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FUCLET:T AQTDE SPEQLPTEALLY RTwOING BIMACTIVE JHRESTH

The present invention is rclated o amaloic acids which bind 10 a hioaciive ghrelln, spd the usa of
such nuclsic srid for tho binding and detection of bioactive ghwelin.

Glrelin wus identified a5 the naural lgand of the growth Yrmeomo secrotapegue receptor 1a
{GHSR 11), The rezeptor {8 most stmndast in the pifnitsry gland and in hypothalamic parts of the
biain, but oan niso bo detecicd in other Gssnoa of Jow aoncenimbone. Singe the lale 70iss
synthetio peptidea and othor compaunds, named secrategogues had basn ghown 1o stimelate tha
relexsz of growih bormune However, the natural Ngnnd reepongible [or the releags of growih
hurmone remained unionown nntil the discovery af phrelin in 1999, Ghrelin i3 2 highly basio 28
aminn aoid peplide bormane with en octanoy] eeid sida chain al tho third aming scfd of its N-
termimms (serine 3). This nnusual modification /s required for o imteraction at the GHS-recapior
and iis acthvity. Bowevar, in biclogieal samples a mixture of hoth, tha oclanoyl ghrelin which s
& form of 1 bdoaclive ghrelin and the wmnodifed or des-octanoyl ghrelin witich is present. The
amino-ackl eoquence of the purifled gt ghrelin was delomined by o proésn sequencer 1o be
GSSFLSPEHQRAQUREKESKKPIAKLOPR (SEQ. TD. No. 19). The vorrmspomling himmn
sequeaca deviates In two positions anly, carrylng the samie n-octancyl-slds chain a1 tho afdne
ok posttinn perines 3 {GSSFLSPEAQRYQQRKESEETPAEKLQER (SIIQ. ID. No. 16),

Beslde the naturally necortdng n-ootunoyl pasidoe, ynsatirmtad or branched ootangyl groogs, and
 longer aliphatic chains iniroduced 2 poaition 3 of ghrelln modiste reccptor recognition as well,
'ﬂ;.rer.:mm; inteaotion domain is Inested et the very N-tarorinns of ghreling dolotion studies
indicate, thal. ghrelin (1-10) [RSSFLEFEHQ, SEQ. T No. 17] mnd ovan the minimal motlf of
amino scids 1-5 (ghrelin (1-5) [GSSTL, SEQ. ID. No.13]) e mflickent for stimulstion of
GESR1s, but in halh cases, & arong requsrament for peptids modification with the n-octsnoy!

residos 1a abserved.

Ghrelin hes heen showm io mediare physiological functions partiners to e anabolic stalo. While
it direatly simutases tho relenasc of growh hoomone (FH) fom the pluntary glimd, experiments
in rodents #lso abowad ghrelin 1o indoce feeding in 8 GR-independent fashion 1vy ecting upon
hypothalamic nesypone. Fnlcrestingly, the prlmury eite of ghrelln }!mﬂndlnn is n meynfic glands
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in the stomach, suggesting that it serves as a hormonal link hetween siomach, pituitary gland and
hypothatamus. The observation that ghrelin administration in rats resulted in weight gain as s
cansequence of changes in encrgy intake and/or fuél utilization is in sopport of such & role.
Moreover, systemio ghrolin administration in humans cause gensations of lunger in the test
fibjects and induca overeating. Basod on thess findings ghrelin is thought to have = crucial role
in the reguiation of appetite and hody weight, scrving 2s an acute as well as a chronic signal of
an underfed siatc. Additional support for this hypothesis comes from observations that ghrelin
levels as well as appetite are reduced in individuals following gastric bypess, contributing at Jeast
in part to the efficioncy of tho procedime in cffacting weight loss. Clinical dnta from patieats with
Prader-Willi syndrome also suggest that the hyperphagia and obesity associated with the discase
are a consequence of tremendous hyperghmelinemia. Moreover, ghrelin was found tn induce
hyperglycomis and ivhibition of insnlin release, indicating an involvement im glucosc
metabolism. Beside these functions in energy metsbolism, ghrelin has also besn implicated in a
aumber of othar praceascs. It was found to be axpressed in a number of neuraendocrine tumors

and 10 stimulate, begides GH rclcase from the pituitary, tho releass of AC'TH, PRL, and cortisal,

Singlc injections of ghrelin info healthy individuals wero found to increase cardiac outputl and
decreaso blood pressuro. Thus, ghroliuncﬁgnappmtobeinvolvedinavnﬂety of different
tasks. For. backyround information may he luken from M. Kqjima, H. Hosoda, Y. Date, M.

Nakazato, H. Matsn, K. Kangewa, “Ghrelin is a growth-hormone-releasing acylsied peptido
from stomach”, Nature 402:656-60, 1999; M. Tschdp, D.L. Smiley, M.L. Heiman, “Ghrelin

Induces adiposity in rodents™, Nature 407:908-13, 2000; AM. Wren ¢t al,, “Ghrelin cohances
appetite and increases food intake in humans”, Journal of Clinical Endocrinology Metabolism

86:5992-6, 2001: M. Nekezato et al., “A rol¢ for ghrelin in tho central regulation of feeding”™,
Narure 409: 194-8, 2001; N. Nagaya, el al, Am J Physiol Regul Integr Comp Physial. 2001

May; 280(5) :R1483-7, Hemodynamic snd hormonal effects of human ghrelin in healthy
voluntecrs; Volante M, et al., J Clin Endocrinol Metab. 2002 Mar; 87(3):1300-8. Expression of
ghrelin end of the GR secrolagoguae vecepior by pancreatic isiet cells and related codocrine
tumors; Jeffcry PL, et al,, J Bndocrinol. 2002 Mar; 172(3):R7-11 Expression and action of the
growth hormone releasing peptide ghrelin and its receptor in prostate cancer coll lines; Egido
EM, et al., Bur J Bndocrinol, 2002 Feb; 146(2):241-4 Inhibitory effect of ghrelin on insulin and
pancrestic somatostatin secrotion; Broglio F, et al,, J Clin Bndocrinol Metab, 2001 Oct;
86(10):5083-6, Glrelin, s natural GH secretagogue produced by the stomach, induces
hyperglycemia and reduces insulin secretion in humens; Bednarek MA, et al,, J Mcd Chem, 2000
Oct.: 43:4370-6 Structure-function studies on the now growth hommono-releasing peptide,
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ghrelin: minimal scquence of ghrelin necessary for aclivation of growth hormono SeCTEIRROgUE
recopior [a.

The problem underlying the present invention is to provide means for the binding of bioactive
ghrelin and mores particalaty to provide a method for the treatment of discases and disorders
mediated by bioactive ghrelin as well as mothods for the specific detection of bioactive ghrelin.

According to the present invontion the problem is solved by the subject mstter of the
independent claima which are attached hereto, Preferred embodimants result from the dependent
claims.

Human ghrelin is a basic peptide having the amino acid scquence sccording to SEQ. ID. No .16,
and is modified with  [utty acid side chain. In consideration of the hiph degreo of peptide
sequence homology between different gpocies, tho term ghrelin used hervin refcrs to sny ghrelin
inchding, but not limited to, mammalien ghrelin. Preferably, tho mammalian ghrelin is selecicd
from the gronp comprising micc, raf, rabbit, hamster and human ghrelin. Most preforably the
ghrelin is homan ghrelin,

The calculated pI of ghrelin is 11.09. Despite of this very basic over-all pI of ghrelin, the
receplor binding motif GSSFL. [ghrolin (1-5)] is a rather acidic domain, with a calculaled pl of
5.5. The present invention is based on the surprising (mding, that a nucleic acid ¢an be selested
with full-lengih gheelin, that specifically recognizes the acidic receptor binding domain, but not
the basic central and carboxy-icrminal domsain of tho peptide. This is surprising in regard of
olectrosiatic effects of both the charges of targel molaculy, i. e ghrclin, and the charges of the
nucleic acid. ‘The binding of nogatively charged nucleic scids to & basic domein of a target
molecule should be much more advantageous compared to the binding of a nucleic acid to an
acidic domain of a target molecule. Thus it has to be pointed out that the onc skilled in the art
tad no reasonable expectation of succces to select 4 ancleic acid ligand that is not binding to the
basic part of ghrelin but is binding to the acidic domain of the target molecule.

Beside the amino-terminal receptor binding motif, biologically active ghrelin which is alko
referred (o herein as bioactive ghrelin, is characterized by its ucylation with a n-o¢tanoly group at
amino acid serine 3. The nucleic acid ligand of the amino-terminal motif GSSFL disclosed
herein allows tho discrimination of the biologically active from the bio-inactivo or non-bicactive
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form of ghwulin, 'Chis & mmprising, since binding ia strictly dependent on the presence of [wo
moietics, the octanny] froup and the poptide: hinding of the woeleic acid én ootymdyl-phrolm is
specific i the protence af 2 1000-fold excess of desoctanoyi-ghrelin, mare prefershls in the
presencs it & 100-fold excess of desoctangyl-ghrolin, and runat prefenible in the preacnce of 8
10-fold excess of flenoplamoyil-ghrelin Purthrmare, the binding charmcteristles are alo specific
o the peplido molety, wiven tha lact, 1hat the cnanfiomeric octanoyi-ghrelin is nol recognized
by the reclel; acid; the ootaneyl-group s not fmificent for binding,

Az uesd in prefered ambadimenis bemm, & bicactiva ghrelin is 2 ghrolin whivh exhibéts in a
prafemmed embodiment esscmtintly all of the chamcteristics of the naturally acerrisg yhrclin,
Pardenfarly, a bicactive phrelin as used heveln in proforred ambodiments Ia ey ghmelin and _
ghrelin derivative which is responsible for or can frigeer the rélomso of growth honwone, more
preferahly ¥is ab intccaction with the GHS recegiior, In vontrast to this in profermed embodiments
a pon-higactive ghrolin 1a a ghrelin whioh 1a dfferenl fom bloacilve phrelin, mon: profeably
doed not wigger the relesde of rowth hormene, miorc preferably ¢iy un interaction woth the GES

recepbar.

The [estures of the macleio acid accomling to (he present jnvenlion s described herein can be
Tealised iy vy sepect of the pocscrd iuvaniion where the mclele acid is veed, either slone or in
any comhination.

The nucieis scid according to the present invention also coonprises necicic agids which are
czsentinlly bomologous to the padiculsr ssquences discloged hareln, The term substmtislly
henplogous shall be wmlarsiood such eu the homaology i ot kst 78%, praferably 5%, mome
preferably 9054 and moat preforably more fhit D5 %, 94 %, 97 %, 98 % or 9%,

The nuclele a2l sccarding to fhe preseé invontion also coimprises n wn embadiment & nnalec
arid which is derived from the particuler seqnéncos disclosed hereln. The term *dedved” shal ba
undersipad such s on Be basle of BB, ID No.) the msertion joe] Insl to Tnsd ehown in Fig, 14
= be Teprosanted by any sequenoce of 2 length of o maximum of 30 nuolcotides, peederabla by
any paguence of & maaxinmum of 20 ninclcotidos, mare preferable by tny sequence of 2 Maxium
of 1) mucleatides, and most jweferabls by amy mequence of 0-3 nucleabides for Inxl, 0-14
nucleofides for [ns2, 1-3 noclectidas fir Jas 3, ahd 0-2 onolectidea for Tne4, The Interna] loop I -
In, vapwresented by Inx2, is conaiderad to be the most impartent =le of modifioaiton.
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The nueleic aeid astording to the present invention czn alse bo represented in 8 prefecred
embadiment by tee lollowing generic formnula

OGN gy AGGY AN () AAAA TN, U AARWCCCGAAGGTAACCAWU COUATN, A CG
(SEQ. 0. Ne. )

wherehy Y stands for U or C, B stepeds for A or G, W slands [or 17 or A, In connaction therowith
il i& W ho notes thal mny of (bo indlecs Topresent mmy integer stantisg fom the Grst fgure
specifled lo the laxt figee specified mud sy integer therebetwoen. Acoordingly, eg & - 3
represent D, 1, 2 and ],

Thus, (he consensna sequence SEQ. [D. Wo. ! contsins four rogiongs, where inzertiona of
varizble tenighh src obderved in varioes embodimncts. These reglons arc called insexiion loci, and
are labellod Insl 10 Jns 4. Acoondme to L-NOX-BE1, lalod es KEQ. ID. Mo, 2 in Fig. 14, Insl i

located at belween meclocotides 6 und 7, Ins2 is locates] between nucleatides |3 znd 14, Ins3 is
located hetwecn nucheqtides 18 and 20, and tns4 s located belween meclootides 44 aad 45, The
length of the tespodtive insurfion foei, observed in Lthe depfoted clanes, is ghven in SE(). [D.

No.J. and the sbove spexified genatic formala

The nuelsio acid aceording to the prescnt trvention also compozes tn mt cmbadiment a nacleic
suid whish is siructoraily homsologue o (he particnlar sequoncae disclased heroin, prafeoibly o
the extend thal seid pars are imvolvad m Binding 10 octanovl-ghrcin and discriminating des-
octmoyl gheelin, Sirocéural homology e used in copnestion with prafermed ambodimenta af tha
prescot imvention shall be wndorstood =uch as the sequences fold into 4 characteristic secondary
struoiers modsl comprising 2 basal stem, aud Enernel Joop, and e bernina) siem-loop a8 depicted
hy Pig. 1B, profershis folding tmo said simchwe, where in siem regicos cormpensatory hesc
axclranges oocur, and predevablo folding info sxid stucture, viboro in single-srandsd stratehes
suh=titntions, deletiona sulior insertions oo, and wost prefosble folding info said suuciuss
comespanding to iy, 1B in siraand o SEQ. 1. 1 in saquence.

The term imventive nucleic achl ¢r nucleie woid actording to the present jovention shall el
comprizo those nneleic acids comprising part of the ouclale acids sequences disclosed herein,
preferahly in the extent that said parls sr¢ imrofved in the kinding fo ghrelin, and discrimating

o
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bioaciive ghrelm from non-bicactive ghrchn, . e in partioviar oclanoyl-ghrelin o des-
nttano1-ghrzlin, Such a mecleic acid may be derived fhom the oneR discelosed heram, &g, by
rmeation. Tnmeation may be rofated 10 either or both OF twe onds of e meleio ooirts as
Hisolosed bevsin, Alro, trumcation may e related &0 1he foner scquence ol mechentidaa, .o, B may
hc velated o tha nncleotide(s) betweon the 5° and the 3 temminal nndlacelde, respectively,
Moreoyar, tanculion shall ¢omprise the delotion of as Ifile az 5 singls nuclectide frogn fhe
sequenca ol tha miclele avids disclossd horein. Truncatior may alan be related 0 mom than one
sreth of the inveetive nugicic acki(s), wherelyy the strech cen be a5 Hitle as one nucluotida
long.

The musleic acitds according to the present invention muy be dilher D-nucluic sclis or L-nuolsic
acids, Preferably, the invenlive nuclaic acidy are L-nucleic acids, In atdition it is possible fhat
one oz several party of the pwlaic acid are prosant as D-oncleic acids ar at [sast one or soveral
parts of the mugleic acids are L-nuclein acids. Tho term “pat” of the nucleie acids shall memn Be
litt}e s one pucleatide. Sweh nucleic asids xre pepexally vefomed to hersin a& D- and L-noefec

acids, respeetively.

The tom Invenlive nucleic acid or nocleic acid acoonding 1o the prcsent: imvestion shall also
comprise those mucleie acids fhat comprise fhe nocleds aclds sequences diecloeed herein snd
othor saquences alfached theretn, profetsbly to 1he exténl that sid parts or nuclele soids Avs
invalyed in the bioding w octineybghrelin and disorirdnating desncumoy!-ghoelin. The
exlensiot i e additonal scquens:a attached o the epanjic nwoleic nckl sequéncos Maclosed
horein may he snch, e the sequence is ckmpated efither af the 5'-termimia or (he 3”°-benminus ar
bath, md il may conmprigz as nwxd ns 100 nacleotides for either 8jde, preferably #e much e 50
mickolides for eifter gida, more pralrably s maoch sz 20 nucleotidse on cither sida, and most
prefepgbly the complete or partial 5°-Aank asqucnce which is disclosed herein na 5BQ. TD. Na,
20, amlor the complets or partial 3°-flauk sequenco which is disclozed herefn as SEQ. TD. No,
21. An nsd harsin, the reqm partivily mases in a preforred esbod/ment af the prasent invention a
single nucleofide of |he raspective sequence or # saquenso of two or mare juclcotides of mach
ecquence whioh are adjrcont tn sech ofher In the sequence to which it is refincd to, mote
particularly to the fiank sequencea acconding io uny of SEQ. I, No. 20 and 2T,

1t i leo within the preseat invention that the nucleio acids acoord g ro the prosent |oventic e
pusrt of 2 Jonger macksio achl wherehy (his longer nuclala neid compriges several pants wherely at
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lcasl oné part Iz a smeleio aeid, or e part thereof, according to the preseat invenrion. The other
part of thess longer nudlele achda can be wiher g DP-nucleic 2cid or |-packcs acid. Any
corpbimnlion may be waed in comneclion with the present invention. These other panis) of the
Jemger nucleic acid can exhibil a fimetion which is difftea from binding. Ons poasible funstion
is lo allow inderaction with other molerules such as, og., for immabdlization, cross-linking,
dstertion or enaplificsicn,

lamcleic acids os uscd bhereln are nuolele achls conwisting of L-nocleotides, praferibly
ooasisting sompletely of L-pucleotides.

D-nucleic oclda as uvsod berein are nucleic acide consisting of Denmcfeolides, peefersbly
coiRisting comapletely ol D-nocientlles,

brespuctive of whather Lhe Rventive abclkic acid congists of D-aucientides, L-mclanlidos ar a
rombination of both with the combination be{sg e.g. a rendom comhinmion or & defined
scquence of streiches oonstating of sl last ane L-onelkeolide and at Jeast one D-qwieleic acid, the
mcleic acid may oonalet of desoxyribonueteolide(s), ribamuclcolide{s) or combinatings thereof.

Degigning the inveptive nuolcic acids a1 L-nbiclcic sedd I3 advantageous for several ressens, L-
rucleiz peids are cnantiomers of naterally cecurring mmcleic acids, D-mmclels acids, however, e
nof vary atnble In aqueoes solitions and particularty in biclogical systetos or biological ammples
due t0 the widespread prescneo of mucleasew, Naturally occuming nmuclecases, pacticolarly
nucloases figm animal cells are not capahle of degrading L-pucieio acide. Becauso of this the
biological half-life of tha L-nuglaic aeid is significanly increased fn such s sysiem, jncliding the
animal amd humsn bedy, Dac o the lwcking dogradability of L-mreless acid no nuclosse
dogmidation prewlilols ero menarated and fims no side ellcets arisime harciom ohserved Thia
aspect delimiits the [-noclele ecid of faciually all olber compound which are wged  the thenpy
of diseasrr and/or disondors mvolving fhe presence of ghrelin,

Tt is also within the presant imvention that the inventtve nuclcic acids, regardlcss whether hey are
prefent as Dapveleie acids, L-muclele actds or D, L-nucleie acids or whather they are DNA or
BENA, may he présent single strended ar double siranded nucleic ackds. Typically, the iovantive
nucleie sids are single stranded mucknle aclds which exhibit dafined sscandery structwes dug 1o
ihe primary sequance iand may tos also form todary stroeiures. The inventive nucicic acids,
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hewerar, may also be double sinded in the mermny that two strands which ans coonplemeiary
to onch otber are hyhridised %o each othar. This confers siahilkty to the nualelc ocid which will he
advantaguous I{" the meclodc acid is prosent in the naturally accurving D-fim rether Ghan the 1.-

form.

The mvantive mclei acids may be modificd Soch modiflcstions may be relatad 16 b smple
nuclentido af din nucleic 2cid and are well known in the at. Exanples for such modification arc
described in, omang othem, Kuseer, W.(2000) J Biotachnni, 74: 27-38; Anmn, H. ot al. {199¢)
Nucdeic Acidy Reos, 32, 20-4; Commips, L.L. £t nl, (1995} Nunlefe Aeidy Res, 23, 2019-24; Esdon,
B.E. ct ol (1995) Chem Biol, 2, 633-8; Greem, L.5. ot o, {1995) Cham Binl, 2, 683-05;
Kavenrakci, AM. at al,, (1993) . Aed Clhiaan, 36, 831-41; Lesnik, E A ¢ al, (199Y) Biochemipiry,
33, TER2-R; Miller, L R, of al,, (1993) J Pigariod, 469, 21343,

The mneleic asids secoarding o the préacof investkm may be & pmbipatilc melae poid. A
nrultipartite nuclelc aelT s msed heredn, ix a miclcls eoid which consists of af Jeast iwa woclsic
grid strands, These al least two nucleic poid stands Grm a fnotional Dol whareby the
functional onit is a ligand (o o target modenula. The al loast two nuclele ocid sizands may be
darived from any of the inventive mclale aclds by aithee elcaving the nuciele a¢id fo gepecate
twy simnds or by synthesising cme muclele acid oorresponding to 2 st part of the inventive, Le.
overall muclcic agid md amvher nuclaic #cid cormesponding to o sccond. puct of the ovemH
miclele acid. It is to he acknowladged et bath the ¢loavage end the yntheaie may be apphed 10
generate & rultipartite nncledc acid where Lhora ace mowe than two sfrands s exemplificed above,
In ofhier wonda, the ut Ieast tve nucleic acld strsmda are typically diffarent fiogr two strands hemg
complemeniary and hybridising to each ather although o eertain exient of complsmentarity
belwncn tha various nuclel; avid pank may exist.

A posslillity to deteenine the binding constent is the was of the 1o called] bisoore device, which
is slso kmown 1 tho ooe skilled in the art, Affimity as ueed harein was alio meagurod by the use
of “head assays™ as desoribed in example 5. An appropriawe measere in order 1o express the
intensity of the binding between fhoe 1mcleie acid aceowling to the txget wich ik in the DMeesant
ORAE gl;rnlin. is the rogilled Ed vahre which o8 such ag wal) the methad for fte debetrpination are
Imywn & the ong skilled in fic art.
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The nuelsic 2cide according ™ the prssent imvention are cheencterized by a orrlain Xd valne,
Prelerably, the KA vahire shown by the rmclae noide seoording 1o the present mvention ik below
I pM. A K4 vahio of shour | pM is said ¢ he characteristic fir 8 non-apecific binding of a
nucleio acid to a tayast, As will be ackmowlerped by tho ones i the arl, the Kd vabes of 8 group
of compoumis such yi the minleic aclds aocordmy tiv the pwesapt invention arc within a ceetaln
range. The ahove-menttoned Kd of sbout 1 (M is o preferred npper it foc the Kd valne. The
praferced Eower Nt for the Ed of taget bindmg mmoleic apids can be about 10 pivomolar or
highar. Il is within the present havention that the Ed valws of mdividual nuclelc scide
dlserimimaiing biosotive ghrolin from non-beascthve ghrelin, L e prefernlly octanoyl-ghrelin
from desoctanoyl-ghrelin sre with o thils range of 10 pb{ lo 1 M, more prefored within & ranss
of 140 pM to 500 nhd, md mogl preferred within 2 vange of [ ndd o 100 nadl

Tha augleic 4¢ld molecules aceording to the present invention may have any length provided that
they are atill able to hind to e o molecnte, and discriminate hiosotive ghaclin Evm nom-
hivantive ghrelin, 1. e profirably ooletwyl-ghrelin from dosoctamoyl-phrolin. T will be
atimowiedged in the st that there are profirred lengths of {he nucleic acide socurding M the
wesant fventons, Typically, The length ia betweon 15 end 20 wmcleptides. It will be
acknowlcdged by the ones skltled in the art that mmy integer befwean 15 and 120 13 » possible
length for ibc paelele acids acconding to the present invention, Maove praferrod ranges for the
lengh of the nucleic oclds apconding T the precont imention arc lengths of about 24 fo 100
muclootides, abont 20 o B mmclectides, sbout 20 o 6 mcleotides, abont 20 to 50 mucleotdes
and about 30 tw 5 npocleotides.

The asays for disonimination of bioactive smd bio-inactive ghrelin acconding to the present
invention may be petioemed nking standend techriques as knovwn by persone ekilled in the arc. In
a1 prefeyred anpect, the mesays may be performed in J6-well plaiss, where compononls me
immobikieed in the reaction vesscls aa disclosed actording to the clalma. Opticnally, the
cornplaxes cepl he removed from the reaction wassels after comyplex formatfam.

In onc mspect, fhe nuclele scid molaenle accornding to the invenlion I8 analysed by a pecond
delection meins, whercin The sadd detectlon means i3 a malsonlar beacon. The mebodology of
moleculdr boacon i known io péssotis skilked in the art. In brief, nucleic aelds probes which ere
atao rofened W0 &3 molecular boacons, ave 4 revess complomend 16 e nucleic aclds semple to bo
detcted and hybridine hecanse of thls to a part of tha ncleic acid sample 1o be detecta, Thon

Y
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binding to the nucleic acid sample the fluorophorio groups of the molecular beacon arc separated
which resulis in s chasge of the fluorescence mignal, preforebly a change in intensity. This
change correlates with the amount of nucleic acids sample present.

The inventive nucleic acids, which arc also referred to haroin as the nucleic acids acconding (o
the present invention, arxl/or the antagonists acoording to the present invention may be used for
the gencration or menuficture of a medicament. Such medicament containg at least one of the
invenlive nucleic ucids, optionally together with further pharmaceutically active compounds,
wherehy the inventive nucleic acid preferably acts as pharmaceutically active compound itsclf.
Such medicaments comprisc in preferred cmbodiments at least a pharmaceutically accepisble
carrier. Such carrier may be, e. g., water, buffer, starch, sugar, gelaline or any other acceptable
carrfer substance. Such camriers ere goncrally known to one skilled in the arl. Discaso andfor
disorders andfor disensed conditions for the treaiment und/or provention of which such
medicamcnt may be weed include, but are not Jimited to obesity, the regulation of energy
halance, apperite and body weight, eating disorders, diabetes, glucose metabolism, tumour, blood
pressuro and cardiovascular discases. As will be acknowledged by the ones of the art the
inventive nucleic acids may factunlly be used in sny disesac where an mmiagonist o ghrolin cen
he xiministcred to a patien! in ncod of such antagonist and such antagonist is suitable to
eliminate tho causc of the discase or the disorder or at least to reduce the effects from the diseass
or the disorder. Such cffccl includes, but is not limited ¢o obesity, the regulation of energy
balance, appetite and body weight, oating disorders, diabetes, glucose metabolism, tumour
treatment, blood pressure and cardiovascular diseases. For the purpose of the present invontion
regulation of cncrgy balanos is regarded as n disease. More particularly, the use is for tho
trentment of any disease where the regulation of the enargy halance is influsnced by ghrelin,
cither divectly or indirectly, and whercby reduction of the binavailability of ghrelin is desired.
The same applics to sugar metabalism, hlood pressure and appetite and body weight. Further
diseasa which may b treatad using the mcleic acids acconding to the presant invention, poesibly
upon systomic or local spplication are those which can be selected from the group compriging
pituitary tumors, acromegaly, central Cushing’s syndrome, adrenal Cushing’s syndrome,
paruncoplastic Cushing's syndrome, cclopic Cushing’s syndrome, adronal tumor, stress,
hypercortisolism, oardiac insufficiency, candiay infarction, stroke, edrenooartical insufficiency,
hypotonia, aortic stenosis, pulmonal hypertonia, conatrictive poricarditis, infbctious diseases,
infectious loxic hypotonia, hypovolemia, and hypronatricmia.
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A |8 to be mnderstood that the moleie actd as well 53 the anlagoniste according o Lhe presvot
invention can he usad not ¢mly rs a ppedicarnent or for the mamfactury of s medicameant, best alsa
for cosmatic purposes, particniarly with regand to the involvement of ghrelin In nhesity. Tor (he
aamc purpore the miclaic acid a5 wall as the anlagonists ecoomnding (o the regent invention cen
be uscd es a fbod additive, 4 meana for weight contrul :md/or 2 means for sppetite conirol. A
composition oomprising the nuoleic scid ms well ea the anlsgonigs noconfing o the present
imvenizon can be nsad for any of the afhrementioned purposes.

The inventive meclsic acid may forther be uaed as sharting matedal for drug design, Bazically
thees are two possible approaches. One approach #s the sorcening of enmpound libraries wheneas
suoh compound lbracios are praferahly kw molconlar weighi componnd lbrasies. Suely Tibruries
are knova fo the one skilied jo the art. Abtsrnatively, thenoelele acid according 1o {he presant
imventiom may be nsed for ratiopal dusign of drugs.

The rational design of drugs may stert from any of the nucleic azid accarding to the prosant
imventlon and involves a structwrs, prodrably a three dimcosiona! strooture, which 15 similar o
the shmemre of the imventive suolsic soids or identioal o the binding muxliating parts of the
structure of the invenlive nncleic acikit. Tn soy ossc such simctum still showa the same or a
gimilar binding cheractaristlc ag (be inwantive mucleic asids. In ofther 3 forther stop or as an
alvagnarive siop in tha ratiora! desigh of dtuge 1he profombly three dimensioual strocture of those
parts of tho mucloio acds hindlog to the nevioiransmitier are mdmicked by chembeal groags
which are iliflérent from mmeleotides and mclala aslds, By this nrimicry & compound differemnt
from the moclaic acids om be designed. Soch oanaprund ls prelersbly 2 smsll mpiecnle o &

pegride,

In case of screening of compound Hbreries, sach a3 by wsing & compelitive nesay which we
known to the one skibled in the 115, eppropriate ghrelin analogues, ghielih agonists or ghrefin
aniagonists may be found. Such competitive asgays may be sot up sa ibllows. The mventive
mcleie acid, pralecibly a spisgolmer wiich is g target binding L-niclsic aoid, is conpled to a
solid phase. In order to !du;i:iﬁ.r sfwretin analognzs lsbelled ghralin may he addadl by ihe sy, A
potanrial gnalogue would compote with the ghralin molecnbes binding éo the spispelnisr which
would go atong with & decressc in the signal ohtaloed by the: rospective label Scresning for
sgonists or antagomists may lrvolve e osc of B ccll culture assay a8 known Lo the ones skibed in
the art,
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The kit sccording to the present invention may comprise at least ono or several of the inventive
nuclei¢ acids. Additionally, the kit may compriss at least one or several posilive or negative
controls, A positive control may, for oxample, be ghrelin, particularly the one against which the

invenilve nueleic acid is selecfed or to which it binds, proferably, in liquid form. A nogative -

contryl may, e.g., be a poptide which is defined in terms of biophysical properties similar 10
ghrolin, bul which is not recognized by the inventive muclcic acids. Furthermore, said kit may
comprise one or scveral buffers. The various ingredienis may bo contained in the kit in dried or
lyophilised form or solved in a liquid. The kit may comprisc one or saveral containers which in
turn may coniain ono or sevoral ingredicnta of the kit.

It is to bo undersiood (hat any of the sequences disclosed in the examples and the figures,
respectively, is disclosed a8 such and any such sequence can be usod in any aspeer and
embodiment of the prasent invention,

Tho present invention is further illusirated by the figures, examples snd the sequence listing from
which further foatures, cmbodiments and advantages may be taken, wheren

Fig 1A ghaws tho membera of the L-NOX-B11 group, their name, the frequency
by which they were sclectad, and thelr tuncated scquence, which may
altemnatively be  extended by the S5'-flank 5
GGAGCUCAGACUUCACU-3" (SBEQ. ID, No. 20) and the 3'-flank 5'-
UACCACUGUCGGUUCCAC-3’ (SEQ. ID. No. 21), and indicates tho
insertion loci Ins1 to Ins4;

Fig. 1B shows the sccondary structure modol of the tnncated clone L-NOX-B11
and indicates the regions of the basal stem, the 5°- and tho 3-part of the
iniernal loop (IT. In, ILIb), and the terminal stom-loop;

Fig. 2 shows tho dose-dependent calcium release mediated by octanoyl- or
desoctanoyl-ghrefin in the full-length or the tuncated form in a collular
assay using CHO cells exprossing humin ghrefin rcoeptor (dosc-responsc
titration);

PFig. 3 shows the inhibition of calcium releass mediated by full-length and
tnmeated octanoyl-ghrelin by the Spiegelmer [-NOX-B11 (inhibition
curve);

U
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Fig. 4 shaws the resulls of a ocllular competition assay with octanoyl-ghrelin,
desoctannyl-ghrelin, and L-NOX-BI],
conceatrations of tho components snmmarized below the bars;

Fig. 5 ghaws the results of a cellular compelition agsay with octanoyl-ghrelin (1-
5), desoctanayl-ghrelin (1-5), and L-NOX-B11, with combinations and
concentrations of the components summarized below the bars:

Fig. 6 shows results of an i vifro binding assay, analysing the binding of radio-
labelled D-NOX-B11 and L-NOX-BI1 to biotinylated D-octanayl-ghrelin.

with combinations and

The following table links the SEQ. ID. Numbers to the varlous clones and identificss,

regpectively, described herein. Nuclsic acids sequences, if not indicated in a contrary way, are

represented as the (+) strands and built by 2°OH-ribonucleotides.

Tahle:
Scquence Sequence type SEQ. 1D. No
consensus ssquencs L-NOX-B11 group nucleic scid 1
L-NOX-B11 nucleic acid 2
L-NOX-G2 nucleic acid 3
__L-NOX-R12 nucleic acid 4
L-NOX-B7 nucleic acid 5
L-NOX-AS nuoleic acid 6
_L-NOX-B12 nucleic acid 7
L-NOX-E3 nucleic acid 8
L-NOX-C12 nucleic acid 9
L-NOX-Cl1 nucleic soid 10
L-NOX-A3 nucleic acid 1
L-NOX-EF5 aucleic acid 12
L-NOX-A12 nuclei¢ acid 13
L-NOX-Fi12 nucleic acid 14
L-NOX-G5 nucleic acid 15
ghrelin (human) peptide 16
human ghrelin (1-10) peptide 17
bruman ghrelin (1-5) i 18
ghrelin (rat) peptide 19
"-flank scquence nucleic acid 20
| 3'-flank sequence nucleic acid 21
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Example 1: Ghrelin-hinding nucleie acid ligands

In the Buropean Patent Application BP 020 23 627.8 and the Internationa) Patent Application
PCT/BPO3/08542 the goneration of ghrelin-binding nuclei¢ acid ligands is described. Ono group
of sach mcleic acid ligands, abtained in the selection process is shown in Fig 1A. The clone L-
NOX-BI1 is the most sbundant sequence in this group, and — like all the other membem of the
group — is functional in a long and a truncared version (L-NOX-B11 [86) and L-NOX-B] | [47]).
For elongation of the truncated clones, the 5°-flank aad the 3°-flank soquences may be added to

tho core scquence shawn.
5'-{lank 5'-GGAGCUCAGACUUCACU-3’ SBQ. ID. No. 20
3'-Nlank ‘“UACCACUGUCGGUUCCAC-3" SEQ. ID. No. 21

In Fig. 1A the truncated versions only are summarized, and in this patent application, results
conceming these truncated clons are preeented only. Howcver, chamotoristics of L-NOX-B11
[47] disclosed herein do also concern all elongated vergions of all tnmcated sequonces.

The individual clones in (ho L-NOX-BI 1-group are highly conserved and show long stretches off
sequoncs identity, The following consonsus sequence can be gained from the cloncs shown in
Figure 1A:

CGUGYGNgpAGCY AN AAAACN 5 UAARWCCGAAGGUAACCAWUCCUACNu 1 ACG

(SEQ.TN. Ne. 1)
where Y stands for U or C, R stands for A or G, W stands for U or A.

As can he seen, nucleotide substitution are found only in a few positions. Furthezmore, there are
4 defincd regions, where sequeonce insertion occurs; theso insertion loci arc lsbelled Insl to Ins4
and correspond to the letters "Nigyy' in SEQ. ID. No.1.. At theso positions any nuolcotids in any
number, preferablo in a number given in the brackets in SEQ. ID, No.1, may be inserted. In the
insertion locus 2, the prefarrod nucleotide inserted is en adenosin residue.

The sequence of L-NOX-BI! folds into a characteristic secondary structure shown in Fig. 18,
comprising a basal stem, an intemnsl Ioop, and a terminal siem-loop shucture. A detailed analysis
of all scquonces within the group shows, that the insertion loci of the sequence mainly fall into
the region of the internal loop (ins2). The tcrminal stem-loop as well as the basal memn are
atways identical and gsem to be highly characteristic for this family of ghrelin-binding molecnles
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and their specific features. Tt necd be meationed, that several sequence substitutions, obvinus for
2 person skilled in the art, that do not or only slightly disrupt the secondary structure given in
Fig 1B, can be done, without loss of the specific function of tho nuclejc acid, namnely in
discriminating biaactive ghrelin from the bio-inactive one. In several sclections disclosed in (he
Butopean Patent Application EP 020 23 627.8 snd the Intemational Patent Application
PCT/EP03/08542, these kind of modified sequences wers found, Foatures described for L-NOX-
Bl1 can be transforred to thoss sequences, that arc sufficiently canserved reganiing sequence
and struciure,

Example2: Mecthod o analyse the ghrelin-induced calclum-release

Punctiopal characterization of ghrelin-binding Spicgelmers is parformed in & cellular assay
systsm monitoring the intcraction of ghrelin and the buman growth hormono secretagogue
receptor (GHS-R). The intracellular caloium release resulting from reocptor-ligand interaction is
visuajized by means of a fluorcscent calcivm indicator,

Stable transfectad CHO-cclls expressing the human ghrelin roceptor (GHS-R1a) (obisined from
Buroscreen, Gosselies, Belgium) are seeded with § - 7 x 104 cells per well in u black 96 well-
plate with ¢lear bottorn (Greiner) and cullivated ovemnight at 37°C and 5% CO; in UtraCHO
medium (Cambrex) which contained in addition 100 units/m] penicillin, 100 pg/ml streptomyein,
400 pg/ml gencticin and 2.5 pg/ml fingizone.

Bofore loading with the calcium indicator dye fluo-4, celis are washed once with 200 ul CHO-
U+ (5 mM probenecid, 20 mM HEPES in UliraCHO modium). Then 50 pl of the indicator dye
solution (10 yM fino-4 (Molecular Probes), 0.08 % pluronic 127 (Molecular Probes) in CHO-
U+) arc added and the cells are incubated for 60 min at 37°C, Thereafter cells are washed three
times with 180 x! CHO-U+. Finally 90 pl CHO-UH aro added per well.

In the stimulation assay, full-longth or trancated] versions of tmman or rat L-ghrelin, either in the
octanoyl- or desoctanoyl-form, are used as indicated [L-ghrelin and desoctanoyl-L-ghrelin were
ohtained from Bachem (Basel, Switzeriand), end L-ghrelin (1-5), L-ghrelin (1-10), and
desoctabayl-L-ghrelin {1-5) werc from Phoenix Pharmacouticals (Betruont, CA)).
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The respective peptides are inoubated in CHO-U+ for 15 to 60 min at reom temperature in 2 0.2
ml low profile 96-tube plate. In these stinmlation solutions, the peplide is 10-fold concentratod
comparcd to the assay. For detection of calcium rolease, the stimulation solution is added to the
cells (10 piAwell), and the change of the fluorescence signal is monitored. Measuremont of
fuorascence signals is done ul an excitation wavelength of 485 nm and an emission wavelcngth
of 520 nm in a Fluostar Optima muftideteciion plate reader (BMG).

For paralic] measurement of several gamplos, wells of one (perpendioular) row of a 96 well plate
are recorded together. First three readings with a time lag of 4 sec are done for dotermination of
tho huse line. Then the recording is interrupied ond the plate is moved oui of the nstrument.
Using a multi-channel pipotte, 10 ul of the stimulation solution is addcd to the wella, then the
plate is moved into the instrument again and the measurcment is continued. In total 20
recordings with time intorvals of 4 scc are performed.

For cach well the difforcnce between maximal fluorescence and baso line value (Frue-Fr) is
datermined and plotted against ghrelin concentrations. Tn Figure 2, the dose response curves of
human ocisnoyl- end desoctanoyl-ghrelin (full-length and tnmealed peplide) are shown. It turns
out, that both, tho full-length and the truncatcd octanoyl-ghrelin induce calcium release,
howevor, to differcnt extends: full length octsnoyl-ghrelin shows maximal activity al a
concentration of 30 nM, while octanocyl-ghrelin 1-5 only stimulates at higher peptide
conccntrations and does not reach maximal signal mtensity in the concentration range observed.
The desectanoyl-forms of bath peptides do not slimutats the humen ghrelin receptor at any
concentration analysed in the assay. This experiments confirms, that the five N-tczminal amino
acids of gheelin are sufficient for stimulation of the human ghrelin veceptor, and that the
octanoyl-group is eascatia] for the biologic activity of ghrelin.

Example3: Inhibition of ghirelin-induced calcium-relcase by ghrelin-binding Splegeimers

Tohibition of ghrelin-induced calcium reicase was measured using the ccliular agsay described in
Bxamplc 2. As & modification of the method, the stimulation solutians in the inhibition assay
were supplamented with vartable amounts of the Spiegelmer L-NOX-B11. As a control, samples
with poptide only (maximal calcium rolense) and samples without poptide (minimal calcium
rolcase) were anulysed. After incubation for 13-60 minutes st room teyuperatore, 10 ul of the

1\
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stimulation solutions werc added to the ceifs, resulting in a peptide finat concentration of 5 oM.
Usually Spicgelmer final conceatrations of 0.1 nM, 1 oM, 3 nM, 10 nM, 30 nM, and 100 nM
were thosen.

For each well the differance between maximal fluoresconce and basc line vaie (Mpe-Fei) is
determined. The vales for 100 % activity (no inhibition) and 0 % activity (complete inhibition)
can be obtained from conmul samples (samples ‘peptide only’ end ‘no peptide*). For all olker
samples ihe corresponding activity is calculatod in ‘per cent’ and plotted againsi the Spicgeimer
concentration (inhibition curve), allowing the determination of the halfmaximal inhibition
constant (IC50).

Figore 3 shows the inhibition curves resulting rom en experiment, that analyses the ichibitory
aotivity of L-NOX-B1]1 with full-length and troncated fonns of octanoyl-ghrelin. It turns out,
that the Spiegolmer inhibits the activity of all forms of octanoyi-ghrelin tested: the full-length
poptide, ghrolin 1-10, and ghrelin 1-5. The [Cx values show no significant deviation for all threo
peptides (full-length gheelin: 7 oM, ghrelin 1-10: 9 nM, ghrelin 1.5: § nM). It can be concluded,
that the binding region of the Spiegelmer is located at the N-terminus of ghrelin, comptising the
amino acids 1-5. Binding of L-NOX-B11 to this minimal motive results in cfficient inhibition of
ghrelin biological activity in the cellular assay,

Example4: Discrimination of octanoylgiirelin and desoctanoyl-ghrelin by ghrelin-
binding Spiegelmers

The characlerigtics of the binding of Spicgeimer L-NOX-B11 to ghrelin ware furrthor analysed in
a compelition assay, based on the method described in Bxample 3. In these assays, the
Spicgelmer was incubated with difforent combinations of ghrelin peptides in the stimulation
solutiona prior to stimulation of cells.

Tho scheme of peplide combinations and the results of the expariment with full-length ghrelin
are summarized in Fig. 4 (bars numbered from (oft to right): without any ghrolin, or with
desoctmmoyt-ghrelin in a final concentration of 300 nM, no stinnilation of cells can be dolccted
(bars 1 and 2), while aiready octanayl-ghrelin in a concentration of 10 nM is sufficlent for
mediating calcium reloase (bar 3); further addition of 300 nM desoctenoyl-ghiclin (bar 4) does
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increased colcium reloase (bar 7), giving evidence that under assay conditions a stimmulation
enhancement with octanoyl-ghrelin can be achioved. This experimont demonstraics, that L-
NOX-B11 specifically discriminates between ghrelin in the octanoyl-form and the desoctanoy!-

form.

The cxperiment was repcated with ghrolin 1-S instead of the full-length peptids, showing
identical results (Fig. 5). However, depending on tho wesker stimulatory activity of ghrelin 1-5,
the signals arc comparatively lower.

Example S: Requirements for binding of L-NOX-B11 (o octanoylghrelin

The bindiny site for L-NOX-B11 on octanoyl-ghrclin is localed st the N-terminus of the peptide
(compare Bxamplo 3) and involves the octanoyl-gronp (compare Example 4). The importance
end involvement of bolh components for the binding event, peplide and fatty acid groap, is
shown in the following experiment.

The rationale of this experiment is, that Spiogelmors bind their target peptides in an enantio-
specific manner, and tho octanoyl-gronp itself is an achiral growp. If the fatty acid portion of
ghrelin alonc was sufficient for binding the Spiegolmer, the binding event would not be enmtio-
sclective concerning the peplide portion; then D-NOX-B11 and L-NOX-B11 ghould bind D-

octanoyl-ghrelin in a similar mannar.

NOX-B11 was chemioally synthesized as [~ and D-RNA and radio-labelled using T4-
Polynuoleotidckinaso (Invitrogen, Karisruhe) with 1-[P}-ATP (Hartmann Analytic,
Braunschweig). RNA was purified on a 10% donawming polyacrylamide gel and 0,5-5 pmol
RNA wers incubated with SuM of biotinylated D-ghrelin in binding bufTer [20mM Tris/HC}, pH
7,4; 150mM NaCl;, 5SmM KCl; lmM MgCh: 1mM CaCly; 0,1 % Tween-20] for 2h at 37°C. Tha
commparably high peptide concentration was chosen t allow moniloring of even weak



It twroed out, that the D-NOX-B11 epocifically binds to D-octanoyl-ghrelin (bars 1 and 2),
whereas the corresponding L-enantiomar fails (bars 3 and 4). This result indicatos thal the
octanoyl resideo mainly sorves as a hydrophobic group, presenmiing the N-terminal GSSFL
motive of the L-octanoyl-ghrelin in a conformalion where the spicgeimer L-NOX-B1l
efficicotly binds. Both, the peptido and ths octanoyl-part of L-octanoyl-ghrelin are necessary for
binding L-NOX-B11.

The features of tho prescnt inveniion disclosed in the specification, the claims and/or the
drawings may hoth sepamtely and in any combination thereof be material for realizing tho
’ invention in various forms thercof.
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2. Thenuclair acdd which specifically bindu fo 2 Woactive ghrelin.

3 The nuokals acld sceordhyg to claym 1, whorehy the necisic acid does not specifically bind
lo 2 bioactive ghralin,

4. The nucleic scid otcording to cluim 2 or claim 3, whersby tha specific hinding v
expressed s the Ed velue, wherehy fhe X of the nucleio acid is fiom 10 pbd to | pM, more
prefezable from 100 pM to 500 nb, and mast prefershle from 1 oM o 109 nM .

5 The nucheic woid according to any of clama F to 4, whercshy the biosctive phrelin 33 n-
nctanay] ghrelin.

5. The nueleia acid acconding o claim 5, whoedn the n-octanay] moiety of the n-oelanny
ghmelin i aitached throngh an oster bond ie Ser at posttion 3 of phralin.

7. The nuclsic acid according lo any of clalme 1 i 6, whorchy fho nuolsic acid = a L-
rmiolele scid, prefarshly o spiegalmar.

K. The rmelekt andd aceording 1o sny of claime 1 fo 7, whershy the nocleic acid is selected
fram the group comprising Jooxyifbanuclaic acid, rbommaleic ackd wnd mixtres thercol,

9,  The moleic acid according s0 my of cluims 1 o &, whersby the (leic scid hes a
sccondary stroctire: ghowo in Fig, 1B.

0. Themeleio acld aneording o 2y of claims 1 1o 9, wherchy the snclele acid 1a varlablz in
the internal lnop simchirs of the secandary sirugiure shown in Mg, 1B,

11. Thenucleic acid according 1o any of olade ! to 19, whersby the mucleic geid compriata,
predirab(y conslste of, & sequence asconding b SEQ. 1D, Mo 1.
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12.  The nuclaie acid acoording to axy of cluiwa 1 lo 11, wherehy the nuclaia aeid compriues,
prelerably cansiats of, the sequence ecoording w0 SEQ. 0. No. 2 4o 872Q. ID. No. 5.

13.  Usa of a nuloic scid acoonding to any of the preccding claims for the hindiey of
bicuotive gheetin.

14.  Use accaording (o claim 13, wherchy the Ivindimg I8 scleetive for bioactivo ghrelip with a
Ed ol the mugleic seid om 10 pld to 1 phd, more proferble from 100 pi to S00 nM, and maost
pelorable in the range of | b fo 700 oML

15,  Usoc sccording to olufm 13 ar 14, Whereby Me bining cxcindcs the binding of ghrelin
difltrent rom higaative ghrelin in the presence of a 1000-#old sxcess of bio-Ingetive glirslin over
binactive ghrelin, mewe proferable in the precsence of 100-fold cxcess of blo-inactive ghredin over
bigective ghreltn, and 1ot prefasble in the presencs of 10-fold exsess of kio-nactive ghrelin
over hionotive yhralin

16,  Tiee uccording so any of claims 13 to 15, whershy the bionciva ghrelin ia n-octanoy)
ghrel@.

17.  Use according io ouy of olnims 13 to 16, whoreby the binding iz an ix wheo or an jr wow
nding. '

18. Usez of p nuclelo avid acoording fo any of oleims 1 to 12 for the deteotion of bioaciivo
gheelin.

19.  Usosccording to clain 18, wiweebny the biosctive phrelin is epecifically detecoad.

. 20, 1fee acconiing do clsims 18 or 19, whershy the non-hicactive phrelin is not defeciod by
the muclede acid, prefombly nol specifically detecded by the nuclcic acid,

21, The according to sy of claims 1% to 20, whereby the Inactive ghreelin andfor the non-
hloactive theelin 1a delected £a wiva and/or in vitro,
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92 Usae ol a maleio soid acoording de ahy of claims 1 i 12 for ibe inhihiton of ticactive
ghrelin,

23.  Usec sccording o ¢laim 21, whensby the hioartive shielln is speciGeally inhibed.

24 Far avcording to claim 23, wiereby 1he nonebioactive ghrelin ia not inhibited by the
niclaic acid, predurybly not apecifically inhibited by the nuclele soid

25.  Uae aceordmg to any of claime 22 to 24, whercby the hioactive ghrelin & n-aolunoyl
ghrelin,

26.  Use necording to any of olaims 22 to 25, wharchy the inhibition is an M wro andfor s ix

whv InhEbition.

27.  Use of 2 nuclele aoid sccording - mmy of clalms 1 to 12 [or the mamifeoluro of &
madicamernt.

28. [se pocording io chim 27, whepshy the medicamemt s dor o trestment and’or
prevontion of g dlscasc md/or 4 disordor.

19.  Uscaccording to cluim 28, wheeshy the dissase andfor disorder is salected fhom the grosp
connprizing obueily, regulatian, of energy halimce, appeliie, body weipht, cating disonders,
disbetes, pliroose mersbolism, tunar, blood pressure, aod cardiovaseyler disease,

30.  Use aoconfing to claim 28 or 29, wherchy the disesss and/or disorder ia medlsted hy o
bioattive plwalin.

I, Amethod for the deteation of hivaclive ghrelin. comprising the following steps:
(a) providing a rample which 1g 10 be tested {or fe prosence of biosetive ghrelin,

(b} previding a mneleds acid 2acoeding to pay of the olwima 1 1o 12,
{c) reacting tho sample williihe smcloio azld,

ol
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whereby step (a) can be perfomned patfdrmed prior 1o step (b), or step {b) can be
proformed peior to step {a).

12,  Themecihod accordipg (o plaim 31, whevem & further stép (d) is peovided:
(d) deteciing the reaction of the sampls with the mrcleic aoid-

33,  The method according to ¢lam 32, wherein the noclels acid of step (h) is inmobilizad
A mirface.

3, The m&hod according o ¢laim 33, wherein the noclels wad is mmobilized to a sl
via a covalent chemnical bomd betwvesn the surfuce and the rmetais peid.

35. The mothod aceording ro olkim 34, whareln the nackic acid is immobilized to o surface
v an inferaction pariner of the muolelc actd

36, The method areording to claim 38, whertin the internction proner is ssbected from the
Zroup vomprising ncleic ackle, polypeptides, prntelns sod mithodies.

37. The mwefmod accordng fo clam 36, whertin (be bmeraction parner is an aalibody,
praferubly a monockmal antibady, whoreby the antibody ia binding to the ancleic acid according
10 2oy of olaims 1 to 12.

38. The method acgomling fo elsim 36, wherein the inteaction paxiner is o moddeic acid,
prelerubly & fimctional mucfals acid. '

3.  The mathod according to claim 38, wharein tho fincilonal nucleic acld is selected from
the yroup comprising apiemers, spiegelmers, und mucleae acids which are ot least partially
complamaatary to the noclalc acld.

4), Themethod according to clalm 33, whereln the mxcleic eoid comprises a fret merber of
A pair of interaction paripers and the surface comprizea a ptoond member of the palr of
imteraction parinera.

ap
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4. The method scoording to claim 40, whereln e peir of Interaction pavipers arc selecicd
from the group of interaction periners comprizing biotin and avidin, biotln imd steptavidin, sod
biotin imd nentvavidin.

42. The method aceardimg to claim 41, wherein the first memher oF the pair of inbergction
partners i biotin,

43.  The method according to sny of olaims 33 % 42, wherein an Inmmobikized complax of
bisaolive ghrelin und the nucleie acld is formal,

44.  Tha method acconding to claim 43, wherein the complex is detectad.
45, The method accarding i claim A4, wherein the bicactive giwelin 13 deteabed.

4.  The method aoconling to onim 45, wheoein the boadlve ghrelin is delected by a
defection means which is apealfic for bionotive ghrelin.

47.  The mothod mocording in chlm 46, wikrein the bioective ghrefin is doiccted by a
detection me:me which delocts hoth hicactive ghrelin and non-bicactive ghrelin

48.  The mathod econnding 1o any of claims 44 to 47, wherein the detechion means is selericd
froma the group comprislng ouclsie acida, polypophides, protaing end antibodios,

49,  The mothod according to sy of claima 44 {0 43, wheocin aftsr Hee enpwplex fnml;lliun the

aunpile is removed [rom the roaction vessel

30. The method asading o claim 32, whersio an interaction pariner of bloactiva and/or
non-bioactive ghrelin js immwhbilized on & surfacs,

51.  The method acconding to clalm 50, wherein tho interaction partnar is selocted firom the
gl conprising miclaic acids, polypeptides, prolcins aod enlibodies.

92.  Tha method acconding 1o claim 51, wherein the interaction pariner is capable of binding
béoactive phrelin and/or non-bisaclive ubralin.

7
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51. 'The mcthod according to claim 51 or 52, wherein the intaraclion parter is an antibody,
prelerably » monoclonal antibody.

54, The method according to claim 51 aor 52, wherein tha intcraction partner ig a fanctional
nucleic acid.

55. The methad acconding to claim 54, wherein the funetional nuclcic acid is selected from
the group comprising aptamers and spiegelmers.

56. The method according to any of claims SO to 55, wherein the interaction partner forms a
complex with the bioactive and/or the non-bioactive ghrelin.

$7.  Themcthod according to any of claima 50 to 56, wherein the bioactive ghrelin is detected
by a dotcction means.

53. The mecthod according io claim 357, wherein the detection is 2 mucleic acid
according to any of ¢laims 1 1o 12,

59. The meihod according to claim 58, wherein the nucleic acid is detected nsing 8 second
detection means.

60. The method according to claim 59, wherein the second deioction means is selecied from
the group comprising nuclcic acids, polypeptides, proteina and antibodics.

61.  The method according to claim 60, wherein the second detection means is an antibody,
whereby preferably the antibady is specifio for the nucloic acid,

62. The maihod sccording to claim 60, wheresby the sccond detection means is a nucleic
acid, preferably a molecular beacon.

63.  The method according to claim 60, whorein the nucleic acid comprises a detection labol.

50
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64.  The mathod according to claim 63, wherein the detection label is selected from the group
comprising biotin, 2 hrorno-clesoxyuridine Jabel, n digoxigenin Ishel, a fluorescence labol, a UV-
label, a radio-label, and a chelntor molecule.

65. The mothod according t claim 63, whersin the second delection means interacts with the
detection label.

G6.  The method scvonding to claim 65, wharoin

ihe detection label is biotin and the second detection means is an antibody directsd
against biotin, or wherein

the detection label ia hiotin and the sccond dotcction means is an avidin or an avidin
canrying moleculs, or wherein

the dctection label is biotin and the seoond detection means is a siroptavidin or a
stretavidin carrying molecnle, or wherein ‘

the detection Iabel is hiotin and the second dclcction means is A neutravidin or a
nentravidin carrying molecule, or

wherein tho doloction label is 2 hromo-desoxyuridine and the second datection is
an antibody directed sgainst bromo-dcsoxyuridime, or wherein

the dstection lahel in & digoxigenmin and the second datection mosns is an antibody
directed against digoxigenin, or

wharein the detection 1abel is a ohelator and the second deteotion means is a radio-
nuklide.

67. The method according to any of claima 50 to 66, wherein the sccond detection means is
dotected using a thind detection means, prefecably the third dotoction means is an enzyms, more
preferably showing en enzymatic reaction upon delection of tho socond deteolion means, or the
third detection moans is a means for detecling radiation, more preferably mdiation emitted by a
radio-nuklide.

20
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68. The method according to any of claims 56 W 67, wherein aflcr complex formation the
sample is removed from the reaction, morc preferably from Lhe ronction vessel where step ®

and/or step (J) are performed.

69.  The method according to claim 32, wherein the nucleic acid sccording (o any of claims |
tv 12 comprises a fluorescence moicly amxl whereby the flucrescence of the fluorescence molety
in diffirent upon complex formation between the nucloic acid and bioactive ghrelin and fres
biosctive glwelin.

70.  Tho method acconling lo claim 32 and 69, wherein the nucleic acid is s derivativo of the
mucleic acid aocording to any of claims 1 to 12, whereby tho derivative of the nucleic acid
comprises at lcast one fluorescent derivative of adenosine replacing adenasine.

71.  Tho mcthod according to claim 70, wherein the fluorescent derivative of adennsine is
sthenoadcnosine.

72.  The method according to any of claims 69 to 71, whercin the complex consisting of the
devivative of the nucloic ncid according to any of claims 1 to 12 and the bioactive ghrelin is
dolocted using fluorescence.

73.  The mcthod according 10 sny of claims 31 to 72, wherein the bioactive ghralin is n-
actanoyl ghrelin.

74.  The method accarding o any of claima 31 to 73, wherein the nen-hlaacitve ghrelin is
ghrelin which is different from n-octanoy! ghrelin.

75.  The mothod according to mny of claims 31 to 74, wherein a signal is croated in step (c) or
step (d) and pref¢rably the signal is corrolated with the concentration of hioreactive ghrelin in the
sample,

76.  ‘The mothod acoording to any of claims 31 to 75, wherein the sample is selectod from tho
group comnprising blood, plasma, serum, liquor, and tissnes,

31/
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77.  Tho melhod acconding to any of claims 31 to 76, wherein the method is & diagnostic
method or prognostic method.

78.  The method according to claim 77, wherein the method is for diagnosing, staging, and/or
prognosing a disease and/or & Jisorder, whereby proferably said disease and/or disorder is
selcetad from the group comprising obesity, regulation of energy balance, appetice, body weight,
caling disorders, disbetss, glucose metabolism, tumor, blood pressure, and candiovasculss
discase.
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name sequence frequency | Seq. ID g
B11 | CGUGDG- - -ABGCAAU-~- - = == == =~ AAARCU- - URAGUCCOARGGUAACCARUCCUAC - ~ACG 55 2 §
G2_|OGUGUG- -~ AGGBCABU-~~ - =< -~ ARAACU- -UAAGUCCOARGGUAACCAAUCCUAC - ~ACT 1 3 8
E12 |CGUGUG- - ~AGGCAAL-- - —---—- - ARAACU- - UARGUCCGAAGGUAACCAAUCCUGC - ~ACG 1 1
B7 _|CGUGUG- - -AGGCAAU- - - - - == - - == AAAACA- - UARGUCCOARGGUAACCARUCCURG - -ACG 2 5
AB_|CGUGUG- ~-ABGCARD--------—-—- ARRACG- ~UAAGUCCGAAGGUARCCARDCCUAC - ~ACG 2 3
B12 |CGUGUG---AGGCAAD~ - -~ -~ - -~ - AAAACUUGUARGUCCGAAGGUARCCANUCCUAT - -ACG 1 7
E3_|CGDGUG- - -AGGCAAUA- - - ~—--——-= ARAACU - -UARGUCCGAAGGUAACCARUCCURC - - ACG 5 3
C12 | CODGCOGUGABGCA---~<--—--oos ~ARAAG- -GUAAGACCAAAGGUAACCAUUCCUOACCCACG 1 5
€11 | CGUGUG- - - AGGUAGUARR- ~=~- === AARAC- - GUARAICOGARGGUARCCARUCCUAG - —ACG 2 10
A3 _|CGUGUG- - -AGGUAGUAAARAA. - - - - ~AAAAC - - GUAANUCCGANGGURACCARUCCURG - ~ACG 2 11
P5_ | COUGUG- - - AGGUAGUARARRAA- —= - ARAAC-~ C--ACG 1 12 5
A12 | CGUQUG- - -AGGUAGUAAAAAARA- - - - ARARC- -GUARADCCGARGGUARCCARDCCUAC - ~ACG 1 13
F12 }CGUGUG- - -AGGUAGUAAARAAAAA - - - AAAAC - -GUAAAUCCAARGGUARCCARUCCUAC - ~ACG 2 14
G5_ | COUGUG - - -AGGUAGUAAAAAAARAAAARRAAC - - ALAAAUCCGARGGUARCCARUCCUAG -~ AGG 1 15
Ins1 ----Ins2----  1Ins3 Inst
:
Figure1A §
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o
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name sequence frequency | Seq 1D |
Bal | CwJB06-—=AGGCAAL= === === =—--—AARALU--UARGUCCGAACGUAACCAAUCCUAC-—ACG 6% 2 !
G?_ | CGUSUG=~~AGGCALU~~—=====—==—-ARRACU~-UARGUCCGARCGUAACCAAUC CURC-—-ACG A 3
E12 |CGUSUG~~-AGGTRAl~———===m === AARACU--UAAGLCCGARGGUAACCAAUCCUGC-~RCG | N 4

B? ' CLUCUG~=-ACGTRAU~-----———- ==~ ARRACS ~—UARSLCCGARCGUANCCRAUCCIRC——AL z 5 _
39  CRUGLG~--AGGCAAU---===—===—= ARRACG~—-URASLCCGARGGUAACCARUCCIAC-~RCG F 6 _ |
B12 CGLUGLGE~--RGGCRAU ARBACCUGLARGLCCGARGGOANCCARUCCUAGC-—RA G | 1 1]
E3 [CGUGLG~=-RAGGCAAUA-—===—— ~===AARACU~-1 AALLCCGARGGUANCCARUCCUAC--A"G -5 B

€12 |CGUGCEGUGAGGCA-—=—-======-= ~AARAC- -Gl AAGALCGARGGLANCCAUVCCUACCCACG 1 9
C11 |CGUGUG~~-RGGURG IAAA~~—==~ -==RARAC- ~GUAAAUCCGARGECARCCARUCCUAC--ACG 2 10
A7 |CGUGDG=--AGGUACUAAEAAA ==~ ~~—RARAC—-GUAAAUCCCARGELARCCARJCCUAC--ALG 2 11

F5 |CGLGUG---AGGUAGUAAAAAARA=~~-=—FARRC-~GUAARUCCCARGGLARCCRGJC TUAC-~ACG 1 12
| AlZ_|CGUGUG-~-AGGUAGUAARAARAR--~~AARAL—~GUAAAUCCCAAGG.ARCCARJCCUAC-—ACG | 1 _3
F12 | CCUGUS-—-~ACGUAGUAARARRAAR -~ -AAAAC--GUAAAUCCCARGG ARCCARJLCUAC--ACG ] _4

63 |CGUGNGE--~AGGIAGUAARAAAAARAAARAAAC—-AUAAAUCCGARGE JARCCARUCCUAC-=-ACG 1 15

Insl ——==Ing2~-=~- Ins3 Insd

Figure 1A
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<110

120> Nucleic acids speciFcally binding binactive
ghrelin

<150

<14 0=
<141

<1 b=
At 08

<2 10
<21l
X212
c213»

220>
<gd1l>
223>

220
X2
<223

<2 2>
221
222
w323

<220
221
5220
223>
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N 10044 PCT
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1
)

ENA
artif{cial

misc_faakure
CANZEN5US soquence 1,-N0x-Bll

misc_Teature
ghralin binder consensus sequence L-NOX-B1Ll

wisc_feature
(7)..C7)
n 1% any of a, g. € and y

mwise_feature
{13)..{13)
nisanyof a, g, ¢ and u
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2 M
221>
2
<32 3

220>
<22 1>
222>
w24]=

<400z

PCTLENM2004_D012739_sequence Tisting

misc_Faature
(19)..(19)
nis any of a, g, € and u

misc_feature
(43) .. (45)
nis any nf a, g, c and b

1

COUGYNOgH yaua::amu 1arwcegadg QUAACCAWLC Cuncnacy

<210~
<211
<3 li>
=213

220>

<321
223>

24 )0

4
q7

RNA
artificial

nisc_faalkure
ghreTin binder L-moX-nl)

2

cgugugagge aami?acuu 2agLcegaag JUIAACCIIUC CUSCATY

<710
211>
213w
w213x

<2 20
221»

3
a7

mI | | ]
artificial

mi 5_feature
Pigina 2



<213

<40

rCT_er2004_£12739_scquence 1isting
ghrelin binder L-nNoX-52

3

coujugangc agunﬁm;uu dauccgaag JUBACCAAUC CUALACT

<210>
211>
o 1 2=
w213=

<220

<231
<223

<4000

4

47

HNA
arcificial

misc_fextura
ghreTin bindar L-NOX-E12

4

CoLgugagoe anuaﬁacw BAQUCLOAAR QUALCLAAUL CUQCach

2 10
Erhpk
212>
EFaE B

2220

<221~
<221

w400

5
47

RHA
Aareificial

wise_feattie
ghrelin hinder L-nX-B7

5

caugugagac anuai_.a’auu AAgUCCang QuAICCAAUL CUACALT

2 10

fi

«2]ll> 47
<210 RNA
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=220

221>
<3 235

<400

PCT_EP2004_012739_sequence 1i5ting
Artificial

af ac_Ffeature
phrelin binder L-naoX-aB

&

cgugugagpc aauai_;lra:gu aaQuctoray gUAICCEAUL CUACAC

w2 L
<211l
gl
<213

220

wlelx
223>

40

7

19

RNA .
Artifictal

ari 5¢_fuature
ghrelin binder L-NOX-E12

7
cgugugagge uauag;acuu QUEagucega AgQIEACCad UCGUACACT

¢ 10~
211>
<l ]2>
213>
%2 20>

w221l
<22

< i

B
48

RNA
artifictal

misc_featune
ghrelin binder L-nWOX-E}

COMjugagge Hlll:gﬂ.ﬂ.ﬂ.l wEaguocgail gquasCcaal COuRCadcy
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<211
21l
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221s
<223

<400

PCT_EP2I04_01273%_saquence tisting

9
i

RHA
Aartificial

misc_fealure
ghrel'ln binder L-nOox-cl2

cgugcLHIvga gguﬁucg udagaccnad gQuAaccaly COUACLCACY

<21
=2]1x
212>
213>

<220

<221
<223

4=

i
30

RNA
Arelficial

misc_featurs
ghrelin hinder L=nox-cl1

10

CoUgIgaggu nguusgaaa CQUARALCCY A2QQUARCCA AUCEYATALY

<2100
<211l>
21>
<Z13x

<3 M=
221
<223

11
53

RNA
artificial

wisc_Tenture
ghrelin bindar L-NOX-A3
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w300
cat

w210
w21
2212
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<2200

c221=
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Cougugaggu munggau&a Adacguadall fCpAApQUAA CCAAUCCUAC

12
3d

BNA .
aref fcial
12

cgugugAggL agtu'ajgaaaa ddanciuaua ucCgAAGIUA ACCARUCCUD
g

13
53

RNA
Areificial

wisc_featura
ghrelin kinder L-NoX-A12

13

cugugagagu agumlaj;naaa dadnasgula auCCdadddu ancoanuccu

G

=210>
%211
<4 L
=213

=420

221
2223w

0>

14

56

RNA
arelfigial

misc_featurs
ghrelin binder L-Kox-F)2

14
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cQUUIaggu ugua.ggaaan ZARAAACAUL JAUCCOMAGY LAACCRAWCT
racacg

<21k 15

«2i1> 50

<212 RNA

<213» arkificial

<22
221> wmisc_foarurg
<223= ghratin hinder L-mox-65

=00 15
CQuguyaggu AGUALAAIRA ARAIAIGALC AUAAAUCCHE AQRUAACCADL
LCcuacALy 59 .

«2]0= 16

<21l 28

<232 PRT

<213> Homo saplens

<220
«221> misc_featura
223> human ghrelin

i 16
Gly Ser Ser Pha 1.z Ser Pre Glu His Gln arg val &ln
Gln Arg Lys
1 5 10
13

Glu Ser Lys EE: Pro Pra Ala Lys I._‘.,;.u Gin Pro Arg

pdging 7



<210>
<211>
<212»
«213>

<220

<221>»
<223>

<100

17 PCT_EP2004_012739_sequence listing
10
PRT

Homo sapiens

misc_feature
amino acids 1 to 10 of human ghralin

17

Gly Ser Ser pPhe Lev Ser pro Glu His Gln
1 5 10

<210>
211>
«212>
<213>

<220>

<221
«<223>

<400>

18

5

PRT

Homa sapiens

nisc_feature
amino acids 1 to 5 of human ghrelin

13

Gly Ser Ser Phe Leu
1 5

<210>
<211
<212>
<213>
<220>

<221~
<223»

19
28
PRT
rac

misc_featur
rat ghre'l'lne
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<40 19

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu wis Gln Lys Ala GIn
g'ln Arg Lys 10

15

Glu Ser Lys %s Pro pra Ala Lys lz.!_elu Gin Pro Arg

<210> 20

<21ll> 17

«212> RNA
<213 Artificial

<220>

«221> misc_feature
<223 S' Flank sequence

<400>» 20
Seageucaga cuucacy

210> 21
<211> 18

RNA
«213> Artificial

«221> misc_feature
<223> 3' fFlank sequence

<400> 21
uaccacuguc gguuﬁac
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ACIDOS WUGLEICOS QUE SE UNEN ESPECIFICAMENTE A GHRELIN
BIOACTIVG

LA prasenta invencion ee refiere a fcidos nucleicos que se wmen a
ghvelin bioacvo, ¥ &l uso de tal dcido nucleico para |a unidn ¥ deteccién de
ghrelin bloactfva,

El ghralin £& dentifled come el liganda naturel del receptor 14 de
secretagoge @@ la hormona de crecimientt (GHSR1e). El receptor abunda
sobre tode &n ia giandula piluitada y =n las paries def hipotdlamo det cerebro,
pero también se puede delectar &0 olros lajidos a bajax concentraclonas.
Dasde los alimos aflos 70 péptidos sintddcos y otros compuesatos, llamados
secroiagogos se ha mosiada gue estimulan |a fiberacidn de fa hormona de
grecimiento. Sin embargo, &l lgando natural responaable de la fibaracion de la
homana da crecinienio permanace desconocide hasta o descubrimianta de
ghrein sn 1999, Ghreefin es una hormona peplidica de 28 amincdckios
alfamante bdsica con una cadena lederal de écido octanclo en el terces
aminodcido de au extremo N jseripa 3). Esta modificacién inusual se reguisre
pwa I8 interaccldn eh o receplor GHS y su acfividad. Sin embamgo, en
mueslras bloldgicae estd precenle una mezcla de tantn ef octanall ghrelin que
&5 una forma de ua ghralin bloecivo, coma &l ghralln e madificado o des-
ottancllo. Le sacuencla de aminodcidos del ghrelin de rata purdificada se
determind medignte un  sscuencledor  profeico que  era
GSSFLSPEHAKAOORKESKKPPAKLOQPR (SEQ. I1D. No. 15}, La secuencia
hunana correspondientls se desvia en dos posiciones solamente, portandg la

mwsma cadena lateral da n-octanodio en | posidon de amingdcido serina 3 v

&Y
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se determind que era (GSSFLSPEHQRVOQRKESKKPPAKLOPR (SEQ. ID.
No. 16).

Ademas del resto n-octanoflo de origen natural, grupos octanollo no
saturados o ramificados, y cadenas allfdlicas mas largas inboducidas en la
posicion 3 de ghrelin madian el reconocimiento del receptor también, E!
dominio de interaccion con el receptor se localiza en el mismo extremo N de
ghrelin; l0s estudios de supresién Indican, qua ghrelin {1 — 10} [3SSFLSPEHQ,
SEQ. ID. N° 17) ¢ inclusa el minimo motivo de los aminodcidos 1 - 5 (ghralin {1
- 5} [GSSFL, SEQ. ID. N*® 18]) son suficientes para la estimulacién de GHSR1a,
pero en ambos casos 8¢ obsarva un fuerte requerimiento de |a modificacién de
péptidos con el resto n - octanollo,

Ghrelin se ha mostrado que media las funciones fislolégicas pertinentes
a8 un estado anabdlico. Aunque estimula directamente la liberacidn de Ia
hormona de crecimiento (GH) a pariir de |a gldndula pltuitaria, los experimentos
en roedores tambidn mostraron que ghmlin induce la alimentacidén de una
manera Independigntes de {a GH actuando sobre las neuronas del hipatatamo.
De manera inleresante, el sitio primario de (a produccién de ghrelin ests en las
glandulas oxinlicas en el estdmago, lo que sugiere que sirve comp un enlace
hommonal enire esiémago, gldndula pitvitaria @ hipotdlamo, La observacidn de
que |8 administracién de ghrelin en ratas dio como resultado ganancia de peso
como consecuencia de cambios en ia ingestidn da energla y/o utilizacién de
combustible sustenta dicho papel. Ademas, la adminisiracién sistémica de
ghrelin en seres humanos provoca sensaciones de hambre en los sujetos de
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ensayo @ induce un excaso de alimentaclon. Basandose en estos hallazgos
ghrelin se cree que tene un papel crucial en fa ragulacién de apetito v peso
carporal, sirviendo tanto como una sefial aguda como crénica de un estado
infraalimentado. E! soporte adicional para esta hipbtesis viens de
cbservaciones de que los niveles de ghrelin asl como el apetito s& reducen en
individuos después de una derivacion géstrica, qus contribuye al menos en
pane a la eficacia del procedimiento en efectuar pérdida de peso. Los dafos
dinicos de pacientes con sindrome de Prader - WRli también sugleren que la
hiperfagia y obesidad asacladas a la enfermedad son una consecuencia de una
imponente hiperghrefinemia. Ademds, ghrelin se enconird que induce
hipergiucemia e Inhibicibn de la Iberacién de Insulina, que indica una
implicacion en el metabolismo de glucosa, Ademas de estas funciones en ol
metabolismo de energla, ghrelin ha estado también implicado en numerosos
procesos diferentes. Se ha encontrado que ghreiin s expresa en numercsos
tumores neuroendocrinos y estimula, ademas de la tberacidn de la GH a partir
de la pituitaria, |a liberacién de ACTH, PRL, y corlisol. Las inyecciones
individualas de ghrelin en individuos sanos se encontré que incromentaban ef
rendimiento cardlaco y disminulan la presion senguinea. De este modo, Is
accién de ghrelin parece que estd implicada en una diversidad de lareas
diferentes. Para la informacién sobre los antecedentes se puede tomar da M.
Kolima, H. Hosoda, Y. Date, M. Nakazato, H. Matsu, K. Kangawa, “Ghrelin is a
growih-hormone-reteasing acylated peplide from stomach’, Nature 402:656-60,
1999; M. Tschop, D.L. Smiley, M.L. Heliman, “Ghrelin Induces adiposity in
rodents’, Nature 407: 908 - 13, 2000; A.M, Wren et al, ‘Ghrelin enhances
appefite and increasas food inlake in humans', Journal of Clinical
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Endocrinology Metabollsm 88: 5992 - 6, 2001; M, Nakazato et al., “A ole for
ghrelin in the central regulation of feeding”, Nature 40%; 194 - B, 2001 N.
Nagaya, et al., Am J Physlol Regul Infegr Comp Physiol. 2001 May ; 280 {5)
R1483 - 7; Hemodynamic and hormonal effects of human ghrelin in healthy
voluntears; Volante M, et al.,, J Clin Endocrino! Metab. 2002 Mar; 87 (3): 1300 -
B. Expression of ghrelin and of the GH sacretagogue receptor by pancreatic
islet cells and related endocrine tumars; Jeffery PL, et al,, J Endocrinol 2002
Mar, 172(3):R7-11 Expression and action of the growth hormone releasing
peptide ghrelin and its receplor in prostate cancer cell Enes; Egido EM, et al.,
Eur J Endocrinol. 2002 Feb; 146(2):241-4 inhibitory effect of ghrelin on insulin
arkl pancreatic somatostatin secretion; Broglio F, ¢t al., J Clin Endocrinol
Meiab. 2001 Oct; B68(10):5083-8, Ghrelin, a natural GH secretagogue producad
by the stomach, induces hyperglycemia and reduces insulln secretion in
humans; Bednarek MA, et al., J Med Chem. 2000 Oct.; 43:4370-6 Structure-
function studies on the new growth hormone-releasing peptide, ghrelin; minimal
sequence of ghrelin necessary for activation of growth hormone secratagogue
receptor 1a.

El problema que subyace en la presente invencién es proporcionar
medlos para la unién de ghrelin bloactivo y mas particlarmente proporcionar
un procedimiento para @l tratamiento de enfermedades y trastomos mediados
por ghrelin bioactivo asi como procedimientos para fa detecclén especifica de
ghrelin bioactivo.
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De acuerdo con la presente invencién el problema se soluciona
mediante |a materia sujeto de las relvindicaciones independientes que estin

anexas al presente documento. Las realizaciones prefaridas resultan de las
relvindicaciones dependientes,

El Ghrelin humano ¢s un péplido bdsico que tiene (a secuencia de
aminoacidos de acuerdo con la SEQ. ID, No. 16, y esid modificado con una
cadena lateral de acido graso. En consideracion del alto grado de homologia de
sacuencias peptidicas entre las diferentes especias, el tdrmino ghrein usado
en esta memoria descriptiva se reflere a cualquier ghrelin que incluye, pero no
s@ limita a, ghvelin de mamiferos. Prefariblemente, el ghrelin de mamieros se
salacciona entre el grupo comprendido por ghrelin da ratones, de rata, de
conejo, da hamster y humano. Mas preferiblemente el ghrelin es ghrelin

humano.

El pl calculado de ghrelin es 11,09. A pesar de este pl de ghrelin global
muy basico. el motivo de unién al receptor GSSFL [ghrelln {1 - §)] es un
dominio bastante 4cido . con un pl calculado de 5,5. La presente invancién se
basa en el hgllazgo sorprendente de que un dcldo nucleico se pueda
seleccionar con ghrelin de longitud completa, que especificamente reconace el
dominio de union de receptor dcido, paro no el dominlo central basico y carboxi
- terminal del péptido. Esio es somprendente con relacién a los efectos
elecirostaticos de tanto las cargas de la molécula diana, es decir ghrelin, como
las cargas del idcido nucleico. La unién de acidos nucleicos cargados
negativaments a un dominio basico de una molécula diana debe ser mucho
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mds veniajosa comparada con  unidn de un dcido nuclelco a un dominio
Acido de una molécula diana. Hay que sefalar que los experios an la téenica
no tuvieron expectativas razonables de éxito para seleccionar un figando de
acido nucleico que no se une a la parte basica de ghrelin pero sa une al
dominio dcldo de la molécula diana.

Ademés del molivo de unidn al receptor amino terminal, ghreiin
biclégicamente activo que también se denomina en esta memoria descripliva
como ghrelfin bioactivo, se caracteriza por su acllacién con un grupo n-octanollo
en el aminodcido serina 3. El ligando dal 4cido nuclelco del motivo amino
terminal GSSFL descrita en esta memaria descriptiva permite la discriminacion
entre la forma bioldgicamente activa y la forma bio inactiva 0 no bioactiva de
ghrefin, Esto es sorprendente, ya que la unién depende estrictamente de la
prasencia de dos restos, el grupo octanollo y el paptido: la unién del dcido
nucleico a octancll - ghralin es especifica en la presencia de un exceso de 1000
veces de desoctanoil - ghrelin, més preferibhlemente en presencia de un exceso
de 100 veces de desoctanoil - ghralin, y lo mas preferiblemente en presencia
de un excaso de 10 veces de desoctancll - ghrefin. Ademés, las caracteristicas
de unidén son también especificas del resto peptidico, dado el hacho, de que el
octanoil - ghrelin enantiomérico no es reconocido por el dcido nucleico; el grupo
octanallo no @s suficiente para la union.

Como se usa en [as realizaciones preferidas en esta memoria
descriptiva, un ghralin bicactivo es un ghrefin que muestra en una reafizaciéon
preferida esencialmente todas las caracteristicas del ghrelin de origen natural,

IXs
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Particularmente, un ghrelin bloactivo como se usa en esta memoria descriptiva
en las realizaclones preferidas es cualquier ghrelin y derivado de ghrelin que es
responsable de o puede activar la liberacidn de la honmona de crecimiento,
mas preferiblamente mediante una interaccién con el recaplor GHS. En
contraste con esto en las realizaciones prefaridas un ghrelin no bicactivo es un
ghrelin que es diferente del ghrelin bioactivo, mas praferiblemente no activa la
lberacién de la hormona de crecimiento, mas preferiblemente mediante una
interaccién con el recaptor GHS.

Las caracteristicas del Acido nucleico de acuerdo con la presente
invencién como se describe en esta memoria descriptiva se pueden hacer
realidad en cualquier aspecto de la presante Invencién donde el cido nucleico
se usa, 0 blen solo 0 en cualquiar combinacién.

El acido nucleico de acuerdo con |a presente invencidn también
comprende 4cidos mucleicos que son esenclalmenta homdlogos a Ias
secuencias particulares descritas en esta memoria descriptiva. El término
sustanciaimente homélogo se debe entender de manera que la homologla sea
al menos 75%, preferiblemente 85%, mas preferiblemante 90% y lo mas
prefesiblemente mas de 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 6 95%.

£l acido nucleico de acuerdo con la presente invencion también
comprende en una realizacién un dcido nucleico que se derva de |as
sacuencias pariiculares descrilas en esta memoria descriptiva. El término
‘derivado’ se debs entender tal camo en la base de la SEQ ID N° 1. Los loci de

bD
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insercidn Ins 1 a Ing 4 mostrados en la figura 1 A se pueden representar por
cualquier secuancia de una longilud de un méximo de 30 nucledtidos,
preferiblemnente por cualquier secuencia de un maximo de 20 nudedtidos, més
preferdblemente por cualquier secuencia de un miximo de 10 nucledtidos, y 1o
més preferiblemente por cualquier secuencia de 0 - 3 nucledtidos para Ins 1, 0 -
14 nucledtidos para Ins 2, 1 - 3 nuciedtidos para Ine 3, y 0 - 2 nucledtidos para
ins 4. El bucie intemno IL la, representado por Ins 2, se considera que es @) sitio
de modificacidn més importante.

El dcido nucleico de acuerdo con la presente invencidn también puede
estar represantado en una realizacion preferida mediante la siguiente férmula
genérica

ORNGYGNG pAGGY AN gAAAA CNG g VAARWCCRAAGUUAACCAWUCCUACN 4 ACG

(SEQ.1D. Ne. 1)

mediante la que Y significa U o C, R significa A o G, W significa Uo A,
En relacién con esto se debe hacer notar que cualesquiera indices representan
cualquier niimero entera que comienza desde la primera cifra especificada
hasta la ultima cifra especificada y cusiquier nimero enterp entre elles. De
acuerdo con lo antesior, por éjemplo, 0 - 3representa 0, 1,2, y 3.

De este modo la secuencia consensa SEQ LD N 1 contiene cualro
regiones, en las que las Inserciones de [onglitud variable se observan en
diversas realizaciones. Estas regiones se llaman loci de Insercién, y se
designan como Ins 1 a Ins 4. De acuerdo con L-NOX-B11, enumerado como la
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EEQ ID. N* 2 an la Flgura 1 A, Ins 1 s& localiza anbre los nucledlidos Gy 7, Ins
2 =a localiza enire les nucledcidos 13 y 14, Ins 3 82 |poaliza antre loa
nuciedlidoa 18 ¥ 20, & ins 4 ge locafiza ante los nudediidos 44 vy 45. La
longkud de los oo de Insercidn mespectivos, observada en las cones
mostfados, se proporcione en i3 SEQ ID N* 1, y la formula penérica
espacificada anteriormente,

El #cido nudeks de scvenio con 1@ presentas invencidn tamblén
comprende en una realizacidn un acidlo nucleico que es estrucluralmentes
homdiogo a las secuenclas particulares describs =n esfa memeria descriptiva,
preferiblemente hasla el grado de gue gichas parlss estan Implicadas en la
unidn & octanoil - ghredin ¥ discriminen frante 8 desoctanci! - ghrelin . La
homalegla estruchuarg| como 82 usa an relackin con las realizaciones preferidas
de la presente invencidn se entanderd coma qua las secusnciaa plegades #n
un modek de esinuchura secundaria caracterstico gque comprende un fallo
basal, ¥ un bucle intero, ¥ un Ello-bucle erminal como =e muesira an la
Figura 1 B, el plegamients prefedble an dicha eatructura, en el que & dan
intercambios de bases compensatorioa on las regiones dal tallo, y el
plegami=ntia preferible =n dicha ssfructura, =n o que sa dan sustituciones,
efminaciones wo [nsercones en tramps de uma sola cadens, y mds
preferiblemente ol plegamiento en dicha estructura correspondients a la Figura
1 B on tamenn ¥ a la SEQ D 1 en secushcia

El térmmlne dcido nucheicn de ha invencidn o agide nucleico de acuerde

con la presente invencidn bambidén deberd comprerxier agualos dcidos
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nucleicoa que cornprenden pane da lae secuenclas de los acldos nucleicos
descritae an esth memoaria descriptiva, preferiblements hasta ol grade de que
dichas partes gatan implicadas en la unidn & ghrelin, v distinguen ghrelin
bicactivo de ghrelin ne bioastiva, es decir en pericular octanoll - ghrelin de
descctanail - ghrelin, Tal dcido nucleico s puede derlvar de ks descritos en
esta memcoria dsecriptiva, por sjamgle, madiante truncamiento. £ truncamlento
pueda astar relacionodo con cualquiers o emibos de ke extremos dae loe dcldos
mickeices comp se describe en as5fa memorig descriptive. También, los
truncamientog pueden esfar relacionados con la secuencia interma de los
nucledbdee, es dedr, pueden esiar ralacianadns con al (o) nuclkedtide {g)
entre los muckedlidos tmminales & y 3, respectivamenta. Ademds, =l
bruncarienio dehers <omprender @ &liminacién de como poco un sdlo
nudedtids de 1a escuencle g8 Acidos nuclelcos descritos en eata memorla
descripiiva. E| fruncamienio pusda también esfar refacienado con més dé un
tramo del (de los) acido {s} nucieico {8} de la invencién, mediante = qua &

tramo puedsa ser tan psqueiic come de un nucledtido de longitul.

Los acidos nueleicos da acttendo ton la presente invencién pueden ser o
bien Acidos nuclkeicos D a acidos nucleicos L Preferblements, los acidos
nucleicos de la invencién son acidoe nucleicos L. Ademds es posible que una o
warias partes del acdo nusleles astén presentes comp Acides nucleicos D o al
menas une a varigs paries de los 4cidos nuclelcos san dcidos nudalcos L. El
brminD “parte” de los acidoe nuclelcos significard como pooo un nucledtida.
Tales acidos nucleicoa &8 denominan generaimente en esta mamodia
descrptiva gcidos nuclelcos D y L, respectvamente.
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El theminc acido nucleico de B invencidn o &cilo nuclelco de acuardn
con A presente invendon {ambién deberd comgrender aguellos Acidos
nucleicos gue comprenden las secuancias de los dckios nucelcos descritas an
efla memoria desoriptiva y otrag secuenciss unidas o ellag, prafariblaments
hesta el grode de que dichas partes o acido nucieicos eetan implicados an 1a
unidn a octanail - ghrein y digcriminan frenta a desoctancll - ghrelin. Le
axtension, o8 dacir, l#s secuenclas adicionales unidas = s secuenclas de
icidos nucleicos eapacificas descrites an esta memoria deatripiva puedan ser
talas, ¢que |a secuencla 3& alarga o bien eh el extrerma 5' 0 en el extremo 3' e en
ambos, y puede comprender como mucha 100 nercledtidos para cualquier iada,
preferiblaments como mikho 50 nucledtidos pars cualquler lado, mds
preferiblomante como mucho 20 nucledlidos en cualquisr lado, ¥ lo més
preferfolaments la s=cuencls del flanco 5' completa o parcial que sa describe
en esta mamofia descriptiva cama I3 SEQH 1D N° 20, yin a secuencla del flanco
3' completa o parclal que se describe an esta mameorla descriptiva tomo kB
SEQ ID N 21. Como er 122 ah efla memoria descriptiva, el ténming
parciaimente significa en una realizackin preferda de |a presents invencldn un
solo nucledtido de |a sacuencia reapeciiva © UnNa secusncia de dos o mas
nucledtidos de @l sacuencla que son adyscentes entra si sn la secuenda a la
que sa refiers, mas particulamente a kas secuencias de los @ancos de acuerdo
con cualguiera de A SEQ IDN" 20y 21.

Estd tamblén dentro da fa presente invencidn que los dcides nucleicos
de asuwerdo con la presante invencion son parie de un Acido meckelco maa largo
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par al qua e5be Acids nucleica més Irrge comprande vaias partes per el que al
mancs una paete €8 un acido nucielco, o una parie del mismp, da acuerdo con
la presents invendan, Lag otras paries de estos 4cidos nucleicos mée largos
pu=dan 58 o bien un #cido mieklca D o dodo nuckeico L. Cualguier
combinacidn se puadse usar an relacion con la presents invenclén. Esta {s) otra
is) parfe (s) del &cida nucieico mas largo puedaedn) mastrar una fncidn que
difererie de la unidn, Una posible incidn &= permitir la Interaceldn con otres
maléculas, teles comg por ejemplo, para Inmowvilizaclsn, reticulacidn, detaccion
0 ampERcaRCIan.

Loa deldes nucleless L cormd se usan en efsla memarda descriptiva
cohstan de nudedlidos L prefadbigmenis constande completamenta da

ndedlidos L

Los acidos mutleicea O ¢cOmo s& usan en esta memoria descripliva
congtan dé nucledtidos D, preferdblemente corsiande completament= da
nucledtidoa D,

lndependientemenie de si el acidlo nucleleo de 12 Iwenclin consta de
nucledtidos D, nucledlidos L o una combinaclén de embng, siendo Ig
cambipacién por sjemplo una combinacion akeatorla o una sacuencia definida
de Wamos que constan de al menos ua hucledtida L y al menos un acida
nucleico D, & Acida nudelen pueda constar de desoxirribonucledlido (&),
reonucledlido is), o combinaciones de los miemos.
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El disefi> de los dcidos nucleicos de 8 Invancidn como acide nugleica L
A5 vartajosa por variae razones. Log acidoe nucielcos L son enantiomeros de
acldos nucleicos de origen nawrsl. Sin embarge, los Acidos nucleicos D, noson
muy eakahles an solucionas acucsas ¥ particulannents an sistemas biskglcos o
muestras bioldgicas debldo a la amplia presancia de nucleasas. Las nucleasas
da origan ratyral, particulammente las nucleasss de cilulas animales no ean
capaces de degradar los Aoddeoe nucleicos L. Debldo @ 2sto kb semivida

bioligica def &dddo nueleico L se aumenta significaltvernenta en tal sistema,

incluyendo &l cuerpo animal y humano, Debido a la falta de degradabliidad del
A¢ido nucleico L no s genera ningun produets de dagradacin por nucleass y
de este medo no se absarva ninguno da ke efectos secundarios que surgen de
los mismaos. Exte aspectn delimita el aeide nudeico L de realmente todos los
olros compuestos que se usan en la terapia de enfermededes yio baslornos
que impllcan k& presencia de ghralin.

Estd tembién dentre de ta preasnte hvencidn que los Acidos nuclelces
de la irvancidn, indapandientementz de al astdn presentes como Ackios
nudeicos D, dcides neclelcos L o dcidos nuclaicos D, L o de 8i son ADN o
ARM. puadan estar preaentes como acidos nucleices de cadena sencilla o
dabla cadena, Tiplzamente, los dcidos nudleicos de |a invanclon son dcidos
nuclelcos de cadena sendilla que muestran ssfructuras sacurdarias Fafinidas
debido a la secusncia primaria y de eate modo también piueden formar
estnucturas tarciarias. Sin embargo, los dcidos nucleicos da la Invanclén,
también pueden 5@ de cdoble cadena con el significada de dos cadenes que

20n complamentarias entre 8l estdn hibridadas entre si. Eslo conlflers
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agtablldad al Acido nucleico que serd vehlajusa si el dcido nuclgicn asth
presente an la forma D de origen netural en Wigar de (8 farma L,

Loa jcidos nucieicos da la invancion pueden estar modiicados. Tales
modificaciones pueden estar relacionadas con el nucledlida individual del dcida
nucleico y ¥e conacen bien &n la Wicnica. Los ajemplos dé tal modiflcackdn se
describan en, entre otros, Kussar, W.{2000} J Biotachnol, 74; 27 - 38; Aurup, H.
et al. (1994} Muclal Ackds Res, 22, 20 - 4; Comming, L.L. et al, (13858} Nuclaic
Acids Ras, 23, 2019-24; Eaton, B.E et al. {1985) Chern BhJ, 2, 633 - 8; Green,
5. et al., {1983) Chom BQigd, 2, 883 - 95; Kawasakl, A M. et al., (1993) J Med
Choir, 36, B3 - 41; Lesnlk, EA et al., {1983) Riochemisiry, 32, T832-6; Miller,
LLE. alal., (15993) J Physiol, 468, 213 - 43,

Los Ackdas nucleicos de acuerdo con la présante invenclén pueden sar
un Addo nucleico multipariito. Un 4cide nucleico mulipariite coma 58 usa an
eska mamoria descripliva, es un acide nucleico que consta de al mancs dos
sadenas de Acido nuciglco, Estag al menos dog cadenas de dcido mucielco
forman uma unidiad Amcional mediants la qua la unidad funcional s un llgando
a una molécula diana. Lae gl menos dos cedenas de 4cido nucleico s& pueden
desivar de cuslquiesa de los dcidoa nucleicos da |a invencibn mediante o bien (a
asChklén del éctde nucisico para generar dos cadenaa o mediante |a sintesis de
un ackdo nuckico comespondiante a una primara parte de kB lnvencién, #6
decir, el dcido nucleleo glabal y ofro dcklo nucleico que corresponds a la
sequnda parte del dcido rurdeco global, Se ha de reconocer oere tanto kB

escisidn como la sintesis ee puadan aplicar para generar un acido nuclelco
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multipartito donde existn més de dos cadenas como se ha elempificado
anteriormente. £n otras palabras, lae al menos des cadenas de actde nucleico
gon tipicaments diferentes de doe cacdenas qua son complementarias y se
hibridan anire sl aungue puede axklir un cledo grado de complementadedad
ente las diversas paries del cido nucielen.

Una posiblidad cda defermingr la constante de unién es sl usn Jdef
dispositivo llamads biacors, que EBambién tonocen (03 expartas an la técnica,
Afinidad como se usd en eats meinria descriptiva también 68 mide por & =0
de “ensayos con pedas” como se dascdbe an €l ejampio 5. Une medida
apiopiada con el fin de axprasar la imensidad de la vnidn entre el 4cide
nucksico de acuerdo con la diana que en el caeo present= ge trala de ghelin,
o6 o lamado valar Kd que asi como el procedimienta para su dederminacién
goh bien conocidos por Iog axpertoa an |a lecnica.

Los Acidos nuclelces da acueida con [a preeenta Ifvencin sa
caracterizan por un derto valor (e Kd. Prefyiblements, al valor de Kd mostrado
par Jos acidas nucielcos da acusrdo con la presents invencldn ashd por dahaib
de 1 pM, Un valor de Kd de apiodimadamente 1 pM e dice que &3
caractaristico d& una unidn no especiica de un d&cido nucielco a ure diana.
Como reconapersn los axpertoa en la thonica, un valor de Kd de ua grupo de
compuesioa tales como 108 Acdee nucleicos de scuerdo con la pwéasents
invenglin estd dentro de un dierlo intervale. El valor de Kd anledorments
menclonado de Aproxdmadamente 1 P es un limita suparior preferido para el
volgr da Kd. B Nmite inferior preferido para el valor da Kd da los Scidoa

py
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nucleicos de union a dianas puede ser de aproximadamente 10 pico molar o
superior. Estd denfro de la presente invencién que los valores de Kd de los
dcidos nucleicos individuales que distinguen ghrelin bicactive de ghrelin no
bicactivo, es decir preferiblemente octanoll - ghrelin da dssoctancll - ghrelin
estén en esie Intervalo de 10 pM a 1 uM, mis preferido dentro de un intervalo
da 100 pM a 500 nM, vy lo més preferido dentro de un intervalo de 1 nM a 100
nM.

Las moaléculas de Acido nucleico de acuerdo con la presente invencién
pueden tener cualquier langitud con tal que sean todavia capaces de unbse a
ia molécuta diana, y diferenciar el ghrelin bioactivo del ghrefin no bloactivo, es
decir, prefariblemente octanol - ghrefin de desoctanoil - ghrelin. Se reconacerd
en la técnlca que exisien longludes preferidas de los Acidos nucgieicos de
acuerdo con la presente invencion, Tipicamente, [a longitud estd entre 15y 120
nucladtidos. Los expertos en la técnica reconocerdn que cualquier nimero
entero entra 15 ¥ 120 es una posible longitud para los icidos nucleicos de
acuerdo con la presente invencién. Los intervalos mas preferidos para ia
longitud de los Acitdos nucleicos de acuerdo con la presente invencin son
longitudes de aproximadamente 20 a 100 nuciedtidos, aproximadamente 20 a
80 nucledtidos, aproximadamente 20 a 60 nucledtidos, aproximadamente 20 a
50 nucledtidas y aproximadamente 30 a 50 nucladtidos.

Los ensayos para el discamimiento de ghrelin bioactivo y bloinactivo de
acuerdo can |a presente invencién se pueden realizar usando técnicas
convencionales como conocen los expertos en la técnica. En un aspecto

XA
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preferido, los ensayos se pueden realizar en placas de 98 pocilios, donde los
componertes s inmoviizan en los recipientes de reaceibn como se describe
de acuerdo con las reivindicaciones, Opcionaimeante, fos complejos se pusden
retirar de los recipientes de reaccion después de la formacién de complejos.

En un aspecto, la molécuda de &acido nucleico de acuardo con la
invencién se analiza medianta un segundo medio de deteccién, en el que dicho
medio de deleccion es una gula molecular. La metodalogia de la guia
molecular 1a conocen los expertos an la téchica. En resumen, ias sondas de
dcidos nucleicos que tamblén se denominan gufas molsculares, son un
complemento inverso a la muestra de los dcidos nucleicos a detectar y se
hibridan debido a esto a una parte de la muestra de 4cido nucleico a detectar.
Tras la unién a la muestra de acido nucieico los grupes fluoroféricos de la guia
molecular se separan 10 que da como resultado un cambic de la sefial de
fluorescencla, preferiblemente un cambio de intensidad. Este cambio se
correlaciona con la cantidad de muastra de log &cidos nucleicos presents.

Los dcidos nuclelcos de la invencion, que también se denominan en esta
memoria descriptiva log dckios nucisicos de acuerdo con la presente invencitn,
y/o los antagonistas de acuerdo con Iz presente invencin se puedan usar pars
la generacién o fabricacién de un medicamento. Tal rmedicamento contiene al
menos uno de {os acidos nucleicos de la invencién, opcionalmente junto a
compuestos adicionales fanrmacéuticamenie activos, mediante el que el Acido
nudeico de la Invendon achia preferiblemente como campuesto
farmacéuticamente activo 4/ mismo. Tales medicamenios comprenden en
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realizaciones preferidas al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Tal vehiculo puade ser, por ejemplo, agua, tampdn, almidén, aztcar, gelatina 0
cuaiquier otra sustancia vehiculo aceptable. Tales vehiculos generaimente son
conocidos por ks expertos en {a téonica. La enfermedad yfo trastomos yio
afecciones patologicas para cuyo tratamiento y/o prevencidn se puede usar tal
medicamento incluyen, pero no se limitsn a obesidad, la regulacién de balance
de energla, apelilo y pesa corporal, trastornos de alimentacién, dlabetes,
metsboliamo de glucosa, tumor, presién sanguinea, y eniermedad
cardiovascutar. Como reconoceran los expertos en la técnica los Acidos
nudieicos de la invencién se pueden usar realmente en cualquier enfermedad
dordie un antagonista a ghrefin se puede administrar a un paciente en
necesidad de tal antagonista y dicho antagonista es adecuado para eliminar la
causa de la enfermedad o el trastomo o al menos para reducir los efectos de la
enfermedad o el trastorno. Tal efecto incluye, pero no se limita a, obesidad, la
regulacién del balance de energla, apstdo y peso corporal, trastomos de
slimentacién, diabetes, metabolismo de glucaosa, tratamiento de tumores,
presidn sanguinea, y enfermedad cardiovascular. Pars el propdsito de la
presente invencion la regulacién del balance de energla se considera como una
enfermedad. Mds panicularmenta, el uso es para el fratamisnio de cuaiquier
enfermedad en la que la regulacidn del balance de energla estd influenciada
por ghrefin, o blen directamente o indirectamente, y por 1o que sa desea la
reduccién de la biodisponibilidad de ghrefin. Lo mismo se aplica al metabolismo
de azicar, presibn sanguinea y apelito y peso corporal. Enfermedades
adiciohales que se pueden tralar usando los acidos nucleicos de acuerdo con
la presente invencién, posiblements tras la aplicacion sisiémica o local son
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aguellas que se pueden selecclonar entre e grupo comprendido por tumores
de la pitultaria, acromegalia, sindrome de Cushing central, sindrome de
Cushing adrenal, sindrome de Cushing paraneopldsico, sindrome de Cushing
ectdpico, tumor adrengl, estrés, hipercortisollsmo, insuficiencia cardfaca, Infarto
cardiaco, accidents carebrovascular, Insuficiencia adrenccortical, hipotonfa,
estenosis adrtica, hipertonia puimonar, pericarditis constrictiva, enfermedades
infecciosas, hipotonfa tdxica infecciosa, hipovolemia, e hiponatremia.

Se ha de entender que ef 4cido nucleico asl como los antagonistas de
acuerdo con la presente invenclin ss pueden usar no solamsnte como un
medicamento o para la fabricacidén de un medicamento, sino también para
propdsites cosméticos, particularmente con relacién a la implicacién de ghralin
en obesidad. Para el mismo proposito el dcido nucleico asi como las
antagonistas de acuerdo con la pregsents invencidn se pueden usar come un
aditivo de alimentos, un medio para el control de peso yfo un medio para el
control del apetito, Una composicién que comprenda e &cldo nucleico asl como
los antagonistas de acuerdo con la presente invencion se puede usar para
cualquiera de los propdsitas mencionados anteriormenta.

El 4cida nucleico de la invencidn se puede sdemés usar como material
de partida para el disefio del fArmaco. Bdsicamente existen dos posibles
planteamientos. Un planteamiento es la seleccion de bibliotecas de
compuestas mientras que tales bibliotecas de compuestas son preferiblemente
bibliotecas de compuestos de bajo peso molecular, Tales bibliotecas son
conacidas por loa expertos en la técnica, Coma alternativa, el 4cido nucieico de
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acuerdo con la presente invencitn se puede usar para el disefio raclanal de
farmacos.

El diseflo racional de fanmacos se puede comenzar a pariir de cualquiera
de ks acidos nucleicos de acuerde con la presente invencion e implica una
estructura, preferiblements una estructura tridimensional, qua es similar a la
estructura de los acidos nucleicos de la invencion o idéntica a las partes
mediadoras de la unidn de la estructura de los 4cidos nucleicos de la invencidn.
En cualquier caso tal estructure todavia muestra las mismas caracteristicas o
unas caracteristicas simiares de uniéon que los Acidos nucleicas de la
invencién. En o bien una etapa adicional o ¢como una etapa altemativa en el
diseilo racional de f&macos la estruclura preferiblemente tridimensional de
aquellas partes de los dcidos nucleicos que se unen al neurotransmisor ss
imitan medlanta grupos quimicos que son diferentes de nucledtidos y écidos
nucleicos. Madlante esta imitacion se puede diseftar un compuesto diferants de
los acidos nucieicos. Tal compuesto es preferiblemente una molécula o péptido
pequefio,

En el caso de seleccionar bibliotecas de compuestos, tales como
mediante el uso de un ensayo compefiivo que conocen los expertos en la
{écnica, se pueden encoatrar andlogos de ghrelin, agonistas de ghrefin o
antagonistas de ghrefin apropiados. Tales ensayos de compaticién se pueden
establecer como sigue. El 4cido nucleico de la Invencidn, preferiblements un
splegelmer que es un acido nucleico L de unién a diana, se acopla a una fase
sdlida. Con el fin de identificar analogos de ghrelin se puede afladir un ghrelin
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marcade al ensayo. Un andlogo potenclal competirfa con las moléculas de
ghrelin qué sa unen al splegelmer que irfa juntd con un descenso en la Sefial
cbienida por \a masca respactiva. La geleccion de agonistas o antagonistas
puede implicar & uao de un ensayo de cullive de céluleg como ¢oncoen los
experios en la Mcnica.

El kit da acuerdo £an la presente nvencién puads camprander al mencs
i o varps de log Acdidos nuclelcos de lg invencidn Adicionalment=, of kit
purade comprender al menos UNO D varios conirolas positivos 0 negalivos. Un
conrol pogltivo pueds, por &jemplo, ser ghrelin, particulansanie uno cantrs el
gue S¢ selecciona &l dcido nileico de la invencién o al que sa une,
preferiblametis, an forma liguida. Un conlro! nageiive, puede, por ajemplo, ser
un péptido que se dafine en témings de popiedades bioftzlcas einllaree a
ghrelin, pare que np es recanacitdo por los Acidos nucisicos de la invencidn.
Ademés, dicho kit pusde comprendar uno & varios tarmpongs. Los diversos
ingredientes pueden gstar contenidea gh al kit en ferma seca ¢ Foffizada a
disueltos &n un fquido, El kit puede comprender uno o verios reciplentas que A
AU v&z pueden coniener une o verios ingredisntes dal ki,

Se ha de enfender qua cuakjuiers dz las secuencias descrilae en log
ejamplos v las figurae, respectivaments, se describe camo tal y cualquiera de
dichaa secuencias s puede usar en cuafquier aspecto y realizacion da Ia
presente nvenclén,
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lL.a prasente Invencidn se llvstra adiclonalmente madipmte las figuras,
ejemplos v listado de r.s::qemias g partir de los cuales se pusdan tomar
caracteriaticas. malizaciones v ventajas adicionales, en las que

Fig. 1A

Fig.1B

Fig. 2

Fig- 3

muestra las mistmbros del grupo L-NOX-B11, sus nombres,
la frecurencia par I3 qua 82 selaccionanon, ¥ sug secuencles
Muncadas, que afarnativaments se pueden extender por &l
flance §' §-GOAGCUCAGACUUCACU-3' {SEQ 1D N* 20) ¥
el flanco 3’ 6~UACCACUQUCGGUUICCAC-Y (BEQL |D N°
21}, eindica los locl de insercidn lns 1 a Ins 4:

muesira & modslo de estnxhura secundara del don
truncado L-NOX-B11 e indica las regiones del tallke basal,
la parte &' ¥ 3' del bucle interno {IL la, Ik |b} y e talla-bucle
termral:

musshra 12 llberaciin de calkda dapendlents de la dosla
medfiads por octamoil- o desoctanail - ghrelln an ta forrne da
longilud completa ¢ la runcada en un ensnya celular que
usa células CHO gque expresan el receptor de ghralin
humano {valoracin dosis - resplesta);

muestra la inhibleldn de liberacldn de calcio mediada por
octanol - ghrelin de longitud complets y truncado por al
Spiegeimer L-NOX-B11 {curva de inhibickén);

85
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Fig. 4 muestra log resulados de un ansayo da compeatick®n celtlar
can oclancll - ghrelin, desoctanoil-ghralin, ¥ L-NOX-B11,
con combliactonss y concentraciones da los .mn1punarles
resumidos debso de las barras;

Flg. 5 niuesira los resultadoa de un ensayg de competicldn calular
con ostanail - ghrelin {1 = 5), desoctanocil-ghrelin (1 - 5), v L-
NO¥X-B11, con combinaciones y concentraciones de los
camponanies ragumidos debajo ce laa barras;

Fig. G muegira os resultados de un ansayo de umidn jn vilo, que
analiza la uniin de L-NOX-B11 y D-NOX-B31 marcados
fadlactivamente a D-potanoil - ghrelln hiofiniado.

La siguient= tabla asecla los ndmeros de lag IEQ ID a los diveraos
citnzs e jdentificadores, respecivaments, descrilog en esta mamera
dgescipllva. Lae secvenclas de dckios nuclsicoe, 9l no s= indica lo contraro, ee
repeyentan como las hebras (+) y ea construyah por los 2' OH -
ribonuciadtidos.

Tabla:

{Secuaricia Tipa do ssciiencia RGN T
sacuencl 08 conganeo ool | Aciio NUdH 1

grupa L-NOX-B11

LW—BH | BAgo nUGlEkeD z

o4
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WORDSMMOR2R 24 PUTVEP2ONDIZ73Y
TNOA-GZ dcido nidsca 3 '
T-NOX-E13 ‘Tacido nudeico 4
[L-NOX-B? Bcide nickeico 5
TNOXAH acido rucleleo B
T-NOXB1Z ackio Rideica 7

LNOX-E3 acl3o nuclelco B
WNOXTIZ Aéldo nuclelco )

FNOXTIT adido nuclelco 0
T-HOMAS dtido nucleled 11
- NOX-F5 Seldo nuclelcd T2
CROX-ATZ ‘8dt6 nuclelco 13
T-HOX-F12 Bddo nucleico L
[ L-NOX-GH ackio nuclelce 15

ghrellif Thumano) péplido B
i ohrelin humans {1 - 10) péptida 17 |

ghrelin humane (1 = 3) . pEphido 18
"ghrely ralay paplids 18

SECUencia ag| JIBND 5 Ecido nucleico 0
t.manm Acido nudden 21
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Ejemplo1: Llgandos de &cldos nucleicos de unidn a ghrelin

En s sclictyd de patenis europea EP 020 23 627.8 v 13 solicibug de
patents intemacional PCT/EPOXOBS42 se deecribe la generecién dm los
ligandes de acidos nuclelcos dé unidén a ghrelin. Un grupo de talas ligantos da
dcidos nucleicas, oblenido =n ef procesa de saleccidn se musatra an la Fig 1 A
El don L-NOX-B11 es Ia sétuencia mas abundante en este grupq, ¥ - camo
lodos los oitos mivmbros del gripo - s funcional en una versién larga y 1na
truncada (L-NOX-B11 (86] y L-MOX-B11 [47]}. Para ta ekingacién de loa dlonkes
tiuncadas, 3= pueden afadir las sacuencias del Nanco 5 y dal Nance 3 a las
secLanclas canirales moalradse

flanca §' §' - GGAGCUCAQACUUCACY -3' BEQ D n® 20.

Ranco 3 5 -UACCACUGUCGGUUCCAC - 3' SEQ |0 N 21

En {2 figura 1 A eglaments s= resuman A3 versiones runcedas, y en
esta coliciiud de petenta, s presentan salamente log resultados concarnientes
g ertps <iknes bruncados. Sin embargo, |as carackeraficas do L-NOX-B11 [47]
descrites &n esta mérmarda descipliva también conciemen a odes las
varslones alargadas da todes las secuenches truncadas.

Loa clongs individualea an al grupo L-NOX-B11 estdn conservados en
gran medida y muestran tramas lagos de identidad da secuencia. La siguiente
secuencia de consenso Ee puede ganar a paddir de fas clanes mostrados an [a

faura 1 A

rﬂmnwilﬂﬂ'ﬂ\ﬁ;..“pmmmMA&RWC‘CG.MGGHAMWI'If'..l"..Ilrlﬂi'h‘qup'im

(BKQ. 11N N 1)

en la gue Y signifiza U o C, R significa A o G, W elgnifica U o A
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Come so pusds obeervar, |a susttudin de nucledtidos salo se encuertra
&h unas pocas posiciones, Ademas, exigten cuatre repiones definidas, donde
sa da inasrcion de setuancias; estos loci de Inserclon se dasignan como ns 1
alns 4 y comesponden a 58 letres ‘N . »' en @ SEQ ID N® 4, En eslas
posiciones pueda lraediarse cudlguiss nudeblido en cualkguier ndmero,
preferiblemenle en un niimers dado en s parénteeis en la SEQ D N 1. En el
locus da irsarcion 2, el nucledtdo preferido insertado @6 un reelo adenosina.

La secuancia de L-NOX-B11 se pllega en una estructura sstundara
caracterisffica mostrada &n la figura 1 B, que comprende Un tallo Basal, un bucle

" inferno, v una esfructure tallo-bucia tetrninal. Un andliss detallads de lodas las

epcuancias tentra del qrupo muesica e oz lod de insercidn de la secvencia
principalmente caen en la regldn del bucle interno [Ins 2). El tallo-bucia tarminal
asl como ol talfa basal son slempre |dénticos ¥ parecé que san altamente
caraclarsticos para esta familia de molécylsd d& union a gheslin ¥y sUs
caracierfalicas =spaclficas. Es nacesario menclongr, gue se pusden raalizar
varizs sustituciones de sacuencia, obviae para los expertos en la técnica, qua
ng intemumpen ¢ &do internampen Bgeramente |s estruchurs sescundaria
praporcionada en la Fg. 18, sin pérdida de la funcidn eapecifca dal Acido
nucleica, es decir la dacriminacién del gh;nin bioactive frente al bla Inacthe,
En vadas salecciones descritea en fa solkihed de pajents suropea EP 020 23
627.8 v ka adlivilud de patertte internacional PCT/EPO3/08542, s sncontranon
estos tipos de saowenclas medificadas. Las ceracter(slices descritas pam L-
NOX-811 se pueden ftransferdr a aquellas secuancias, gque eshin

suficianternante conservadas con reapecto a la secuengia y aslructura.
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Elemplo 2: Procegdimiento para anallzar 1a heracién de calcio indeeida
por ghrelin

La caracterizacion funclonal de Spiegeimers de unidn a ghrelin se reallza
e yn sislema de ensayo celular que conbmla I3 interaccion die ghrelin y el
receptor do secretagoga de la honmone de cretimiente humana {GHS-R). La
IBerscidn de calcio intracelular que se produce por |2 inderaccidn receptor -
Ugendo se visualiza por madio de un indicador de calcks fiuorescantea.

Células CHO tranafectadas e:u';blas qua axpresan & recaplor de ghrefin
humano (GHS-R1a) (obtenido de Euroscresn, Gosselies, Balgica) s slembran
con 5 -7 % 10° células por pacillo en una placa da B8 pocilios negros con fondo
transparenta (Grainer) y ea culiivaron duraniz toda una nocha a 37°C y CO; al
5% en medio UNraCHO {Cambrex) que contenla ademids 100 unklades'md da
penidiing, 109 poimi de estreptemicing, 400 g/l de geneticina y 2,5 pogiml de
hunglzona.

Antes de cargar con el tirde indficador do <alcio fluo - 4, s2 lavarnn Ias
células una vez can 200 pl de CHO-UK (probenecid 5 m, HEFES 20 mM en
medio Ultra CHD). Despuée se affaden 50 pl de ka solucién da tie indicador
(10 UM de Tlua-4 (Molaculer Probes), D,08% de pluronic 127 (Molecular Probes) '
an CHO-U+} vy las caiulsa ae Incuban durante 60 minutoe a 37°C. Después de
e6to las celulas se |avan tres veces con 180 pl da CHO-U+. Finalmente se
aftaden por pocilla 80 pl de CHO-UH,
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En al ensayo du estimulacitn, s usan verslones de longitud eampleta &
runcadas de ghrefin L humano o de rata, o blen eh la forma ectanglio o
desoclancilo, como ee ha indicado [ghrelin L y desottancil-L-ghrelin se
obésvieran de Bachem (Basilea, 3viza), v ghralin L (1 - 5}, ghrelin L (1 - i01, ¥
dasoctanoil-L-ghrefin (1 - 5} eran de Phoenlx Phammaceuticels {Bakmant, GA}.

Los péphidos respectivos incuban en CHO-U+ dusamte 15 a B0
migutos & temperatura ambignte an una placa de 96 tuboa de G,2 il de Bajo
perfiL. En estas soluciones de esfmulacion, o péplido estd 10 veces
cancardrada comparado con el ensayo. Fara ky deteceldn de |la Iberaciin de
calcie, 1a solucidn de estimulacién se afinde & lzs calulas {10 ulpocille}, ¥ se
cortrofa el camhbio de fa safal de fluorescancla, La madicion de ins sefigles de
frorescencia s= hace a une lengibd de onda de excitacidn de 485 nm y una
longitud d& onda da emisidn de 520 nm an un lector da placas multtdateccion
Fluoslar Optimea (BMG).

Para la medicidn =n paralelo de varas muestras, loa pozilos de una fila
{perpendicular) de una placa de BE pocillos s= ragistran [untos, Primero se
hacen tres leciuras con un destage de tlempo de 4 segundos para la
determinaclén de ia linea de baga, Daspuds 3@ Imemempe i registro v so rekira
la placa dat Inatrumanto. Usendo una pipata multicanal, ee afladen 10 pl da la
solucién de asfimubacidn a los podlles, despuda |la placa se mete en gl
instrurnento otra vez ¥ e cortinda la medicion. En kel se nealizan 20 regisiros
con int=rvalos de liempo da 4 sagundos.
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Para cada poclic s= dateemine la diferencia enfre la fluorescencia
maxima y ¢! valor de Iined basy (Frux- Far) ¥ 56 rapresanla graficamante frante
a concentraciones de ghrelin. En & figura 2, e muesiran |as curvas dosis
respuesta de octancil- y desoctencil - ghralin humano {péplido e longitud
completa y druncado). Reeulta gque terio el octancil - ghrelin de longltud
complela ¢como el tuncado inducen la liberackdn de calcio, sin embango, en
diferentes gredos: el cctanoll - ghrelin de lonpliud completa muestra actividad
maxima a una concentracion de 30 nM, mientraz que af actanod - ghrslin 1 - B
solamente estimule & mayores concentraciones de péptida v no alcanza la
m&dma imensidad de safial an & intervak) de cancentrackin ohaervado. Las
formas de descctanoflo de ambos péptidos no astimulan 2l recaplor glrelin
humana 2 ninguna conceniracidn analzada en 6l ensayn, Este experimanio
confinma gue os cingd aminoacidas N-teminales da ghraelin son suficlentes
para la estimulacion dal rageptor de gheelin humane, y qua gl grupa octanollo
£e esancial para |g aclividad bioldgica de ghralin.

Ejemplo 3 Inhiblelén da Rberacion de calcio nduclda por ghrelin
mediants Splegelmare de unldn @ ghrelin

La Inhiblcidn da la beradion de calcio indusids por ghrefin $8 midid
usardd o ensayo celular descrito en &l ejsmplo 2. Como una modificacion dal
procedimientn, las sokciones de esfimulacion en el ensaye de Inhibickdn se
suplameniaran ¢on ¢antidades warlablea del Spiegeimar L-NOX-B11. Camo

P©
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conlred, se analizaron muestres con péplide solamante {médma Mberacidn de
calclo] ¥ mueetas sin paplido {Mheracidn minima de calclo), Después de
incubacidn duranta 15 - 603 minutce a I@mperatera emblents, ee anadienon 10 pl
da lae soliciones de estimulacidn a lag céwias, dande como resultadae una
concantracidn final de péptido de 5 oM. Ueuaiment= se sligieron las
concanlracinngs finales de Splegelmer de 0,1 aM, 1 nM. 3 nM, 10 M, 30 nid, ¥
100 nit.

Fara cada pocillo s& determina la diferencia entre la fluoresocencia
maxima ¥ el valar de linea base (Fyax . Foun). LoB valores para el 100% de
actividad (sin inhlbicidn} y 0% de actvidad (mhibiciSn completa) Ba pLeden
vbtener a partir de 1as muestres 4@ conlral (Muestraz ‘con paptido solamerta’ v
'sin péptido”}, Pera todas las ofras muestras la actividad correspondgiente se
caicuia an ‘tanfo por cientp’ y se rapresenta grificamenta frenta a la
concentracidn de Spiegelmer (ourva de inhibicion), permillenda Ia
detemminackin da la constanta de inhiNcldn semi maxima (Clsy),

La figura 3 muestre 88 curvas de inhibicion que sa producan a parlr de
un expeiments, qua ahaliza la acividad inhibidora da L-NOX-BT1 ¢on formas
de longilud completa y truncada de octanall — ghrain, Resulta que el
splegeimer inhibe la aclividad dz todas Ima formas de octanoil-ghrelin
ensayadsas; @l pépldo de bongitud completa, gheelin 1 - 10, y ghrelin 1 - 5. Los
valores de Clse no muestran una degviaeldn significaiva para los trea péptidos
{ghrelin de longitud completac 7 nh, ghrelin 1 - 10: 9 nbd, ghrelin 1 — 5 8 niM).
Se-puede canciuir, que la reglén de unidn del Spiegelmer eatd locaizada e sl

a
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exiramo N de ghrefin, que comprankie los aminoacidos 1 - 5. La unién de L-
NOX-B11 a esie metivo minimo da ¢camo resultado la mhibiolén sficaz da Ja,
acdvidad biocldgica de ghrelin en &l ensaya celular.

Efemplo 4; Dilscriminaclén de actanoilghrelin ¥y  desoctanoil-ghrelin
mediante Spiegeimers de unisn a ghralin

Las caractarisficas da la unitn de Splegaimer L-NOX-B11 a ghrelin sa
analzaron posteriormenie &n un encaye de competiclén, basdndose en &l
procadimiento descrifo en el sjemplo 3, En eatos ansayos, sl Splagelmer se
incubd con diferentes combinaciones de péplidos ghrelin en las soluclones de
esiimulecién antes o# la estimulacion de células.

El esguama de combingtlones de pépilidos y los resultados del
exparimenta gon ghrelin de longilud complaia be reeumen en la figura 4 {barras
numeracas de izquierda a derechal sin ningin ghralin, o con desoctanoi -
phiefin #n una concenbracidn final da 300 nM, no se pusde detaclar
selimulacian de cHulas (barras 1 y 2). aunque ya octanoil - ghrelin én una
concentracion de 10 nM ee suficlente para madiar |2 lberacion de calclo (barra
3); la adiclin adiclonal do desocianall - ghrelin 300 nM {bara 4) n inlerflers
con la estimulackin de céluas, indicande gqua el desochanpll - ghrelin
bloldgicamente IMactive no 85 un antagoniela del racepltor. La libaracién de’
caldo mediada por ottanoll - ghselin 10 R g2 puede inhibir par un exxcesa de 3
veces da L-NOX-B11 (barra 5), @ incluso la presencia de dasoctancil - phrelin
2n un exceso de 30 vecas (300 nM) sobre octanoil - ghralin no compite por
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Inhibicién {barm 6), Por el contradae, una concentraddn de eneaye de octanoil -
ghyeiin 300 nll y Seiegalmer 33 nM musstra un ineremanto en la lbemcidn de
calcio {harra 7), proporciohanda evidencia de que bajo estas condiciones de
ensayo 50 puade loprar una potenciaclén e la estimulacidn con octanad -
phrelln .Este experimenta demueelra, gue L-NOX-B11 especifcamenle
dizcrimina entre ghrelin en la orma actanalle ¥ Ia fomma desoctanailo.

El axperimemo se repitid can ghralin 1 - § en lugar dal péplido de
longifed completa, mesfrando resullados idéndleon (Fig. 5). Sin embargo
tependiendo de la acthidad estimulsdora mas débll de ghralin 1 - 5, lag
sefiales son comparaiivaments mas bafes,

Ejemplo 5. Roquetimiontos de unidn do L- NOX-B11 a octanoll -
ghrelin

Bl shlo de unkdn para L-NQX-B11 en octanoll - ghrelin se Jocalize an el
extrerno N dal péptido [comparar el glemple 3) e implica &l grupo octanolie
(comparar & ejemplo 4). La importanda a Implicadian de ambos companantes
para al caso de unidn, peptido y grepe de Acido grasa, se mussira an of
eifuiienia exparimanta.

B fundaments da sste experdmentn o5 gue, |08 Spiegelmerns se unen a
sus péptidos diana de una manera ehantio - especifics, ¥ e prople gnpo
octanpilo 85 Un orups ageriral, Sila parte de &cido graso da ghrelin sala irera
suilclenis para unir el Spiegeimer, sl acio de unldn no earla enantla - ealackvo
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con fespecto @ la parte péptido; entonces D-NOX-B11 y L-NOX-Bi1 se
dabarlan pni & D-octanal] - ghrelin de una manara eimilar.

El NOX-B11 se sintefizd gulmicarente comao L- vy D- ARN ¥ 88 march
radiactivienenta usando T4 - Polinucleéddoquinasa {nvitrogen, Kasleruhe} con
y= 2[PJ-ATP [Harimann, Analytic, Braunachweig). E] ARN se purificd sobre Un
gel de poliacrilantida desnaturalizants el 10% y ae incubaron 0.5 - 5 p moles da
ARN con D-ghrelin bigtinilade 5 pM en tampdn da unidn [TrisfHG! 20 mM, pH
7.4; NeGCl 150 mb; KCi 5 mM; MgClz 1 mM; CaClz 1 mM; Tween-20 al §,1%]
durante 2 horas a 37°C. La comparallemante alta conceniracion de pépiide se
oligid para permilr confralar Inclusc las interacciones débilgs té Spiegelmers,
Fostelonnemts, =e ahatié una centided constanie de malriz Uiirakink
conjujada a Estreptaviding, Los compfejos ce ARN - ghralln unidos a la matriz
se lavaron eon tampdn de union, se cohtaron en un conlador de centallec
(Beckman |.38500), y =@ représantaron grificamenta comn porcentaje da |8
unién totel a D-ghrelin. Cada grupo experdimental pa analizd por triplicada. Los
resultados del experimenla se muesiran an la figura B,

Reeulta oie el D-NOX-B11 se une espaciicament a2 D-octanoll - ghralin
{barras 1 y 2), mienirag qua el correspondiente enartidmers L no k¢ hace
{barras 3 v 4},.Esla resultadg indica qus al r;:tu petanclio principaktents sirve
GOMW un grupe hidréfobo, que pragania ol motiva GSSFL M-terminal del L-
octanoll - ghredln en una confoanasidn an la gua ol Spisgeimer L-NOX-B11 se
une de manera eficaz. Tanto & péptido como la parte oetanoilo de L-octanci -
ghrelin son niecasarias para launion 8 L-NOX-B11.
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Las caracteriglioas de la pregent= invencion descritas en |la memaria
descriptiva, las reivindicaciones wo loa dibujos pusden ser meteral lanto

separadamenta como en cuaiquisr combinadon da los mismos pare reallzar la
invanclan en divearss s formas de la misma.
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Hablando desciile ta invencidn como antecede, se dedara ¢omo propledad o
contenido &n las siguientes

REIVINDICACIONES

1. Un acido nucleico que se une a un ghrelln bicactivo.
2. El dcido pusleico gue ee una aspecificaments 8 tn ghralin hioactve.

3. EFécido nucleico de acvendo con la relvindicacion 1, mediante el qua &l

Acido nuclelea no ge une espesiiicaments a un ghrellin Bloacliva.

4. El acido nucleico dé acverdo con la reivindicacidn 2 o reivindicacidn 3,
mediante €l que la unién especifica se expresa coma el valor de Kd,
mediarte & que & valer da Kd del Acido nucletea esté enhire 10 pM a 1
WM, mas preferblemants enire 100 pM y B00 nM, y b més
prefariblementa sntre 1 A y 100 nM.

5. El acide nucielco da acuerdo con cuslquiers de las reivindlcecionss 1
4, madiantea e! que ghrain blosétive as n-octarsoll ghrelin.

8. El ackio nucleico de acuerdo eon la reivindicacidn 5, én al que &l resto
n=octanollo del n-petanal ghrelin = ung mediante LN enlace éaber & la
Ser en la pasicion 3 da ghrelin,

qe



In

20

WO003049828 i6 PCT/EP2042012730

7. El dcido nucieico de acusndo con cuakjuiera de lee reivindicadfones 1 a
6, medente & que ol dcido mickico s w L-acklo nuclkico,
praferfblemente un Spiegeimer.

8. El Acido rudigico da acuerdo con cualguiera da las relvindicacion=s 1 a
7. medianle el qua ¢ Acido muclsica se gselecciona entre al grupo
comprandido per dcide desaxiribonuclelee, 4cida ribonucleico v las
mezcias da ioe mismos.

9. El 4eido nucleico de sovendo con cuslquiern de laa relvindicaciones 1a
B, mediants & que el Acllo nuclaico tiene una esiruchra secundana
mesirada en la figura 1 B.

10. Bl éetdo nucleico de acusrdo con cuakjuiena de |as reivindicaciones 1 a
9. medlants & qua & Acide nueclelco es variable en ba estructura del
bucle imkemo d& la estructura pecundaria mesbrada en ia figura 1 B.

11. El dcido nucleko da acuerdo con cualkqulera da las relvindicacionea 1 38
10, mediante al que el acide nucleico comprende, preferiblemente
consizt® an, una secuencia de acuerds conla SEQ ID N 4,

12, El dzldo nucleico de ecuando eon cuakjufers de |as relvindicaciones 1 a
11, mediante & que el Acido mucleks comprende, preferiblamente
consiete en, l& s=cuencia d& acusrdo con la 50 [D N® 2 a SEQ 1D N*
15. '
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13. El 180 de un dcldo nucleico de acuerdo con cualquiera de las
reivindicacionas precedentes pasa la Lnién de ghelin bleactivg,

14, B! uso de acuerdo con la reivindicacién 13, mediania & que s union es
selectiva pare ghrefin bicactive con un Kd de acido neclkeics entra 0
pM v 1 uM, mé&s preferiblamente anfre 100 pM v 500 ni, ¥ lo mas
preferfbletnante en el intervalo de 1 nM y 100 .

19. Usc de acuerdo con la relvindicacidn 13 & 14, madianie el que la unldn
exchrye la unidn de ghrelin difarents del ghrelin blcactivo en presencia
de un &xceso tde 1000 veces da ghrelin bloinacliva sobre ghrelin
bloactivo, mas preferiblemente an prasencla de axcesa de 100 veces
de ghrelin bicinacivo sabre ghielin bloactivo, ¥ o més prefenblemanie

" an presenciz de axceso de 10 veces de ghrelin bioinactive sobre
ahrelin bloactiveo.

16.Usq do acusydo con cusiquiere de las relvindlcacionss 13 a 15,
meadianta e que &l ghrelin bicactivo es neactanod ghredin.

17.1)50 de acterdo con cualguiers de fas reivindicacones 13 a 18,
madianle sl que da unidn es una unidn fn Wvo o in WEo.

18. El uso de un Scico nudelco de acuerdo ¢On cualquiera de las
refvindicaclones 1 a 12 para la defeccian da ghrelin bicactivo,
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15.Us0 de acuerdo con la reivindlcacion 48, medianie =t que el ghralin
bloaciive ee detecta espacificameania,

20. BT uso de= acuarte con las relvindicaciones 18 & 49, madlante & que el
ghmlin no bipactive no es deteciads por o dcido nuclelon,
preferiblementa no #& detectado especificamanda por el dcido nucleico.

21. Usp de acusrde con cualquiera de las relvindlcaclonee 18 & 20,
mediarte el qua 8l ghrelin bipactivo v / o el ghralin no bigactiva s&

datesta 1 vivo yio fn vilro.

22. El uso de uny acldo miclelco de acuerdo con clitiquiera de las
redindicaciones 1 a 12 pawa 1a inhibician de ghwelin bicactivo.

23. El Uso de acuerdo con la naivindicackn 22, medlante el que o ghrain
bioachve estd Inhibicko eapeciicamente,

24, El Uso de acuards ¢on la relvindicacion 23, mediante =l que al ghralin
nt: bioactivo no estd Inkibido por &l &cido nudleica, preferiblement= na
estd inhibiclo especifcamante por al agido nuclaico.

26.El usn de mscuardo con cualquiers ias retindicaciones 22 a 24,
mediarme ai que el ghralin bloactive ea n-octanall ghrelin.
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28, El uso da souerdo con cualquisra las relvindicaciones 22 a 25,
medants ¢ que la Iniwbicidn es inhibicitn fn v vio inhibiclon in vivo.

27, El uso de un dcide nuiddeico de acyerde con cuaiquierd de lxs
relvindicacionee 1 a 12 para la fahrdcacion de un madicamento,

28, El veo de atverdn ecn la revindicacién 27, an el que &l Medicamentn
es para ol tratamiento o prevenciin de una epjermedad wa un
trastarno,

20.El use de acuerdn con la reivindicacidn 28, en el qua (a enfermedad
yio frastorno a& selecciona entre &l grupe comprendida por cbesldad,
reguiackin de balance de anengia, apetin, peso corperal, mastomos de
abimeniacitn, diabeles, metabolismo de glucosa, tumer, presion
sanguinea y enfermedad cardiovascular.

30. B} uso de acuardo con la reivindicacion 28 4 29, an & que la
anfennedad yo trastorng estd mediado por un ghrefin bloactivo.

31, Un procedinienio para b detsccidn de ghrefn bioactivo, que
comprande ka3 siglientes etapas:

{a) proporcionar Una muestra que 4& va a &Nasyar pars svaliar b
presencia de ghrelin bioactivo,

{t) proporcionar un Acldo nucieico de acuerdo con cusiguiera de las
raisﬁndic.‘;nimnﬁ 1312,
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{c) hacer reaccionar la muestra con ef dcitlo rercleico,
medianta el qua la etapa (a) ea puede realizar antas de |a etapa (b), o la
etapa {b) se puada raalizar antes de la etapa {a).

32, B peocediniento de Acuerdo con @& reivindicacion 31, &n &l gque s=
praporciona una efapa {d) adicionak
id} detecter la reacckbn de fa muesina con & Addo nucleica.

33._El procedinianto de acuerdo con la reivindicacion 32, en = que sl &cido
nucleico de la atapa (b) 6std inmoviiizada a una superiicie.

34. 8 procedimianto de acverdo con la relndleackdn 33, en &l que el dckdo
nuclelao eatd Inmovilizado a una superficle mediente un enlsce quimico
covalerde enira la superficie v ol asido nuclsice.

3&. B} procadimiento da acuarda con |a raivindicacion 34, an al que &l Acido
nugleico eski inmoviEzado a une Superficia mediant= UNa parsja da
Interaccldn del ackio nuel=ico,

35. E! procedimientny de acuerdo con la reivindieacion 35, en el que Ia
parela de interaccion se salapciona enire & grupo comprendida por
acidos nuclaicos, polipéplidos, proteinas y anficuerpos.

37. El procedimianic de acuardo cop la relvindicacidn 36, en el qua la
pargja de interaccion ef un anlicuemo, preferiblementa un Anticusnpo

10l
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monbcional, en al que el anlicuerpe s une al écide nucleico da acuerdo
a0l cualguiera de las reivindicaciones 1 3 12

3B. El procedimlento de acuerdo con la velvindicacién 36, an al que I
pameja da Intersccion o6 un addo nuclgico, preferiblemeantsy un dcido
nucieico funcional.

39, EI procedimianto de acuerdo con I3 rebvindicacidn 33, en 2l que el dcido
nucleico funcional se salagclona entre =1 grupe comprendido por
sptanweros, spiagelmers, y acldos nucleicos qua son al menos
parcialmente conyementarios al dclde nucieico.

40. Ef procedimiento de aclarma coh la reivindicacion 23, en al gque & dcido
ruckeico camprende un pimer miambro de un par de perejas ds
Inferaccion ¥ la euperiicie camprende un segundo miambro del par de
parelan de imtaraceion.

41. El procadimlanio de acuertfo con ka reivindleackdn 40, en al que of par
de pareles de |neraccidt se sqlecciona enire e grupo da parejss de
aeraccién comprendido por bioting ¥ avidina, biotina y eatrepiaviding, y
hiotina y neutraviding,

42. E| procaedimiatito de acuemig con la relvindicacion 41, en el que el
prirer miembrng Jdel par de parejss de intersecion e biolina.
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42, El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicacionss 33

42, en el que ¢ forme un complejo inmovliizadp de ghwelin bioactive ¥ el
aciklo nucleleo.

44. E1 procedimients de acuerds con la reMndicacién 43, en el que se
detecta al complajo,

46. B} procadmianto de acuerdo con la raivindicacidn 44, en al qua s=
detecta el ghrelin bicactivo,

46. El procedimientd de acuenio con la reivindicacion 45, en & que se
detecta @l ghrefln bloacliva mediants un medic de delaceldn que es
espeacifico de ghrelln bloactiva.

47. El procedimiento de ecusrdo con e relvindicaciin 46, en & que se
detecta el ghrelin bicaclivo madiarie un medio de deteccidén que datecia
tanto ghrelin bioactive como ghielin no bicattivo,

48. El preciadimients de atuendo con cuakjuiera de las reivindicaclonas 44 3
47, en ¢ que o medio de deteccidn se solecciona amira & grupao
comprendida por acidos nucleicos. polipéptides, proteinas v anicusrpoa.

43, El procedimiento de acuends con cuakjulers de |as reivindlcationes 44 a
48, an gl que deapuds da la formadion del complejo la Muesia sa relira
¢le] recipiarme d2 reaceidn,

05
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50. El procediients de acuerdo con la ralvindlescién 32, en el que na
parejs e Inferaecion de ghrelin bioattivo ywo no bioacivo estd
inmovilzada sobie una superfice.

51.E| procedimiento de acuarde con la revindicacion 80, #n &l qua |a pareja
de indereccién se selecciona enfre el grupe comprendide por &cldas
nutisicoa, polipépidos, proieinas y anlicuerpos.

52 El procedirniento dé acusrde can s rebindicadon 51, en &l que (a parsja
da Interaccldn o5 cepaZz de unirse a ghrelin hipactive yfo ghrelt no
hicastive.

53.E procedimientn d& acuerdn con la reivindicacidn 81 0 52, snel quels
parsa de IMedaccion es un anticuerpo, prefadblemente un anticuerpo
menocional.

54, El procadimients de acusrda con fa reivindicacion 61 & 52, en & que la
pare|a da interacciin a5 un dckdo nuclelco funeional.

§5. El procadimiants da acuerde con la reivindicacitn 54, en &l qua el 4cida
nucleico funcional se salecclona antre el grupe comprendido por
aptameros y spiegeimans.

oA
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&4, El procadimiante da acuerda con clakjuiera de las relvindicacionea §0 a

66, en gl que la pare)a de intsracclin forma yn complejo con &l ghrelin
bicactivo wa el no Bioactivo.

B?. H procadimientt de aouerds con coalqulera de las reivindicadiones 50 a
56, en el que al ghrelin bisactvo s detecta por un Medio de dateccion.

58. El procedimlenta de acuando con la reivindicadon 57, én &f que &l madio
de deteccitin es un dcido nuoleico de acuerdo con cuslquiera e lae
reivindlcaciones 1 a2 12

59. El procedimianto de acuerdo con la relvindicacion 58, en el que & acido
nirdeico se detecta usande un segundn medio dg detsccion.

B0. El procadimiento de scusrdo <on la reivindicacién 58, en el que &
segundo medic da deteceidn sa selaccipna entra el grupo comprendhio
por &cidos nucielcos, polipéptidos, prolsinas y anbicuerpes. -

E1.El procedimiento de acuerdo can la relvindicacldon &0, an el que al
segundo medio de deleccidn es un anticvenpo, madiante & que
praferiblemente el anticuarpo es especifico para o acido nucisico.

52. El procedimlento da acuerdo con ja revingicacion 80, mediams el gue &l
segunde medio de detecoién es un dcido nucleico, preferiblaments una
guia molecular.
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83. El procedimienta de acrerdo con la reiindicacién 60, en el que &l dcids
nueteleo camprende vna mama da detecclén.

64, Bl procedimianto de ecuerdo con la refvindioacidn 63, en el gque la marca
e delecclén se seleceiona enlre el grupa comprendido por bloting, ung
marca de bromo - destaduriding, una marca da digaxigenina, una marca
de fluorescencla, una marca UV, une magca radiectiva, ¥y una molkacula
guelanig,

66.El procadimienta e acuerda con la relvindicacién 83, en el que &
sepundo medio de deteccidn interactia con la marca de detaccldn.

66. El procadimisnto de acuerdo con la relvindicacidn 85, an ¢l que

la marca de deteccion e blotina y el segunda medio de detecsion es un
anticuarpe dirigido contra bio@na, o en el qua

la marca de defecclén es bioling y o saguado meadio de deteceldn e
una eviding 0 una molécula qua lleva avidina, o en &l que

ia merca de deteccion es biofina y el ssgundo medio de defeeciin e
ung estrepiavitina © una molécula que Yeva astreptaviding, o an el gue
la m@area de debaccién &8 bigtina y e sequndo medio de deteccion &s

una neutraviding g una makécula gue Ieva neutraviding, ©

ok
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aen al que & manrca de dedeccién &8 vna bromo - ﬂasnuluﬁdina y el
saqundo medio de detection es un anficuerpp dilgido contra bromo-
desoxivridina, a en el gua

la marca de detecchdn es una digoxigenine y & sagunde medio de
datection as un andicuarpo difgido contra digoxigening, o

en gl que la manca de deteceldn &s un quelanie ¥ el segundo madio de
dateccldn gs un radinnlelida,

BT. El procedimiento de acuerdo con cuakjuiera de 1as reivindicacicnes 50

a 88, en & gue el segundn medio de deleccion ae deteck usando un
tercer medo de detaccldn, preferiblemerte af tercer madiy de
gdeteccion @3 una enzime, mas preferiblaments que mueswa una
reacalin ehzimifica tras |a deleccidn del segunde medio de dateccion,
¢ el tercer medio de deteccién ef un medio para deltectar radiscidn,
més prafariblements la radiacidn emifida por un radiomdcido.

28. Ei procedimienic do acuerdo con cualquiers de las reivindicaclones 56

a 67, en al gue después de la formacidn del comple]o la muesira se
refira de la reaccidn, mas prefadblaments ded redipients da reaccidn
danda e realizan la alapa {c] yio 1a etapa {d).

&8, Bl precadimients de acuerde con la reivindicacion 32, en & que €

dcido nucteico de acuerdo ¢on cuakquiera de |se relvindicaciones 1 a
12 comprénde un vesto de fluoressencls y madianta el que Ia
flucrsecencia dal resto de flusrescencia es diferenie iras la formacidn
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del compilejo enlre el dcikio nucleico v el phralin bioactive ¥ &l ghrelin
bloaciv libre.

70. B procedimients de acuerdo con fa refviadicacion 32 v 89, en sl que 8l
dcldo nucleico es un derdvado del Scido nudsfco de acuerdo con
cudlguiera de lae reivindicaciones 1 a 12, madiants el que el derivado
dal dcldo nudiaico comprende al menos un derivakio flucrescente de
adancaing gue rapmpiaza adenasinA.

71. El procedimiants de acuerds con la relvindicacion 70, an & que el
derivado Tlugrescenta de adenosna ee etendadennsing.

72. El procedirmientn de acuerds ¢on cuakjuiera de fas reivindlcacionss 69
A 71, en el qua & complejo constido por al derivado del arldo
nuclelco de acuado con cualiuriera de Jas rehdindicaclonss 1 8 12 y al
ghralin hioactvo se delecta usando Aucragtenda.

73. Bl procedimients de scuerdo con cuakuiera de les reivindicaciones 31
a 72, an el gt el ghrelin bioactivo ea n-octangil ghrelin,

T4. E! procedimienio de atuardo con cuslquiera de |as relvindicaciones 31
a 73, en gl que al ghralln no bloactive &s ghrelin que es difereate del n-
pctanoil ghrelin.

(00
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T5. El procadimiento de acuetto con cualquisrs de les refvindicacionea 11
a T4, an el que una sefial sa crea en |a elaps (o) & la ekapa {d) v
preferiblementa l1a sefial se comelaclona con la concentraclon de
ghirelln biocreaciva en |a muestca.

76. El procadimisnto e acuerio son cualgulera da &8 reivindicaciones 31
a Ta, en =l que |a muesira e selecriona entre &l grupo comprendido
por sangre, plaema, suero, ligor v t=fidos,

77. El pragedimiantg de acuardo £on cuakjulera da las relvindicacionea 31
A 78, en al que & procedimiento e un procetimiento de dimgnoetico o
procedimienio da prondsticn.

78. El procadimionta de acverdo con la seivindicaclén 77, en el qua al
procedimienty es pam diagnoela, deferminacién del alcance, yio
pronostico de una enfermedad yio Uaslorno, mediante sl que
praferiblemante dicha enfemmedad yio trastomno se seleciona entra el
grupe camprendlda por obesidad, regulacidn de balance de energia,
apedle, peso corporal, frastornos de  almenfacion, dlabsles,
metabalsmo da glucoas, umor, presién sanguinea y enfermedad
tardiovascular.



o

WONN5DavN2R 49 PCT/RPRO0MI0N275D

La presents menclén se mfiere a un &ido fudeEico que
sapecificamante se una 3 ghreln bisactivo, mas predgribiements n-octanof
ghredn, ¥ §u uso para la diagnosia de enfermedades y trastarnos mediados por
phrefin
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noembre secuencia frecuancia | Seq. 10
B11_ |COUGUG-—AGGCAAL U--—----AAMC L-UAAQUC COAAGGUAACCAAUCCUAC-ACG €5 4
G2 |CGUGUG—AGE CAGU——— —AAAACL —LM&GUCC GMGGWCWMURG- ACG 1 k
Ef2_|CGU GUG—AGG CAA———AMAACU-UAAGL G CCAAGGUAACCAALIC QL_IGG--HOG f F
BY__ | CEUGUG--AGGCAA——— -AAAACA-UAAGUCCEAAGRUAACCAALICCUAC--ACS : -
4 E

| A8 | CGUGLGC—AGGCAAY——— AAMEG-LIAMGUCCGAAGBUAACCAAUCCUAC_ACG
B1Z_|COUGUG—AGGCAAY ——_AAAACUUGUAAGUCGCGAAGGUAACCAALICCUAC—ACT
E3_ | COUGUG_—AGGCAAM——AAAACU-UAAGUCCGAAGGUAACCAAUCCUAG—ACG

1

£ 8

C12_EBUGCCOUGAGGLA—— —AAAAC=GUAAGACCGAAGGUAACCAUUCCUACLCACG. 1 ]
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