

Tabelle 9. Pseudomonas aeruginosa 16s-rRNA Targeting-Untersuchung
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M repräsentiert Methylcytidin.  
7

[0144] Eine Dosis-Antwort-Untersuchung wurde auch unter Verwendung von unterschiedlichen Konzentrati-
onen des Oligomers, das die SEQ ID NO: 92 hat, durchgeführt. Etwa 70% Inhibition wurde bei 1–10 μM, etwa 
50% bei 0,1 μM, etwa 20% bei 0,01 μM und etwa 12% bei 1 nM erreicht.

Tabelle 10. Targeting-Untersuchung in Enterococcus faecium.
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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 zugefügt und bei einer Konzentration von 1 μM für 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.

B. Wirkung der Länge 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 Längen (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 Länge in dieser Untersuchung im 17- bis 
20-mer-Bereich. Weitere Untersuchungen bestätigten, dass Oligomere mit einer Länge von 17 bis 20 Nucleo-
tid-Untereinheiten und mehr, bevorzugt 17–18 Untereinheiten, im Allgemeinen bevorzugt sind. Die Ergebnisse 
legen nahe, dass kürzere Oligomere wie 12-Mere eine nicht ausreichende Bindungsaffinität haben können und 
dass längere Oligomere wie das 29-Mer weniger leicht in die Zellen transportiert werden.

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 
μM) 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 Lebensfähigkeit etwas, sank dann aber bei 
Tag fünf und sechs wieder ab. Tests, die zwölf Tage ausgeführt wurden (Daten nicht gezeigt), zeigten keinen 
Hinweis, dass sich eine Resistenz gegen das Oligomer entwickelt hatte. 

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

Tabelle 12. Antisense-Targeting von 16S-rRNA in VRE
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D. Kombinationstherapie mit antibiotischen Arzneistoffen

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

[0150] Eine ähnliche Untersuchung wurde mit Vancomycin-resistentem Enterococcus faecium (VRE) durch-
geführt, der mit Ampicillin alleine und in Kombination mit 1,0 μM desselben Antisense-PMO (siehe Fig. 10B) 
behandelt wurde. Wieder wurde eine im Wesentlichen vollständige Inhibition durch die Kombination bei 3 μM 
Ampicillin erreicht. Ähnlich zu den Ergebnissen, die für Vancomycin erreicht wurden, resultierte die Kombina-
tion eines Antisense-PMO, das gegen VRE-16S-rRNA gerichtet ist, und Ampicillin in einer verstärkten 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 Säuger 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 Säu-
ger-Subjekt in einer Weise verabreicht, die wirksam ist, um die Aktivität einer 16S-rRNA zu inhibieren.

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

[0153] In manchen Fällen wird das Antisense-Oligomer das Wachstum von Bakterien im Allgemeinen inhibie-
ren. In anderen Fällen wird das Antisense-Oligomer spezifisch für 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 abhängt, einschließlich (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, 
während 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.)

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 2.7

3 51.8 12.3

4 19.2 11.9

5 34.1 10.9

6 47.2 12.0
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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. Gemäß der Erfindung schließen solche Wege der Antisen-
se-Oligomer-Abgabe verschiedene systemische Wege, einschließlich oraler und parenteraler Wege, z. B. in-
travenöse, subcutane, intraperitoneale und intramuskuläre sowie Inhalation-, transdermale und topische Ab-
gabe ein, sind aber nicht darauf limitiert. Der geeignete Weg kann durch einen Fachmann als geeignet für den 
Zustand des Subjekts in Behandlung bestimmt werden.

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

[0158] Zusätzliche beispielhafte Ausführungsformen schließen orale Abgabe eines Antisense-Oligomers, das 
gegen eine bakterielle 16S- oder 23S-rRNA gerichtet ist, für die Behandlung einer Harntraktsinfektion oder 
Sepsis und IV-Abgabe für 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 verträglichen Trägers, der für eine topische Verabreichung angepasst wurde, erreicht werden. Ein Bei-
spiel der Morpholin-Oligomer-Abgabe ist in der PCT-Patentanmeldung WO97/40854 beschrieben.

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

[0162] In der vorliegenden Erfindung ist das Oligomer ein Morpholin-Oligomer, das in einem pharmazeutisch 
verträglichen Träger enthalten ist, und die Abgabe erfolgt oral. In einem weiteren Aspekt der Erfindung wird ein 
Morpholin-Antisense-Oligonucleotid in regelmäßigen Intervallen für einen kurzen Zeitraum, z. B. täglich für 
zwei Wochen oder weniger verabreicht. In manchen Fällen wird jedoch das Antisense-Oligomer intermittierend 
über einen längeren Zeitraum verabreicht.

[0163] Typischerweise werden (wird) eine oder mehrere Dosen (Dosis) des Antisense-Oligomers im Allge-
meinen in regelmäßigen Intervallen für einen Zeitraum von etwa einer bei zwei Woche(n) verabreicht. Bevor-
zugte Dosen für 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 Fällen können Dosen von mehr als 25 mg Oligomer/Pa-
tient nötig sein. Für die IV-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 Aktivität einer bakteriellen 16S- oder 23S-rRNA-Zielsequenz von Interesse 
zu inhibieren, in einem geeigneten pharmazeutischen Träger an ein Subjekt.

[0166] Es folgt, dass eine Morpholin-Antisense-Oligonucleotidzusammensetzung in jedem günstigen Vehikel 
verabreicht werden kann, das physiologisch verträglich ist. Solch eine Oligonucleotidzusammensetzung kann 
jeden einer Vielfalt von pharmazeutisch verträglichen Standardträgern, der durch Fachleute angewendet wird, 
einschließen. Beispiele von solchen pharmazeutischen Trägern schließen Kochsalzlösung, phosphatgepuffer-
te Salzlösung (PBS), Wasser, wässriges Ethanol, Emulsionen wie Öl/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 verträglichen Trägers abhängig von der gewählten Art der Ver-
abreichung variieren wird.

[0167] In manchen Fällen können Liposomen angewendet werden, um die Aufnahme des Antisense-Oligo-
nucleotids in die Zellen zu ermöglichen. (Siehe z. B. Williams, S. A., Leukemia 10(12): 1980–1989, 1996; Lap-
palainen et al., Antiviral Res. 23: 119, 1994; Uhlmann 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 können 
auch als Vehikel für die Antisense-Oligomer-Verabreichung verwendet werden, zum Beispiel wie in WO 
93/01286 beschrieben. Alternativ können die Oligonucleotide in Mikrosphären 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 können semi-permeable polymerische Matrices in der Form von geformten Artikeln wie Filmen oder Mi-
krokapseln einschließen.

[0169] In einem 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) abwehrgeschwächt 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] Zusätzlich sind die Verwendungen der Erfindung auf die Behandlung von jedem Zustand, in dem das 
Inhibieren oder Eliminieren des Wachstums von Bakterien wirksam sein würde, um in einem verbesserten the-
rapeutischen Ergebnis für 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 gemäß der Häufigkeit und des Wegs der Verabreichung sowie des Zu-
stands des Subjekts in Behandlung variieren wird (d. h. prophylaktische Verabreichung gegenüber Verabrei-
chung in Antwort auf eine lokalisierte oder systemische Infektion). Dementsprechend wird solch eine in vi-
vo-Therapie im Allgemeinen ein Überwachen durch Tests, die für 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. Überwachen der Behandlung

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

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

[0176] DNA-Sonden können basierend auf öffentlich verfügbaren bakteriellen Nucleinsäuresequenzen ge-
staltet und verwendet werden, um Zielgene oder Metaboliten (d. h. Toxine) nachzuweisen, die auf eine bakte-
rielle Infektion, die für einen bestimmten bakteriellen Typ, z. B. eine bestimmte Spezies oder einen Stamm spe-
zifisch oder für mehr als eine Spezies oder einen Typ von Bakterien (d. h. Grampositive oder Gram-negative 
Bakterien) gemeinsam sein kann, hinweisend sind. Zusätzlich können auch Nucleinsäure-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 Flüssigkeit, Blut usw. isoliert wurde, erreicht werden. 
Ein Immuntest für den Nachweis von Bakterien wird im Allgemeinen durch Verfahren ausgeführt, die routine-
mäßig durch Fachleute angewendet werden, z. B. ELISA oder Western-Blot.

[0178] Im Allgemeinen werden Vorgehensweisen und/oder Reagenzien für einen Immuntest für bakterielle In-
fektionen routinemäßig durch Fachleute angewendet. Zusätzlich sind oft monoclonale Antikörper, die spezi-
fisch für bestimmte bakterielle Stämme oder Spezies sind, kommerziell erhältlich.
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[0179] Kulturverfahren können verwendet werden, um bestimmte Typen von Bakterien durch Anwenden von 
Techniken, einschließlich aerober gegenüber anaerober Kultur und des Wachstums und der Morphologie unter 
verschiedenen Kulturbedingungen, aber nicht darauf limitiert, zu isolieren und zu identifizieren.

[0180] Beispielhafte biochemische Tests schließen Gram-Färbung (Gram, 1884; Gram-positive bakterielle 
Stämme färben sich dunkelblau und Gram-negative färben sich rot), enzymatische Analysen (d. h. Oxidase-, 
Katalase-positiv für 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, abhängig 
vom bakteriellen Ziel, vom behandelten Zustand und, ob die Behandlung prophylaktisch oder therapeutisch ist, 
variieren wird.

[0182] In Fällen, 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 überwachen, überwacht 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, Häufigkeit, Weg usw.), wie angezeigt.

[0184] Während die Erfindung mit Bezugnahme auf spezifische Verfahren und Ausführungsformen beschrie-
ben worden ist, wird es geschätzt werden, dass verschiedene Modifikationen gemacht werden können, 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 für Untersuchungen zugunsten der vorliegenden Erfindung verwendet wur-
de, wurde unter Verwendung des pCi-Neo-Säuger-Expressionsvektors (Promega) durch Inserieren von 36 Ba-
sen der c-myc-Zielregion zusammen mit der codierenden Region für Leuchtkäfer-Luciferase in den Vektor im 
Polylinker stromabwärts 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)lucδA 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 ungefähr 3 ml bakterielle Kulturen von einer 45 ml-Ausgangskultur in Luria-Bertani(LB)-Brühe, enthal-
tend 4,5 mg Ampicillin und eine einzige bakterielle Kolonie, die von frisch ausgestrichenen LB-Agarplatten, ent-
haltend 100 μg/ml Ampicillin, genommen wurde, in Plastik-Schnappdeckel-Röhrchen aliquotiert. Das in phos-
phatgepufferter Salzlösung (PBS) verdünnte Test-Oligomer wurde zu den Kulturen zugefügt, bei 37°C für eine 
bestimmte Zeit, z. B. 16 oder 26 Stunden, unter Schütteln bei 210 UpM inkubiert, dann für 15 Minuten auf Eis 
platziert.

[0188] Kultur-Färbungsmikroskopie und Kolonie-Scanning. Bakterielle Plattenzählungen erfordern, dass ein 
messbares Volumen an Material zum Agar entweder durch die Gussplatten- oder Streichplatten-Technik zuge-
fügt wird. Wenn die ursprüngliche Probe eine große Zahl von Bakterien aufweist, werden Verdünnungen her-
gestellt und plattiert. Die Platten werden inkubiert, und die Zahl der Kolonie-bildenden Einheiten (kbE) reflek-
tiert die lebensfähigen Organismen in der Probe. Die Kolonien können händisch unter Verwendung eines Mi-
kroskops gezählt werden, es wird jedoch bevorzugt, dass ein automatisches Kolonie-Zählgerät angewendet 
wird (z. B. wie von Bioscience International, Rockville, MD, angeboten). Bakterielle Kulturen werden gemäß
Gram-Färbe-Standardprotokollen gefärbt. Die gefärbten Bakterien werden unter Verwendung eines Nikon Op-
tiphot-2-Aufrecht-Mikroskops betrachtet, wobei die Abbildungen unter Verwendung der Kombination einer 
100X-Ölimmersionslinse und der 10X-Vergößerung der Kamera 1000X vergrößert 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
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SEQUENZPROTOKOLL
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Patentansprüche

1.  Antibakterielle Verbindung, bestehend aus einem im Wesentlichen ungeladenen Antisense-Oligomer, 
das 10 bis 40 Nucleotid-Untereinheiten enthält, wobei jede der Untereinheiten einen Morpholinring umfasst, 
der eine basenpaarbildende Einheit trägt, die wirksam ist, mittels Watson-Crick-Paarung an eine entsprechen-
de Nucleotidbase zu binden, wobei das Antisense-Oligomer eine Nucleinsäurezielsequenz mit einer Länge 
von mindestens 10 Nucleotiden umfasst, die in der Lage ist, mit einer bakteriellen 16S- oder 23S-rRNA-Nuc-
leinsäuresequenz stabil zu hybridisieren, wobei angrenzende Untereinheiten durch ungeladene Bindungen, 
ausgewählt aus der Gruppe bestehend aus ungeladenen Phosphoramidat- und Phosphordiamidatbindungen, 
oder durch geladene Phosphoramidatbindungen verbunden sind, wobei das Verhältnis 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 höher 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 größer ist als 37°C, mit der bakteriellen Sequenz zu hybridisieren.

4.  Verbindung nach einem der Ansprüche 1 bis 3, wobei die ungeladenen Bindungen ausgewählt 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;  
Y1 in Fig. 2B und Fig. 2D Schwefel, Stickstoff, Kohlenstoff oder Sauerstoff ist und Y2 in Fig. 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-
gestellt in Fig. 2B ist, wobei X = NR2, wobei R Wasserstoff oder Methyl ist, Y1 Sauerstoff ist und Z Sauerstoff ist.

6.  Verbindung nach Anspruch 3, wobei jede Bindung eine Phosphordiamidatbindung wie dargestellt in 
Fig. 2B ist, wobei X = NR2, wobei R Wasserstoff oder Methyl ist, Y1 Sauerstoff ist und Z Sauerstoff ist.

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

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

9.  Verbindung nach einem der Ansprüche 1 bis 8, wobei der Bereich der Komplementarität mit der 
RNA-Zielsequenz eine Länge von 13 bis 20 Basen hat.

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

11.  Verbindung nach einem der Ansprüche 1 bis 10, wobei die Zielsequenz komplementär 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 ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus 
SEQ ID NOs: 27 bis 30.

13.  Verbindung nach einem der Ansprüche 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 enthält, wobei jede der Untereinheiten einen Morpholinring umfasst, der eine basenpaarbildende 
Einheit trägt, die wirksam ist, mittels Watson-Crick-Paarung an eine entsprechende Nucleotidbase zu binden, 
wobei das Antisense-Oligomer eine Nucleinsäurezielsequenz mit einer Länge von mindestens 10 Nucleotiden 
umfasst, die komplementär zu einer bakteriellen 16S- oder 23S-rRNA-Nucleinsäuresequenz ist, wobei angren-
zende Untereinheiten durch ungeladene Bindungen, ausgewählt aus der Gruppe bestehend aus ungeladenen 
Phosphoramidat- und Phosphordiamidatbindungen, oder durch geladene Phosphoramidatbindungen verbun-
den sind, wobei das Verhältnis von ungeladenen Bindungen zu geladenen Bindungen in dem Oligomer zumin-
dest 4:1 ist, für die Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung einer bakteriellen Infektion in einem 
menschlichen oder tierischen Sängerindividuum.

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

16.  Verwendung nach Anspruch 15, wobei die ungeladenen Bindungen ausgewählt 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;  
Y1 in Fig. 2B und Fig. 2D Schwefel, Stickstoff, Kohlenstoff oder Sauerstoff ist und Y2 in Fig. 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 Fig. 2B ist, wobei X = NR2, wobei R Wasserstoff oder Methyl ist, Y1 Sauerstoff ist und Z Sauerstoff 
ist.

18.  Verwendung nach Anspruch 15, wobei jede Bindung eine Phosphordiamidatbindung wie dargestellt in 
Fig. 2B ist, wobei X = NR2, wobei R Wasserstoff oder Methyl ist, Y1 Sauerstoff ist und Z Sauerstoff ist.

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

20.  Verwendung nach einem der Ansprüche 14 bis 19, wobei der Bereich der Komplementarität mit der 
RNA-Zielsequenz eine Länge von 13 bis 20 Basen hat.

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

22.  Verwendung nach einem der Ansprüche 14 bis 21, wobei die Zielsequenz komplementär 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 ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus 
SEQ ID NOs: 27 bis 30.

24.  Verwendung nach einem der Ansprüche 19 bis 21, wobei das Arzneimittel für 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 ausgewählt ist aus der Gruppe beste-
hend aus SEQ ID NOs: 21 bis 25.
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25.  Verwendung nach einem der Ansprüche 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 führt.

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

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

28.  Vieh- und Geflügelfutterzusammensetzung, umfassend ein Futtergetreide, das ergänzt 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 enthält, wobei jede der 
Untereinheiten einen Morpholinring umfasst, der eine basenpaarbildende Einheit trägt, die wirksam ist, mittels 
Watson-Crick-Paarung an eine entsprechende Nucleotidbase zu binden, wobei das Antisense-Oligomer eine 
Nucleinsäure-Zielsequenz mit einer Länge von mindestens 10 Nucleotiden umfasst, die komplementär zu ei-
ner bakteriellen 16S- oder 23S-rRNA-Nucleinsäuresequenz ist, wobei angrenzende Untereinheiten durch un-
geladene Bindungen, ausgewählt aus der Gruppe bestehend aus ungeladenen Phosphoramidat- und Phos-
phordiamidatbindungen, oder durch geladene Phosphoramidatbindungen verbunden sind, wobei das Verhält-
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-
gestellt in Fig. 2B ist, wobei X = NR2, wobei R Wasserstoff oder Methyl ist, Y1 Sauerstoff ist und Z Sauerstoff ist.

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

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

32.  Zusammensetzung nach Anspruch 28, wobei die Zielsequenz ausgewählt 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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Anhängende Zeichnungen
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