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(57) Abstract

The invention relates to a method of detecting telomerase activity involving the following steps: (a) a test specimen is prepared,
(b) a first primer suitable as a telomerase substrate and nucleoside triphosphates are added and the reaction mixture is incubated under
conditions conducive to primer extension by the telomerase; (c) amplification of the extension product produced by the telomerase; (d) the
amplification product obtained in step (c) is immobilised on a solid phase; and (e) the immobilised amplification product is detected or
quantitatively measured. The invention also relates to a reagent kit for carrying out the claimed process.

(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Telomerase-Aktivitit, wobei man: (a) eine zu testende Probe bereitstellt; (b)
einen als Telomerasesubstrat geeigneten ersten Primer und Nucleosidtriphosphate zugibt und das Reaktionsgemisch unter Bedingungen
inkubiert, bei denen eine Primerextension durch die Telomerase stattfinden kann; (c) eine Amplifikation des durch die Telomerase
erzeugten Extensionsprodukts durchfuihrt; (d) das in Schritt (¢) erzeugte Amplifikationsprodukt an einer Festphase immobilisiert; und (e) das
immobilisierte Amplifikationsprodukt qualitativ oder/und quantitativ nachweist. Weiterhin betrifft die Erfindung einen zur Durchfithrung
des Verfahrens geeigneten Reagenzienkit.
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Verfahren zum Nachweis von Telomerase-Aktivitat
BESCHRETIBTUNG

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis

von Telomerase-Aktivitadt sowie daflir geeignete Reagenzien.

Telomere sind spezifische Strukturen an den Enden von Chromoso-
men und bestehen bei eukaryontischen Organismen aus einer
Anhaufung von sich wiederholenden definierten Nucleotidsequen-
zen (Repeats), die beispielsweise beil Menschen die Seguen:z
TTAGGG enthalten. In somatischen Zellen fihrt jede Replikation
der Zelle unweigerlich zu einer Verkirzung der Telomerenden und
ab einer bestimmten Unterschreitung der Telomerlange schiiefs-
lich zum Absterben der Zelle.

Virus-transformierte oder immortalisierte Zellen dagegen zeigen
keine Reduzierung in ihrer Telomerlange. Dies 1ist durch die
Aktivitat eines endogenen Ribonucleoproteins in diesen Zellen
begrindet, welches als Telomerase bezeichnet wird und in einer
der Reversen Transkriptase ahnlichen Reaktion der Telomerver-

klirzung entgegenwirken kann.

Da die Expression der Telomerase nach bisherigen Erkenntnissen
auf Tumorzellen, Keimzellen und. immortalisierte Zellen be-
schrankt ist, stellt dieses Protein einen vielversprechenden
Parameter fur eine Diagnostik von Tumoren sowie einen Angriff-
spunk: fir eine Tumortherapie dar (vgl. z.B. die Ubersichts-
artikel von Greider, 1994, Curr. Oppin. Gen. Dev. 4, 203-211;

Counter et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 2900-290¢4
und Hiyama et al., 19985, Nature Med. 1, 249-255) .

Die in der Literatur beschriebenen Verfahren zum Nachwels von
Telomerase-Aktivitat basieren alle auf einer in vitro-Detektion
der Enzymaktivitét. Ein immunologischer Nachweis des humanen

Enzyms ist derzeit nicht méglich, da seine Proteinsegquenz noch
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nicht bekannt ist. Lediglich die Sequenz der Telomerase aus
Tetrahymena wurde kUrzlich beschrieben (Collins et al., 1995,
Cell 81, 677-686).

Bei den in der Literatur beschriebenen Nachweisverfahren
unterscheidet man zwischen 2zwei prinzipiellen Methoden. Die
erste Methode beruht darauf, daf ein aus der Telomersequen:z
abgeleitetes synthetisches Oligonucleotid als Primer dient.
Dieser Primer wird zusammen mit unmarkierten Didesoxynucleoti-
den und einem radioaktiv markierten Desoxynucleotid einer
Probe, z.B. einem Telomerase enthaltenden Zellextrakt zu-
gesetzt, wobei der Primer durch die Telomerase spezifisch
elongiert und das Syntheseprodukt dabei radioaktiv markiert
wird. Der Reaktionsansatz wird anschlieflend gelelektrophore-
tisch aufgetrennt und das Bandenmuster durch EXposition eines
Réntgenfilms mit nachfolgender Entwicklung sichtbar gemacht
(Morin, 1589, Cell 59, 521-529; Nilsson et al., 1983, Oncogene
9, 3043-3048).

Auch bei der anderen Nachweismethode wird zunachst ein Telome-
rase-spezifisches Elongationsprodukt erzeugt. Dieses wird
jedoch in einer anschliefenden Polymerasekettenreaktion (PCR)
amplifiziert und gleichzeitig durch Zusatz von radioaktiven
Desoxynucleotiden markiert. Der Nachwels der markierten PCR-
Produkte erfolgt durch Gelelektrophorese (Kim et al. 1994,
Science 266, 2011-2015).

WO 95/13381 beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von Telome-
rase-Aktivitat, wobei ein zu testender Zellextrakt mit einem
Primer in Kontakt gebracht wird, der keine telomeren Repeatse-
guenzen enth&lt, wobei die Telomerase eine EXtension des
Primers durch Anflugen telomerer Repeatseqguenzen Katalysieren
kann. Anschliefend erfolgt eine Amplifikationsschritt unter
Zugabe eines zweiten Primers. Der Nachweis der Telomerase-
Aktivitat erfolgt schliefllich durch gelelektrophoretische
Auftrennung der resultierenden Amplifikationsprodukte.

Diese Nachweisverfahren des Standes der Technik besitzen jedoch
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einige Nachteile. So hat ein Nachweisverfahren ohne Amplifika-
tionsschritt eine zu geringe Sensitivitat fir routinemafige
anwendungen, da Extraktmengen mit 10° bis 107 Zellen eingesetzt
werden mussen. Zur Untersuchung von primarem Tumormaterial, das
nur in geringer Menge zur verfigung steht, 1st diese Methode
deshalb nicht verwendbar. Weiterhin bewegt sich die Exposi-
tionsdauer der Gele im Bereich von 2 bis 7 Tagen, was ebenfalls
auf die geringe Sensitivitat zurickzuflihren ist. Bei der einen
Amplifikationsschritt enthaltenden Nachweismethode tritt dieser
Nachteil zwar nicht auf, da routinemaffig nur 10° Zellagquivalente
pro Test eingesetzt werden missen und 10° Zzellaquivalente
reproduzierbar nachgewiesen werden kénnen. Die Expositions-
seiten der Gele betragen jedoch auch bei diesen Verfahren noch
mindestens einen Tag (Kim et al., 1994, Supra; Chadeneau et
al., 1995, Cancer Res. 55, 2533-2536) .

Beide in der Literatur peschriebenen Nachweismethoden haben den
Nachteil, daf die Markierung des Elongationsprodukts bzw. des
PCR-Produkts mit radioaktiven Markierungsgruppen erfolgen muf,
um befriedigende Ergebnisse 2zu erhalten. Dies fuhrt zu hohen
Expositionszeiten und zum unerwinschten Entstehen von radio-
aktivem Abfall. Weiterhin hat die elektrophoretische Auf-
trennung des Reaktionsansatzes, gefolgt von anschliefender
Exposition und Entwicklung eines Réontgenfilms einen hohen

manuellen Aufwand zur Folge.

Daruberhinaus erlaubt keine der genannten Methoden einen hohen
Probendurchsatz. Fur eine Automatisierung, wie sie z.B. fur die
Routineanalytik oder fur ein Ef fektor-Screening notwendig ist,

sind sie nicht geeignet.

Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand
somit darin, Nachteile der Verfahren des Standes der Technik
mindestens teilweise zu peseitigen. Diese Aufgabe wird geldst
durch ein verfahren zum Nachweis von Telomerase-Aktivitat,
dadurch gekennzeichnet, daf® man

(a) eine zu testende Probe bereitstellt,
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(b) einen als Telomerasesubstrat geeigneten ersten Primer und
Nucleosidtriphosphate zugibt und das Reaktionsgemisch
unter Bedingungen inkubiert, bei denen eine Primerexten-
sion durch die Telomerase stattfinden kann,

(c) eine Amplifikation des durch die Telomerase erzeugten
Extensionsprodukts durchgefihrt,

(d) das in Schritt (c) erzeugte Amplifikationsprodukt an einer
Festphase immobilisiert und

(e) das immobilisierte Amplifikationsprodukt qualitativ

oder/und gquantitativ nachweist.

Uberraschenderweise wurde festgestellt, daf durch Immobilisie-
rung des Amplifikationsprodukts die Spezifitat der Telomerase-
reaktion beibehalten wird, d.h. ein positives Signal kann
reproduzierbar auf eine Telomerase-Aktivitat zurGckgeflhrt
werden. Die nach dem Stand der Technik erforderliche gelelek-
trophoretische Auftrennung des Reaktionsansatzes ist somit
Uberflissig. Weiterhin wird eine sehr hohe Sensitivitat
erreicht. In bestimmten Testformaten kann durch das erfindungs-
gemafte Verfahren sogar ein Sensitivité&tsgewinn gegentber den
Verfahren des Standes der Technik erzielt werden. Auferdem ist
bei dem erfindungsgemafen Verfahren die Verwendung von nicht-
radioaktiven Markierungen méglich und bevorzugt, wodurch die
beim Umgang mit radioaktiven Substanzen auftretenden Schwierig-
keiten vermieden werden kénnen. Diese Vorteile machen dadas
erfindungsgemaRe Verfahren hervorragend fur Routineanwendungen

in automatisierten Nachweisgeraten geeignet.

Das erfindungsgemiafRe Verfahren ermoéglicht einen spezifischen
Nachweis von amplifizierten Telomerase-Extensionsprodukten,
ohne daf eine Separation der Reaktionsprodukte erforderlich
ist. Dies konnte nicht ohne weiteres erwartet werden, da
samtliche Amplifikationsansatze neben den Telomerase-Exten-
sionsprodukten auch unspezifische Nebenprodukte wie z.B.
Primer-Dimere, Repeatseqguenzen enthalten. So mufste man beflrch-
ten, daft auch diese unspezifischen Produkte beim Nachweis mit

einer gegen die Repeatsequenz derichteten Fang- oder Detek-
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tionssonde erfaRt werden. Ebenso war zu befurchten, daf bei
Zusatz eines internen Standards dieser stets mitdetektiert
werden wirde. Uberraschenderweise wurde jedoch gefunden, daf
durch Auswahl geeigneter Hybridisierungsbedingungen. und
gegebenenfalls durch Zusatz unmarkierter Oligonucleotide, die
komplementadr zu den Primersequenzen sind, ein hochspezifischer
Nachweis von Telomeraseextensionsprodukten ohne Separations-

schritt gelingt.

Der Nachweis der Telomerase-Aktivitat erfolgt vorzugsweilse
durch Verwendung von Markierungsgruppen, insbesondere von
nicht-radioaktiven Markierungsgruppen. Als nicht-radioaktive
Markierungsgruppen konnen alle bekannten Markierungsgruppen
verwendet werden, z.B. immunologisch reaktive Gruppen, z.B.
Nucleotidanaloga oder Haptene, die mit einem Nachweisantikorper
reagieren koénnen, Enzyme wie etwa Peroxidase, Galactosidase
oder alkalische Phosphatase, fluoreszierende oder lumineszie-
rende Gruppen, z.B. Elektrochemilumineszenz-Gruppen, Oder
andere Nachweisgruppen wie etwa NMR-aktive Markierungsgruppen
oder elektronendichte Gruppen. Bevorzugt sind immunologisch
reaktive Gruppen wie etwa Nucleotidanaloga, z.B. Halogen-
derivatisierte Nucleotide wile etwa By-3dUTP, oder mit organi-
schen Resten, die mindestens ein C-Atom enthalten, derivati-
sierte Nucleotide wie etwa CH,-dCTP, oder Haptene, z.B.
Digoxigenin, Digoxin, Fluorescein etc., lumineszierende Gruppen
wie etwa lumineszierende Metallkomplexe, =z.B. Ruthenium-

Komplexe, und fluoreszierende Gruppen wie etwa Fluorescein.

Die nicht-radioaktiven Markierungsgruppen kénnen einerseits
direkt in das amplifikationsprodukt eingebaut werden. Dieser
Einbau kann beispielsweise durch Verwendung von markierten
Nucleotiden oder/und markierten Primern erfolgen. Andererseits
konnen die Amplifikationsprodukte auch indirekt z.B. durch
Verwendung einer geeigneten Markierungssonde markiert werden,
d.h. einer Sonde, die selbst eine oder mehrere Markierungs-
gruppen enthalt und spezifisch mit dem Amplifikationsprodukt
hybridisiert. Als Markierungssonden kann man z.B. Oligonucleo-
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tide oder/und Nucleinsiureanaloga verwenden. Die Hybridisierung
der Sonde an das Amplifikationsprodukt kann vor oder/und nach

dem Immobilisierungsschritt erfolgen.

Schritt (a) des erfindungsgemafien Verfahrens umfaft das
Bereitstellen einer zu testenden Probe. Vorzugsweise ist diese
Probe ein Zellextrakt, insbesondere ein Extrakt aus humanen
Zellen. Der Zellextrakt kann jedoch auch aus anderen eukaryon-
tischen Organismen wie etwa Hefen oder Tetrahymena stammen.
Vorzugsweise wird der Zellextrakt durch Lyse von Zellen in
einem Puffer hergestellt, der 0,01 - 5 Gew.-% eines nichtioni-
schen oder/und zwitterionischen Detergens enthalt. Andererseits
ist eine Lyse der Probe auch durch gegebenenfalls mehrmaliges
Auftauen/Einfrieren moglich. Anschlieflend werden vorzugsweilse
unldsliche Bestandteile, wie etwa zellulare RUckstande, durch
Zentrifugation oder/und Filtration entfernt und der Uberstand
gesammelt. Gute Ergebnisse werden mit einer Extraktmenge
erhalten, die 102 bis 10° Zellidguivalenten entspricht. Auch bei
Verwendung ven nur 1 - 10 Zellaguivalenten werden noch spezi-
fische Signale erhalten. Wenn es sich bei der zu testenden
Probe um Gewebe, z.B. Tumorgewebe, handelt, werden vorzugsweise

10 - 1000 ng Gewebe fur einen Test verwendet.

Schritt (b) des erfindungsgemafen Verfahrens umfafit die Zugabe
eines als Telomerasesubstrat geeigneten einzelstrangigen
Primers zur Probe und die Inkubation des resultierenden
Reaktionsgemisches unter Bedingungen, bel denen eine Primer-
extension durch die Telomerase stattfinden kann. Der Primer ist
vorzugsweise eiln Oligodesoxyribonucleotid. Die Lange des
Primers ist vorzugsweise 10 - 50 und besonders bevorzugt 12 -
30 Nucleotide. Bei diesem Verfahren kann man einerselts elnen
ersten Primer verwenden, der frei von telomeren Repeatsequenzen
ist. Ein bevorzugtes Beispiel fur einen derartigen Primer 1ist
ein von Morin et al. (1991), Nature 353, 454 - 456, beschriebe-
ner Primer P1 mit der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Nucleotidse-
guenz. Weiterhin wurde Uberraschenderweise festgestellt, dafs

auch Primer geeignet sind, die aus dem 5’ -Bereich einer
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retroviralen LTR-Sequenz, z.B. aus dem 5’ -Bereich der LTR-
Sequenz von HIV stammen. Ein Beispiel fur einen solchen Primer
ist in SEQ ID NO. 2 gezeigt. Neben einzelstrangigen Primern
kénnen im ubrigen auch doppelstrangige Primer mit einem 3'-

{lberhang eingesetzt werden.

Andererseits kann man auch einen ersten Primer verwenden, der
telomere Repeatsequenzen enthalt, z.B. den Primer P1-Telo mit

der in SEQ ID NO. 3 gezeigten Nucleotidseguenz.

Bei Verwendung von nicht-radioaktiven Markierungsgruppen wird
der Extensionschritt (b) vorzugsweise so durchgefihrt, daf nur
unmarkierte Nucleosidtriphosphate an den ersten Primer angefugt
werden kénnen. Der Grund hierfur ist, daf bei Anwesenheit von
nicht-radiocaktiv markierten Nucleosidtriphosphaten im Reak-
tionsgemisch, die von der Telomerase als Substrat verwendet
werden konnen, eine partielle Hemmung der Telomerase-Aktivitat
gefunden wird, die zu einer etwas ineffizienteren Primerelonga-
tion fuhrt. Dennoch ist in bestimmten Ausfuhrungsformen der
Erfindung der Einbau von nicht-radioaktiven Markierungsgruppen

auch wahrend der Primerextension moglich.

Vorzugsweise werden jedoch.nicht—radioaktivekMarkierungsgruppen
erst beim nachfolgenden Amplifikationsschritt (c) in das
Produkt eingefuhrt. Dies kann beispielsweise dadurch erreicht
werden, daft man nicht-radioaktiv markiertes CTP (kein Bestand-
teil der telomeren Repeat-Sequenzen) verwendet. In diesem Fall
kann die Reaktion als "Eintopfreaktion" ohne Kompartimentierung
durchgefihrt werden. Andererseits kénnen die nicht-radioaktiv
markierten Nucleosidtriphosphate erst spater mit dem Reaktions-
gemisch in Kontakt gebracht werden. Dies kann beispielsweise
durch Kompartimentierung erreicht werden, wobei die nicht-
radioaktiv markierten Nucleosidtriphosphate wahrend des
Extensionsschritts (b) vom Reaktionsgemisch durch eine entfern-
bare Barriere, z.B. eine bei hdheren Temperaturen schmelzbare
Wachsschicht abgetrennt sind. Andererseits ist naturlich auch

eine sequentielle Zugabe der Reaktanten moglich.
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Weiterhin kann es bevorzugt sein, daf® man nach dem Extensions-
schritt (b) eine zusatzliche Template-unabhangige Elongation
des von der Telomerase erzeugten Extensionsprodukts durchfihrt.
Diese Elongation wird vorzugsweise durch eine enzymatische
Reaktion, z.B. durch Anfiugen von Nucleotiden, z.B. durch eine
Polyadenylierung mittels Terminaler Transferase oder durch
Anligation wvon kurzen DNA-Fragmenten mittels DNA-Ligase
durchgefuhrt.

Schritt (c) des erfindungsgemadflen Verfahrens umfaflt eine
Amplifikation des durch die Telomerase erzeugten EXtensions-
produkts. Die Art des Amplifikationsschritts ist fur das
erfindungsgeméaffe Verfahren nicht kritisch. Typischerweise
erfolgt die Amplifikation durch Zugabe eines geeigneten Enzyms,
das eine Polymerisierung von Nucleinsauren bewirken kann, z.B.
einer Nucleinsaure-Polymerase oder einer Nucleinsaure-Ligase.
Vorzugsweise verwendet man ein thermostabiles Enzym und fuhrt

die Amplifikation in mehreren Zyklen durch.

Vorzugsweise werden zur Amplifikation zwel Primer verwendet,
wobei als erster Primer das Telomerase-Substrat und als zweiter
Primer ein geeigneter komplementarer Primer verwendet werden
kann. Durch enzymatische Katalyse z.B. durch eine Template-
abhadngige DNA-Polymerase entsteht das Amplifikationsprodukt
durch Anfugen von Nucleotiden an den ersten und zweliten Primer.
Der zweite Primer kann vorzugsweise mit der telomeren Repeatse-
quenz hybridisieren wie etwa der in SEQ ID NO. 4 gezeigte
Primer P2. Besonders bevorzugt wird hierzu ein sogenannter
Ankerprimer verwendet, der an seinem 5‘'-Ende einen nicht zur
telomeren Repeatsequenz komplementaren Bereich enthalt. Ein
derartiger Ankerprimer hat die Vorteile, daff keine Amplifika-
tionsprodukte entstehen koénnen, die langer als das ursprung-
liche Template sind, und dafd Primer-Dimere, die bei Verwendung
eines Repeatsequenzen enthaltenden Primers ebenfalls Repeatse-
gquenzen enthalten missen, nicht verlangert werden. Besonders
bevorzugt werden Ankerprimer verwendet, die an ihrem 5’-Ende

eine von Repeatsequenzen freie Extension enthalten, die
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mindestens 4 und insbesondere mindestens 5 nt lang ist.
Ginstigerweise ist die Lange dieses Sequenzbereichs 4 - 20
Nucleotide. Am meisten bevorzugt sind Ankerprimer mit einer GC-
reichen Sequenz am 5’ -Ende. Oligonucleotide oder Nucleinsaure-
analoge, vorzugswelse mit einer La&nge von 10 - 50 nt, die eine
zu einer telomeren Repeatsequenz komplementare Seguenz und 5'-
seitig davon von Repeatseguenz freie Extension aufweisen, sind
generell als Primer in einem Verfahren zum Nachwels von
Telomerase-Aktivitadt geeignet. Ein Beispiel fur einen ge-
eigneten Ankerprimer mit einer 5'-seitigen 6 nt langen Ankerse-
quenz ist der in SEQ ID NO. 5 gezeigte Primer TE-ACT. Ein
pesonders bevorzugter Ankerprimer 1ist der in SEQ ID NO. 13
dargestellte Primer TE-3.2. Mit diesem Primer und mit analogen
Primern, denen im Vergleich zu TE-3.2 am 3’ -Ende bis maximal 3
Nucleotide fehlen, werden besonders gute Testresultate erhal-

ten.

Das Enzym ist vorzugsweise eine thermostabile DNA-Polymerase,
mit der viele Amplifikationszyklen ohne Inaktivierung der
Polymerase durchgefuhrt werden kénnen. Ein besonders bevor-
zugtes Amplifikationsverfahren ist die Methode der Polymerase-
Ketten-Reaktion (PCR).

Wenn nach der Extension eine zusatzliche Elongation, z.B. durch
Terminale Transferase erfolgt, kann fur den anschlieflenden
amplifikationschritt (c) ein zweiter Primer verwendet werden,
der komplementar zu dem durch Elongation an das Extensions-
produkt angefligten Sequenzabschnitt 1ist. Ein Beispiel hierfur

ist der in SEQ ID NO. 6 gezeigte Primer P3.

Alternativ kann die Amplifikation durch andere, dem Fachmann
bekannte Methoden erfolgen. So kann die Reaktion auch durch
eine Template-abhangige DNA-Ligase katalysiert werden, wobei
das Amplifikationsprodukt durch Anfligen eines Oligodeoxyribonu-
cleotids an die Primer durch die DNA-Ligase erzeugt wird.
Vorzugsweise ist die DNA-Ligase eine thermostabile DNA-Ligase

und besonders bevorzugt wird ein derartiges Verfahren nach der
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Technik der Ligase-Ketten-Reaktion (LCR) durchgefihrt.

Schritt (d) des erfindungsgemafien Verfahrens umfaft die
Immobilisierung des Amplifikationsprodukts an einer Festphase.
Als Festphase kann beispielsweise die Wand des Reaktionsgefalies
dienen. Alternativ koénnen auch partikuldre Festphasen einge-
setzt werden. Vorzugsweise wird die Festphase ausgewahlt aus
Mikrotiterplatten, MikroreaktionsgefaRen, Membranen, Mikro-
chips, Biocore-Systemen und gegebenenfalls magnetischen
Mikrobeads. Aufgrund des Immobilisierungsschritts wird im
Vergleich zu den Verfahren des Standes der Technik eine grofse
Zeitersparnis bei geringerem manuellen Aufwand erreicht.
Weiterhin ist ein hoher Probenduchsatz und eine Automatisie-
rung, z.B. fir die Routineanalytik oder fur das Screening von

Effektoren mdglich.

Die Immobilisierung der Amplifikationsprodukte an der Festphase
kann grundsatzlich nach jeder bekannten Methode erfolgen, z. B.
durch adsorptive Bindung. Vorzugsweise erfolgt die Immobilisie-
rung jedoch durch spezifische Wechselwirkungen, =z.B. Uber
Ankergruppen. Beispiele fur geeignete Ankergruppen sind
immunologisch reaktive Gruppen, die mit einem Festphase-
gebundenen Antikérper reagieren konnen, oder andere Gruppen,
die zu einer hochaffinen Bindung mit einem immobilisierten
Partner in der Lage sind. Ein bevorzugtes Beispiel fur eine
Ankergruppe ist Biotin, das mit hoher Affinita&t an eine mit
Avidin oder Streptavidin beschichtete Festphase binden kann.
Fir hohe Probenzahlen kan beispielsweise die von Savoysky et
al. (Nucleic Acids Res. 24 (1996), 1175-1176) beschriebene
Immobilisierungsmethode verwendet werden, bei der ein biotiny-
lierter Telomerase-Extensionsprimer verwendet wird, so daf? bei
der Amplifikationsreaktion Produkte entstehen, die Biotin als
Immobilisierungsgruppe aufweisen. Gleichzeitig wird wahrend der
Amplifikation [Me-’H)TTP eingebaut. Die biotinylierten und [*H]-
markierten Amplifikationsprodukte werden an Streptavidin-
beschichtete Fluoromikropartikel immobilisiert. Diese Immobili-

sierung wird aufgrund von Wechselwirkungen der von [*H]
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freigesetzten f-Quanten mit den Fluoromikropartikeln durch

gzintillationsmessung nachgewiesen.

Die Einfihrung der Ankergruppen in das Amplifikationsprodukt
kann in verschiedenen Stadien des erfindungsgemafien Verfahrens
erfolgen. So kann man beispielsweise einen oder mehrere Primer
verwenden, welche Dbereits Ankergruppen, z.B. Biotingruppen,
enthalten. Andererseits kénnen biotinylierte Nucleotide auch
durch Elongation des primaren Extensionsprodukts, z.B. mit
Terminaler Transferase oder mit DNA-Ligase, oder beim Am-

plifikationsschritt (c) eingefihrt werden.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung
ist es jedoch gar nicht erforderlich, daR das Amplifikations-
produkt selbst eine Ankergruppe enthalt. Eine Verankerung an
die Festphase kann beispielsweise auch durch Zugabe einer
Fangsonde erreicht werden, die eine oder mehrere Ankergruppen
tragt und mit dem amplifikationsprodukt eine unter den Reak-
tionsbedingungen stabile Hybridisierung eingehen kann. Bel-
spiele fur geeignete Fangsonden sind Oligonucleotide, welche
telomere Repeatseguenzen oder dazu komplementare Seguenzen
enthalten und eine oder mehrere Ankergruppen, z.B. Biotingrup-
pen enthalten. Besonders bevorzugt sind Fangsonden, die an
ihrem S’ -Ende eine Ankergruppe enthalten. Rls Fangsonde Kkann
2.B. das in SEQ ID NO. 7 gezeigte Oligonucleotid P4 mit einer

5’ -Biotingruppe eingesetzt werden.

Andererseits kénnen auch Nucleinsaureanaloga als Fangsonden
eingesetzt werden, z.B. peptidische Nucleinsauren (Nielsen et
al. (1991), Science 254, 1497 - 1500 und Dueholm et al. (1994),
J.O0rg.Chem. 59, 5767 - 5773) . Peptidische Nucleinsauren weisen
ein Uber Saureamidbindungen verknupftes Ruckgrat auf, daas
Nucleobasen als Seitengruppen enthalt. Die Verwendung von
peptidischen Nucleinsauren als Fangsonden - und auch als
Markierungssonden - ist 1in pestimmten Ausfihrungsformen des

erfindungsgemaften Verfahrens bevorzugt.
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Schritt (e) des erfindungsgemaflen Verfahrens umfaft den
gqualitativen oder/und quantitativen Nachweis des Amplifika-
tions-produkts. Der Nachweis erfolgt uUber die im Amplifika-
tionsprodukt enthaltenen Markierungsgruppen bzw. Uber die an
das Amplifikationsprodukt gebundenen Markierungssonden auf an
sich bekannte Weise. Vorzugsweise erfolgt der Nachweis bei
Verwendung von nicht-radioaktiven Markierungsgruppen 1in
automatisierten Mefivorrichtungen. Bevorzugt sind Melvorrichtun-
gen, 1in denen der Nachweis der Markilerungsgruppen durch
colorimetrische oder/und spektrophotometrische Methoden
erfolgt, z.B. durch enzymatische Umsetzung eines Substrats bzw.

durch Chemilumineszenz oder Fluoreszenz.

Der Nachweis wird vorzugsweise unter solchen Bedingungen
durchgeflihrt, die eine spezifische Detektion von amplifizierten
Telomeraseextensionsprodukten auch in Anwesenheit unspezifi-
scher Nebenprodukte ermdéglichen. Hierzu kann man Hybridi-
sierungsbedingungen auswahlen, die eine solche spezifische
Detektion erlauben, oder/und dem Ansatz unmarkierte Oligonu-
cleotide oder Nucleinsdureanaloga (Kompetitoren) zusetzen, die
komplementar zu den Primersequenzen sind, so dafs diese Sequenz-
bereiche maskiert werden und die Hybridisierung mit der Fang-
oder Detektionssonde spezifisch an internen Sequenzen der

Amplifikationsprodukte erfolgt.

Beispiele fur geeignete Hybridisierungsbedingungen sind 37°C
und ein Formamid-ireier oder Formamid-enthaltender Puffer (z.B.
5xSSC, 10 % Formamid, 0,1 % Sarkosyl, 0,02 % SDS, 1 % Blockie-
rungsreagenz in Maleinsaurepuffer). Beispiele fur geeignete
unmarkierte Kompetitoren sind die in SEQ ID NO. 14 und 15

angegebenen Oligonucleotide.

Im folgenden sind einige bevorzugte Ausfihrungsformen fur die

Testdurchfuhrung angegeben:

Version 1:

Als Telomerasesubstrat wird ein von telomer-spezifischen



WO 97/20069 PCT/EP96/05245

- 13 -

Repeats freier primer verwendet, z.B. mit der in SEQ ID NO. 1
oder 2 dargestellten Sequenz. Alternativ kann auch ein Repeat-
enthaltender Primer, z.B. Pl-Telo (SEQ ID NO. 3) verwendet
werden. Dieser Primer wird zusammen mit unmarkierten Nucleosid-
triphosphaten dATP,dGTP und dTTP im Extensionsschritt (b)
eingesetzt. Das durch die Telomerase erzeugte Extensionsprodukt
wird dann in Schritt (c) einer Amplifikation unterzogen. Die
fur die Amplifikation bendtigten Komponenten kénnen, sofern sie
die Extensionsreaktion nicht stdéren, bereits in Schritt (b) im
Reaktionsgemisch vorliegen. Andere Komponenten liegen 1n
kompartimentierter Form, 2z.B. unter einer schmelzbaren Wachs-

schicht, im gleichen Reaktionsgefafs vor.

Das Reaktionsgemisch 1n Schritt (c) enthalt neben den bereilts
in Schritt (b) anwesenden Komponenten einen zweiten Primer, der
eine Seguenz komplementar 2zur humanen Telomer-Repeat-Sequenz
enthalt, z.B. den Primer P2 mit der in SEQ ID NO. 4 gezeigten
Sequenz, oder den Primer TE-ACT mit der in SEQ ID NO.5 gezeig-
ten Sequenz, mindestens ein mit einer Ankergruppe versehenes
Nucleosid-triphosphat, z.B. biotinyliertes dUTP, mindestens ein
nicht-radioaktivlnarkiertesINucleosidtriphosphat, z.B. Br-duTP,
Br-dCTP, CH,-dCTP, DIG-dUTP oder DIG-AdCTP, und eine thermosta-
bile DNA-Polymerase, z.B. Tag-Polymerase.

Die Immobilisierung des Amplifikationsprodukts gemafy Schritt
(d) erfolgt auf einer Mikrotiterplatte, die mit einem Konjugat
aus Streptavidin und Rinderserumalbumin beschichtet ist. Der
Nachweis des Amplifikationsprodukts erfolgt anschlieffend mit
Hilfe eines Konjugats aus einem gegen die Markierungsgruppe,
2.B. Br-dU, Br-dC, CH,-dC bzw. DIG gerichteten Antikdérper oder

Antikdrperfragments und einem Enzym, z.B. Peroxidase.

Version 2:

Alternativ zu Version 1 wird das in Schritt (b) erzeugte
Telomerase—Extensionsprodukt mit Hilfe von Terminaler Trans-
ferase und einem oder mehreren Nucleotiden, z.B. dATP,

elongiert. Die Amplifikation erfolgt in diesem Fall durch
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Zusatz eines Oligo-dT-Primers, z.B. des Primers P3 mit der in
SEQ ID NO. 6 gezeigten Sequenz, sowie markierten und unmarkier-
ten Nucleotiden (siehe Version 1). Der Nachweis des Amplifika-

tionsprodukts erfolgt wie oben beschrieben.

Diese Version bietet Sensitivitdtsvorteile, da eine zusatzliche
Einfihrung von Markierungsgruppen (ca. 50 - 100 Markierungs-
gruppen pro Amplifikationsprodukt) erfolgen kann. Dies 1ist
insbesondere bei kurzen Telomer-Produkten von Bedeutung.
zusatzlich werden bei dieser Versuchsdurchflhrung ausschlief-
lich Telomerase-katalysierte Vollange-Extensionsprodukte
amplifiziert, da durch die Wahl des Primers eine Hybridisierung
mit Repeatsequenzen innerhalb des Elongationsprodukts ausge-
schlossen wird. Dies fuhrt ebenfalls zu einer erhohten Dichte

an Markierungsgruppen.

Alternativ kann die Immobilisierung der Amplifikationsprodukte
bei den Versionen 1 und 2 durch Einsatz eines biotinylierten
ersten oder/und zweiten Primers anstelle des Einbaus von
biotinyliertem Nucleosidtriphosphat erfolgen. Die Biotinylie-

rung der Primer kann beispielsweise an lhrem 5'-Ende erfolgen.

Version 3:

Im Gegensatz zu Version 1 und 2 wird ein Amplifikationsprodukt
erzeugt, das nur Markierungsgruppen, aber keine Festphasen-
ankergruppen enthdlt. Bei dieser Version wird daher wahrend der
PCR nur eine einfache Markierung der DNA durch Zusatz von
nicht-radioaktiv markierten Nucleotiden durchgefuhrt. Die
Immobilisierung erfolgt durch Denaturierung der Amplifikations-
produkte mit anschliefende Hybridisierung an biotinylierte
Fangsonden, z.B. ein Oligonucleotid mit der in SEQ ID NO. 7

gezeigten Nucleotidsequenz.

Bei allen Varianten ist alternativ eine seguentielle Testfuh-
rung ohne Kompartimentierung durch Wachs moéglich. Die Gesamt-
dauer aller Testdurchfihrungen betraégt maximal ca. 10 h und

vorzugsweise maximal 6 bis 8 h. Eine schematische Darstellung
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der Versionen 1 - 3 des erfindungsgemafien Verfahrens ist in

Abb. 1 gezeigt.

Version 4:

Die Telomerase-katalysierte Extension des Telomerase-Substrats,
-.B. des Primers Pl bzw. eines biotinylierten Primers P11,
erfolgt analog Version 1. AnschliefRend erfolgt eine Amplifika-
tion des Extensionsprodukts unter Zusatz eines zweiten Primers,
- B. des Primers TE-ACT. Die Amplifikation findet in Abwesen-
heit von markierten Nucleotiden statt. Daher ist wahrend
Schritt (b) keine Kompartimentierung notwendig. Nach der
Amplifikation werden analog Version 3 die Amplifikations-
produkte denaturiert und (1) bei Verwendung eines biotinylier-
ten Primers mit einer Markierungssonde, z.B. einem DIG-Gruppen-
enthaltendem Oligonucleotid, oder (ii) beil Verwendung von
nicht-biotinylierten Primern mit einer Markierungssonde und
einer biotinylierten Fangsonde hybridisiert. Der Nachweils

erfolgt wie in Version 1 beschrieben.

zusatzlich kann in einer bevorzugten Ausfihrungsform des
erfindungsgemaRen Verfahrens eine Standardisierung der Am-
plifikationsreaktion durch Zugabe einer vorbestimmten Menge

eines Amplifikationsstandards erfolgen.

Ein derartiger Amplifikationsstandard kann beispielsweise
hergestellt werden, indem man nach Klonierung eines Telomerase-
Extensionsprodukts in einen Klonierungsvektor 3'-seitig der dem
ersten Primer entsprechenden Sequenz eine beliebige, nicht in
den Telomerase-Extensionsprodukten enthaltene DNA-Seqguenz mit
Hilfe rekombinanter Techniken einfigt. Eine definierte Menge
dieses Konstrukts wird dann wahrend der Amplifikationsreaktion
dem Ansatz zugesetzt und zusammen mit den Telomerase-Exten-
sionsprodukten mit Hilfe der ersten und zweiten Primer am-
plifiziert. Ein Aliquot des Amplifikationsansatzes wird dann
mit Hilfe einer ersten Fangsonde und ein weiteres Aliguot mit
Hilfe einer zweiten Fangsonde analysiert. Mit der ersten

Fangsonde lassen sich Amplifikationsprodukte nachweisen, die
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sowohl von Telomerase-Elongationsprodukten als vom zugesetzten
Standard resultieren, wahrend die zweite Fangsonde lediglich
einen Nachweis der vom Standard abgeleiteten Amplifikations-
produkte ermdéglicht. Eine Normierung der Mefwerte auf den
Standardwert erlaubt nun eine quantitative Aussage uber die

Telomerase-Aktivitat in der getesteten Probe.

Bei Verwendung von 2 oder mehreren unterschiedlichen Markie-
rungsgruppen, die so ausgewahlt werden, daf? sie nebeneinander
nachweisbar sind, kénnen mehrere Detektionen, z.B. die Detek-
tion der Telomerase-Extensionsprodukte und des Standards,
sequentiell 1im gleichen ReaktionsgefaR erfolgen, d.h. die

Untersuchung von zwel separaten Aliguots entfallt.

Ein Vorteil des erfindungsgemafien Verfahrens besteht weiterhin
darin, daf Standards eingesetzt werden koénnen, die beim
Nachweis der Telomeraseextensionsprodukte, z.B. durch Immuno-
blot nach Gelelektrophorese, eine Bande ergeben, die auferhalb
der Banden der Telomeraseextensionsprodukte liegt. Somit 1ist

eine bessere Quantifizierung moéglich.

Alternativ lassen sich bei geeigneter Auswahl der Fangsonden
mit der ersten Fangsonde lediglich die vom Standard resultie-
renden Amplifikationsprodukte und mit einer zweiten Fangsonde
lediglich die vom Telomerase-Extensionsprodukt stammenden

Amplifikationsprodukte immobilisieren.

Beispiele fur geeignete Amplifikationsstandards sind in SEQ ID
NO. 8 und Abb. 5 gezeigt. Ein Beispiel fur eine Fangsonde, die
sich spezifisch zum Nachweis des in SEQ ID NO. 8 gezeigten
Amplifikationsstandards eignet, 1ist das in SEQ ID NO. S
dargestellte Oligonucleotid P5. Der Nachweis des in Abb. 5
gezeigten Standards kann z.B. durch das in SEQ ID NO. 8
dargestellte Oligonucleotid TE-CAT erfolgen.

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein

Reagenzienkit zum Nachwels von Telomerase-Aktivitat, umfassend
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(a) einen als Telomerasesubstrat geeigneten Primer,

(p) Nucleosidtriphosphate,

(c) Mittel zur amplifikation des Telomerase-Extensionspro-
dukts,

(d) Markierungsgruppen

(e) Festphasenankergruppen und

(f) eine Festphase.

Die Markierungsgruppen sind vorzugsweise nicht-radioaktive
Markierungsgruppen und kénnen in Form von entsprechend markier-
ten Nucleosidtriphosphaten oder/und markierten Primern VOI-
liegen. Andererseits kénnen die Markierungsgruppéen auch auf
einer oder mehreren Markierungssonden vorliegen, die unter

Testbedingungen mit dem Amplifikationsprodukt hybridisieren.

Die Festphasenankergruppen sind vorzugsweise Biotin und die
Festphase ist mit Streptavidin oder/und Avidin beschichtet.
Besonders bevorzugt wird die Festphase aus Mikrotiterplatten,
Mikroreaktionsgefafien, Membranen, Mikrochips, Biocore-Systeme

und gegebenenfalls magnetischen Mikrobeads ausgewahlt.

Die Festphasenankergruppen kdnnen einerseits 1n  Form Von
entsprechend modifizierten Nucleosidtriphosphaten Dbzw. auf
einem Primer vorliegen. Andererseits konnen die Festphasen-
ankergruppen auch auf einer Fangsonde vorliegen, die mit dem

Amplifikationsprodukt hybridisiert.

Die Mittel zur Amplifikation des Telomerase-Extensionsprodukts
umfassen vorzugsweise einen sweiten Primer und ein zur Am-
plifikation von Nucleinsauren geeignetes Enzym, vorzugswelse

eine thermostabile DNA-Polymerase.

In einer besonders bevorzugten ausfihrungsform enthdlt der
Reagenzienkit eine oder mehrere Markierungs- oder/und Fang-
sonden, die Markierungs- oder/und Festphasenankergruppen
aufweisen und mit Amplifikationsprodukt hybridisieren. Die

Markierungs- und Fangsonden werden vorzugsweise aus Oligonu-



WO 97/20069 PCT/EP96/05245

- 18 -

cleotiden und Nucleinsdureanaloga, insbesondere peptidischen

Nucleinsauren ausgewahlt.

Sofern gewunscht, kann der Reagenzienkit auch Mittel zur
weiteren Elongation eines Telomerase-Extensionsprodukt um-
fassen, z.B. ein Enzym wie Terminale Transferase oder DNA-

Ligase.

Daruberhinaus kann der Reagenzienkit auch einen internen
Standard zur Quantifizierung der Nachweisreaktion und ents-
rechende Mittel zum separaten Nachwels von Standard und

Amplifikationsprodukt enthalten.

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die
Verwendung eines Oligonucleotids aus dem 5’'-Bereich der LTR-
Sequenz von Retroviren als Telomerase-Substrat. Vorzugsweise
stammt das Oligonucleotid aus dem 5’-Bereich der LTR-Sequen:z
von HIV und besonders bevorzugt weist das Oligonucleotid eine
Lange von 10 - 50 Nucleotiden auf und umfafsit an seinem 3'-Ende
(a) die in SEQ ID NO. 2 gezeigte Sequenz, (b) eine mindestens
80 % und insbesondere mindestens 90 % homologe Sequenz oder (c)
mindestens die 10 letzten Nucleotide einer Seqguenz gemafd (a)
oder (b).

Weiterhin wird die vorliegende Erfindung durch die nachfolgen-
den Beispiele, Segquenzprotokolle und Abbildungen erlautert. Es

zelgen:

SEQ ID NO. 1 einen als Telomerase-Substrat geeigneten Primer
(P1);
SEQ ID NO. 2 einen weiteren als Telomerase-Substrat geeigne-
ten Primer (P-LTR);
SEQ ID NO. 3 einen weiteren als Telomerase-Substrat geeigne-
‘ten Primer (Pl-Telo);
SEQ ID NO. 4 einen Amplifikationsprimer (P2);
SEQ ID NO. 5 einen zur Amplifikation geeigneten Ankerprimer
(TE-ACT) ;
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6 einen zur Amplifikation geeilgneten 0ligo-dT-
Primer (P3);

7 eine Fangsonde (P4);
einen Amplifikationsstandard flir eine quantita-
tive Bestimmung der Telomerase-Aktivitat durch
PCR;

9 eine fur einen standardisierten PCR-Ansatz
verwendete Fangsonde (P5);

10 eine weitere Fangsonde fur einen standardisier-
ten PCR-Ansatz (TE-CAT);

11
-wei zur Herstellung eines Amplifikationsstan-
dards verwendete Primer (P1-ST und TE-ACT-ST);
SEQ ID NO. 13 einen zZur Amplifikation
geeigneten Ankerprimer (TE-3.2);
14

zwei Kompetitor-Oligonucleotide.

eine schematische Darstellung von drei bevorzugten
ausfiuhrungsformen des erfindungsgemalen Verfahrens;
das Ergebnis eines nicht -radioaktiven Nachwelses von
Telomerase im Mikrotiterplattenformat;

die Darstellung verschiedener erfindungsgemafer
Testfuhrungen;

den Nachweis von Telomerase 1n Abhangigkeit von der
eingesetzten Extraktmenge;

einen Amplifikationsstandard;

die Spezifitat des Nachweises von Telomerase 1n
Zellinien und Gewebeproben und

die Sensitivitat des Telomerasenachweises in Zel-

linien und Gewebeproben.

Beispiele:
1. Reaktionsansatz zum Nachweis von Telomerase geméf Version 1

des erfindunasqeméﬁen‘Verfahrens:

Es wurden 48 ul Telomerase/PCR-Puffer (20 mM Tris-HCl, pH 8, 3;
1,5 mM MgCl,, 63 mM KCl, 0,05% Tween-20 (W/V); 1lmM EGTA, 40 uM
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dNTP (N = A, G, C, U jeweils 10 uM), 300 nM Primer Pl oder P-
LTR (SEQ ID NO. 1 oder 2) oder Pl1-Telo (SEQ ID NO. 3), 20 pg/ml
T4g32-Protein, 0,1 mg/ml Rinderserumalbumin (RSA) (W/V), 2 U
Tag DNA-Polymerase) in ein vorbeschichtetes PCR-Reaktionsgeféafs
vorgelegt. Dann wurden 2 pl einer Probe (z.B. S 100-Extrakt aus
10° Zellaquivalenten) zugesetzt und 10 - 30 min bei 25°C
inkubiert.

Das vorbeschichtete PCR-Reaktionsgefaff enthielt lyophilisiert
an seinem Boden, mit einer Wachsschicht (z.B. AmliWax, Perkin
Elmer) ubergossen folgende Komponenten: 100 ng Primer P2 oder
TE-ACT (SEQ ID NO. 4 oder 5; 223 nM in 50 ul), 30 ng DIG-dUTP
(0,5 uM in 50 ul) und 370 ng biotinyliertes 4UTP (7,5 uM in 50
ul) .

AnschliefRend wurde eine PCR mit 25 Zyklen (30 s bei 94°C; 30 s
bei 50°C, 90 s bei 72°C) durchgefihrt. Beim Exrhitzen auf 94°C
schmolz die Wachsschicht und die lyophilisierten Reagenzien kam

mit dem Ubrigen Reaktionsgemisch in Kontakt.

Nach der PCR wurde ein Aliguot des Ansatzes in eine mit
Streptavidin—ThermoRSA—beschichteteMikrotiterplatteﬁberfﬁhrt
und dort 30 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde dreimal mit
jeweils 200 pl Waschpuffer (150 mM NaCl, 15 mM Na-Citrat, pH

7,0) gewaschen.

Dann erfolgte die Zugabe von Anti-DIG-Peroxidase-Konjugat (bel
Verwendung einer anderen Markierungsgruppe ein entsprechendes
anderes Peroxidase-Konjugat) und eine 60-minltige Inkubation
bei 37°C. Dann wurde nochmals dreimal in Jjeweils 200 ul

Waschpuffer gewaschen.

zum Nachweis wurden 200 pl TMB-Substratreagenz (100 pg/ml
3,3’,5,5' -Tetramethylbenzidin, 1 mM Citronensaure, 100 mM Na-
Acetat, 0,01% H,0,) zugesetzt. Der Nachweis erfolgte in einem

Mehrkanalphotometer bei einer Wellenlénge von 450 nm.
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2. Reaktionsansatz zum Nachweis von Telomerase gemadfR Version 2

des erfindungsgemafen Verfahrens:

Die Reaktion wurde bis zum Telomerase-Extensionsschritt wie
unter Punkt 1 beschrieben durchgefihrt. Dann wurden 2,5 U/ul
Terminale Transferase in 200 mM K-Cacodylat, 5mM CoCl,,

zugegeben und 60 min bei 37°C inkubiert.

anschliefend wurde eine PCR wie unter Punkt 1 beschrieben
durchgefiuhrt. Anstelle von Primer P2 wurde der Primer P3 mit

der in SEQ ID NO. 6 angegebenen Sequenz verwendet.

Der Nachweils der Amplifikationsprodukte erfolgte wile unter

Punkt 1 beschrieben.

Alternativ zu den oben beschriebenen Verfahren wurde die
Immobilisierung der Amplifikationsprodukte auch durch Ver-
wendung von biotinylierten Telomerase/PCR-Primer (P1l-Bilo oder
P1.TeloBio) anstelle des Einbaus von biotinyliertem dUTP
durchgefihrt.

3. Reaktionsansatz zum Nachweis von Telomerase gemafR Version 3

des erfindungsgemafen vVerfahrens:

Die Telomerase-Extension erfolgte wie unter Punkt 1 beschrie-
pben. Das vorbeschichtete PCR-Reaktionsgefaf enthielt dieselben
Komponenten wie unter punkt 1 beschrieben, aber kein biotiny-

liertes Nucleosidtriphosphat.

Die Durchfithrung der PCR erfolgte wie unter Punkt 1 beschrie-
ben. Nach der PCR wurden 10 pl des Ansatzes 1in 40 pl Denaturie-
rungspuffer (125 mM NaOH, 0,2 mM EDTA) gegeben und 10 min bel

Raumtemperatur inkubiert.

Dann wurden 450 ul Hybridisierungspuffer (62,5 mM Na-Phosphat,
pH 6,5, 630 mM NaCl, 0,0625% RSA (W/V) und 1 pM biotinylierte
Fangsonde, z.B. Oligonucleotid P1-Bio oder P4) zugegeben und
200 pl des Ansatzes in eine mit SA-Thermo RSA-beschichtete
Mikrotiterplatte Uberfihrt. Dann wurde 60 min bei 37°C inku-



WO 97/20069 PCT/EP96/05245

- 22 -

biert und anschlieflend dreimal mit jeweils 200 ul Waschpuffer

gewaschen.

Der Nachweis der Amplifikationsprodukte erfolgte wie unter

Punkt 1 beschrieben.

Alle Varianten des erfindungsgemafen Verfahrens wurden alterna-
tiv auch mit einer seguentiellen Testfuhrung ohne Kompartimen-
tierung durch Wachs durchgefiuhrt. Die Gesamtdauer aller

Testformate betrug maximal 6 h.

4. Reaktionsansatz zum Nachweis von Telomerase gemdfs Version 4

des erfindungsgemafien Verfahrens:

Der Telomerase-Extensionsschritt wurde wie unter Punkt 1
durchgeflihrt. Als Telomerase-Substrate wurden sowohl unbiotiny-
lierte als auch biotinylierte Primer verwendet. Im Gegensatz zu

Version 1 wurde kein vorbeschichtetes Reaktionsgefafl verwendet.

Die nachfolgende PCR wurde, wie unter Punkt 1 beschrieben, aber

in Abwesenheit von markierten Nucleotiden durchgefthrt.

Nach der Amplifikation erfolgte eine Denaturierung wile unter
Punkt 3 beschrieben. Bei Verwendung eines biotinylierten
Primers wurde eine DIG-markierte Markierungssonde und be:
Verwendung eines unbiotinylierten Primers eine DIG-markierte

Markierungssonde und eine biotinylierte Fangsonde zugegeben.

Der Nachweis der Amplifikationsprodukte erfolgte wie unter

Punkt 1 beschrieben.

5. Standardisierter Reaktionsansatz:
Mit Hilfe der Primer P1-ST (SEQ ID NO. 11) und TE-ACT-ST (SEQ

ID NO. 12) wurde ein Sequenzbereich aus der kodierenden Region
des Dbakteriellen Enzyms Chloramphilicol-Acetyl-Transferase
amplifiziert. Das resultierende 202 Bp lange PCR-Fragment (Abb.
5) enthielt Sequenzen aus dem Chloramphenicol-Acetyltrans-

ferase-Gen, die von den Sequenzen der beiden Telomerase Primer
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P1 (SEQ ID NO. 1) und TE-ACT (SEQ ID NO.5) flankiert werden.

Beim Telomerase-Extensionsschritt wurde eine definierte Menge
dieses PCR-Produkts (1 - 20 attomol) zugegeben, das - bei
Verwendung der entsprechenden Primer - ebenso wie die Telome-

rase-Extensionsprodukte amplifiziert wurde.

Der Nachweis und die Quantifizierung des Standards erfolgte
Uber Hybridisierung eines DIG-markierten, CAT-spezifischen
primers TE-CAT (SEQ ID NO. 10), wenn wahrend der Amplifikation
biotinylierter Primer eingesetzt wurde, oder durch Hybridis-
ierung mit einer biotinylierten, CAT-spezifischen Fangsonde,
wenn der Einbau von Markierungsgruppen wahrend der Amplifike-

tion erfolgte.

6. Reaktionsansatz PCR-ELISA

Der Telomerase-Extensionsschritt und die Amplifikation wurden
in einem einzigen, nicht -vorbeschichteten Reaktionsgefaf durch-

gefihrt.

Hierzu wurden der Probe (1 - 3 ul Zellextrakt entsprechend 1 X
10® bis 3 x 10° Zelléguivalenten oder 1 - 50 ug Gesamtprotein)
bzw. einer positiven Kontrolle (Extrakt aus Zellen mit bekann-
ter Telomerase-Aktivitéat) oder einer negativen Kontrolle
(RNase- oder hitzebehandelter zellextrakt) ein Reaktionsgemisch
zugegeben, welches einen piotinylierten Telomerase-Primer (z.B.
P1, t-LTR oder P1-Telo) einen Ankerprimer (TE-ACT oder TE-3.2),
unmarkierte ANTP und thermostabile DNA-Polymerase enthielt.

Das Reaktionsgemisch wurde zur Durchfihrung einer kombinierten
Primerelongation/Amplifikation in einen Thermocycler gegeben.
Dort wurde zunachst eilne Primerelongation fur 10 - 30 min bei
25°C durchgefuhrt. Dann wurde 5 min zur Inaktivierung der
Telomerase auf 94°C erhitzt. Anschlieflend wurde wie unter Punkt
1 beschrieben eine PCR mit 30 Zyklen durchgefihrt, wonach ein

zehnminltiges Erhitzen auf 72°C folgte.
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Ein Aliquot des Amplifikationsansatzes wurde dann denaturiert
und in Anwesenheit unmarkierter Kompetitor-Oligonucleotide mit
einer DIG-markierten Fangsonde hybridisiert. Das resultierende
Produkt wurde mittels der Biotingruppen an eine Streptavidin-

beschichtete Mikrotiterplatte immobilisiert.

Der Nachweis der immobilisierten Amplifikationsprodukte
erfolgte wie unter Punkt 1 beschrieben. Alternativ wurde der
Reaktionsansatz gelelektrophoretisch aufgetrennt (z.B. nicht-
denaturierendes Polyacrylamidgel), und die Banden auf eine

Membran transferiert und dort sichtbar gemacht.

7. Exgebnisse:

In Abbildung 1 sind die unter den Punkten 1 - 3 beschriebenen

Testformate exemplarisch dargestellt.

Abbildung 2 zeigt den nicht-radioaktiven Nachweis von Telome-
rase nach Immobilisierung auf Mikrotiterplatten. Pro 50 ul
Ansatz (Primer: P1-Bio) wurden 1 x 10° Zelldguivalente (Hela-
Extrakt) eingesetzt. A: Die Einfuhrung der Markierungsgruppen
erfolgte wahrend des PCR-Schritts mit den jewells angegebenen
Nucleotiden (DIG-dUTP, Fluorescein-dUTP, Br-dUTP), die Immobi-
lisierung erfolgte in einer Streptavidin-beschichteten Mikrot:i-
terplatte und der Nachweis mit den entsprechenden Antikorper-
Konjugaten. B: Spezifitat der Reaktion: Bel Zusatz von RNase,
durch den die Telomerase-Aktivitat inhibiert wird, konnten

keine Amplifikationsprodukte nachgewiesen werden.

Abbildung 3 zeigt das Ergebnis bei verschiedenen Testformaten.
A: das Ergebnis eines Doppelmarkierungsexperiments (DIG-
dUTP/Bio-dUTP) gemaf Version 1; B: Einfachmarkierungsexperiment
(DIG-3UTP) unter Verwendung eines biotinylierten Primers Pl
(P1-Bio) gemaf Version 1; C: Einfachmarkierungsexperiment (DIG-
dUTP) unter Verwendung des Primers Pl als Telomerase-Substrat

und des Primers P1-Bio als Fangsonde gemafd Version 3.

Abbildung 4 zeigt den Nachweis von Telomerase in Abhangigkeit
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von eingesetzten Extraktmenge. Es wurde ein Einfachmarkierungs-
experiment (DIG-4UTP) unter Verwendung des biotinylierten
Primers P1-Bio gemaf Version 1 durchgefihrt. A: Spezifitat des
Tests. Nach RNase- Dbzw. Temperaturbehandlung konnte kein
Amplifikationsprodukt mehr nachgewiesen werden. B: Sensitivitat
des Tests: Ausgehend von 1 X 10* zellaguivalenten wurde der
eingesetzte Extrakt (-/+ RNase-Behandlung) 10g;, titriert. 5%
des PCR-Ansatzes wurden anschliefRend zum Nachweis auf einer
Streptavidin—beschichteten Mikrotiterplatte eingesetzt. Aus
Abbildung 4 1ist ersichtlich, daR 1 - 10 Zellagquivalente noch

deutlich Uber dem Hintergrund (ohne) liegende Signale ergeben.

Abbildung 6 zeigt den spezifischen Nachweis von Telomeraseakti-
vitat in Zellinien und Gewebeproben. A: Die humane Telomerase-
positive Embryo-Nierenzellinie 293 und humane Telomerase-
negative Lungenfibroblastenzellinie EMRSO wurden durch einen
erfindungsgemafen Telomerase PCR-ELISA (Punkt 6) analysiert.
Als negative Kontrollen wurden ein Lysereagenz ohne Extrakt
(Lysereagenz) , mit RNase behandelte 293-Zellen (+RNase) oder
hitzebehandelte 2%83-Zellen (+4T) verwendet. Alle Kontrollen
ergaben negative Ergebnisse. Die Kontrolle Pl 1ist ein syn-
thetisches Oligonucleotid, das von der Telomerase nicht als
Substrat akzeptiert wird. Die Tests wurden wie unter Punkt 6
pescnrieben mit einer Extraktmenge entsprechend jeweils 1 X 10°
Zellaguivalenten duchgefihrt. B: Es wurde die Telomeraseaktivi-
tat in durch Biopsien erhaltenem Normalgewebe und primarem
Tumorgewebe analysiert. Dabei wurden ein Prostatakarzinom und
ein Blasenkarzinom jeweils mit normalem Prostata- und Blasenge-
webe (normal) verglichen. Die Tests wurden wie 1in Abschnitt (A)
beschrieben unter Verwendung von 20 ug Gesamtprotein durch-

gefuhrt.

Abbildung 7 =zeigt die Sensitivitat des erfindungsgemafien
Telomerase PCR-ELISA. A: Ein Extrakt von Telomerase-positiven
293-7Zellen wurde seriell mit Lysereagenz verdunnt. Die jeweils
angegebenen zellaquivalente wurden wie unter Punkt 6 beschrie-

pen analysiert. Die Ergebnisse sind filr RNase-behandelte
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Extrakte (+RNase) oder nicht mit RNase behandelte Extrakte
(-RNase) angegeben. B: 293-Zellen wurden seriell in Kulturme-
dium vor der Lyse verdunnt und dann mit Lysereagenz wie zuvor
beschrieben behandelt. Die angegebene Anzahl von Zellen wurde
im Telomerase PCR-ELISA analysiert. Die Tests wurden wie zuvor
beschrieben durchgefihrt. Es sind Ergebnisse fir mit RNase
behandelte Proben (+RNase) sowie flr Proben ohne RNase-Behand-
lung (-RNase) angegeben. C: Es wurde die Telomeraseaktivitat in
seriell verdlinnten Extrakten gemessen, die aus Blasenkarzinom-
tumorgewebe und normalem Blasengewebe erhalten wurden. Die
angegebenen Mengen an Gewebematerial wurden wie zuvor be-

schrieben getestet.
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SEQUENZPROTOKOLL

(1) ALLGEMEINE ANGABEN:

(i) ANMELDER:
(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH
(B) STRASSE: Sandhofer Str. 116
(C) ORT: Mannheim
(E) LAND: Deutschland
(F) POSTLEITZAHL: 68298

(i1i) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Telomerase-Detektion
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 15

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG:
(A) DATENTRAGER: Floppy disk
B) COMPUTER: IBM PC compatible
C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DCS
D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.3
(EPA)

(
(
(

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 18 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1:

AATCCGTCGA GCAGAGTT

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
() LANGE: 32 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2:

0

18

ACCCTTTTAG TCAGTGTGGA AARTCTCTAG CA 32
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 18 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3:

TTAGGGTTAG GGTTAGGG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:

CCCTTACCCT TACCCTTACC CTAR

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:

GCGCGGCTAA CCCTAACCCT AACC

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6:

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 19 Basenpaare

(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(%1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:

TTTTTTTTTT TTTTTTTMH

PCT/EP96/05245

18

24

24

18
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7:

(1) SEQUEN;KENNZEICHEN:
() LANGE: 24 Basenpaare

(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7:

CCCTAACCCT AACCCTAARCC CTAA

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8:

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: €4 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8:

GATCCAATCC GTCGAGCAGA GTTAACTACC TTCAACTCCA TCATGAGGGT TAGGGTTAGG

GATC

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: S:

(1) SEQUEN@KBNNZEICHEN:
(p) LANGE: 22 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

0

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:

CATGATGGAG TTGARGGTAG TT

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10:

(1) SEQUEN@KENNZEICHEN:
() LANGE: 21 Basenpaare
(R) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10:

AAGACGGGTG AGCTGGTGAT A

24

60

64
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11:

(1) SEQUEN;KENNZEICHEN:

(A) LANGE: 36 Basenpaare

(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11l:

AATCCGTCGA GCAGAGTTCC CGCCTGATGA ATGCTC 36

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12:

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 44 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12:

GCGCGGCTAR CCCTAACCCT AACCAGAAAC TGCCGGAAAT CGTC 44

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13:

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 30 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13:

GGGCGGCCCT TACCCTTACC CTTACCCTAA 30

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(n) LANGE: 18 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14:

CCTAACCCTA ACTCTGCT 18
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 18 Basenpaare

(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:

GGGCGGCCCT TACCCTTA

15:

PCT/EP96/05245

18
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zum Nachweis von Telomerase-Aktivitat,

dadurch gekennzeichnet,

daff man

(a) eine zu testende Probe bereitstellt,

(b) einen als Telomerasesubstrat geeigneten ersten
Primer und Nucleosidtriphosphate zugibt und das
Reaktionsgemisch unter Bedingungen inkubiert, be:
denen eine Primerextension durch die Telomerase
stattfinden kann,

(c) eine Amplifikation des durch die Telomerase erzeug-
ten Extensionsprodukts durchflihrt,

(d) das in Schritt (c) erzeugte Amplifikationsprodukt
an einer Festphase immobilisiert und

(e) das immobilisierte Amplifikationsprodukt gualitativ

oder/und quantitativ nachweist.

2. Verfahren nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet,
daf? der Nachweis des Amplifikationsprodukts Uber nicht-

radiocaktive Markierungsgruppen erfolgt.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet,
dafR die nicht-radiocaktiven Markierungsgruppen ausgewahl:
werden aus immunologisch reaktiven Gruppen, lumineszie-

renden Gruppen und fluoreszierenden Gruppen.

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 3,
dadurch gekennzeichnet,
dal? eine direkte Markierung des Amplifikationsprodukts

durch Einbau von Markierungsgruppen erfolgt.

5. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 - 3,

dadurch gekennzeichnet,
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daR eine indirekte Markierung des Amplifikationsprodukts

durch Hybridisierung mit einer Markierungssonde erfolgt.

verfahren nach einem der Anspruche 1 - 5,
dadurch gekennzeichnet,
daR die Immobilisierung des Amplifikationsprodukts an

der Festphase durch adsorptive Wechselwirkungen erfolgt.

vVerfahren nach einem der Aanspruche 1 - 5,
dadurch gekennzeichnet,
daft die Immobilisierung an der Festphase Uber Anker-

gruppen erfolgt.

verfahren nach Anspruch 7,
dadurch gekennzeichnet,
daR man Biotin als Ankergruppe und eine Avidin- oder

Streptavidin—beschichtete Festphase verwendet.

verfahren nach einem der Anspruche 1 - 8,

dadurch gekennzeichnet,

daR die Festphase ausgewahlt wird aus Mikrotiterplatten,
Mikroreaktionsgefafen, Membranen, Mikrochips, Biocore-

Systemen und gegebenenfalls magnetischen Mikrobeads.

Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 9,

dadurch gekennzeichnet,

daR man die Amplifikation durch Zugabe eines Enzyms
durchfihrt.

Verfahren nach Anspruch 10,
dadurch gekennzeichnet,

da? man thermostabiles Enzym verwendet.

Verfahren nach Anspruch 10 oder 11,
dadurch gekennzeichnet,
daR man als Enzym eine Nucleinsaure-Polymerase oder eine

Nucleinsaure-Ligase verwendet .
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Verfahren nach einem der Anspruiche 10 - 12,
dadurch gekennzeichnet,

daf man zur Amplifikation zwei Primer verwendet.

verfahren nach einem der Anspruche 10 - 13,
dadurch gekennzeichnet,

daft die Amplifikation durch PCR oder LCR erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 14,
dadurch gekennzeichnet,
da man einen ersten Primer verwendet, der frei von

telomeren Repeatseguenzen 1ist.

Verfahren nach Anspruch 15,
dadurch gekennzeichnet,
daR man einen ersten Primer verwendet, der aus dem 5'-

Bereich einer retroviralen LTR-Sequenz stammt.

Verfahren nach Anspruch 16,
dadurch gekennzeichnet,
daR man einen ersten Primer aus dem 5'-Bereich der LTK-

Sequenz von HIV verwendet.

Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 17,
dadurch gekennzeichnet,
daR man einen ersten Primer verwendet, der telomere

Repeatsequenzen enthalt.

Verfahren nach einem der Anspruche 13 - 18,

dadurch gekennzeichnet,

daR man bei der Amplifikation einen zweiten Primer
verwendet, der an seinem 5’-Ende einen nicht zur telome-

ren Repeatsequenz komplementaren Bereich enthalt.

Verfahren nach Anspruch 18,
dadurch gekennzeichnet,

daR der zweite Primer an seinem 5’'-Ende eine EXtension
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24.

25.

26.

27.
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mit einer Lange von mindestens 4 Nucleotiden aufweist.

verfahren nach Anspruch 20,
dadurch gekennzeichnet,
dafs der zweite Primer an seinem 5'-Ende eine GC-reiche

Extension aufweist.

Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 21,

dadurch gekennzeichnet,

daR man nach dem Extensionsschritt (b) eine weitere
Template-unabhéngige Elongation des Extensionsprodukts
durchfihrt.

vVerfahren nach Anspruch 22,
dadurch gekennzeichnet,
daf eine enzymatische Elongation des Extensionsprodukts

durchgefiahrt wird.

verfahren nach Anspruch 23,
dadurch gekennzeichnet,
dak die Elongation mit Terminaler Transferase durch-

gefihrt wird.

Verfahren nach einem der Anspruche 22 - 24,

dadurch gekennzeichnet,

dafz man beim Amplifikationsschritt einen zweiten Primer
verwendet, der eine Hybridisierung mit dem durch Elonga-
tion an das Extensionsprodukt angefugten Sequenzab-

schnitt ermdglicht.

verfahren nach einem der Anspruche 1 - 25,

dadurch gekennzeichnet,

daR der Extensionsschritt (p) so durchgefuhrt wird, daR
nur unmarkierte Nucleosidtriphosphate an den ersten

Primer angefugt werden kénnen.

vVerfahren nach einem der anspruche 1 - 26,
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dadurch gekennzeichnet,

daf die Immobilisierung an der Festphase Uber Anker-
gruppen erfolgt, die in die Amplifikationsprodukte durch
Verwendung von Ankergruppen enthaltenden Primern
oder/und durch Verwendung von Ankergruppen enthaltenden
Nucleosid-triphosphaten insbesondere wahrend des Am-

plifikationsschritts (c) eingefihrt werden.

28. Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 27,
dadurch gekennzeichnet,
dafl die Immobilisierung an der Festphase Uber Anker-
gruppen erfolgt, die in einer mit dem Amplifikations-

produkt hybridisierenden Fangsonde enthalten sind.

29. Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 28,
dadurch gekennzeichnet,
dafl man beil der Amplifikation einen internen Standard
zusetzt, der einen quantitativen Nachwels der Amplifika-

tionsprodukte ermdbglicht.

30. Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 29,
dadurch gekennzeichnet,

da? man die Reaktion als Ein-Topi-Reaktion durchfihrt.

31. Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 30,
dadurch gekennzeichnet,
daR man die Immobilisierung oder/und den Nachweis des
Amplifikationsprodukts unter solchen Bedingungen durch-
fihrt, die eine spezifische Detektion des Telomeraseex-
tensionsprodukts ohne Abtrennung von Amplifikations-

nebenprodukten erlauben.

32. Verfahren nach Anspruch 31,
dadurch gekennzeichnet,
daf® die spezifische Detektion durch Auswahl geeigneter

Hybridisierungsbedingungen ermdglicht wird.



WO 97/20069

33.

34.

35.

36.

37.

38.

PCT/EP96/05245
- 37 -

verfahren nach Anspruch 31 oder 32,

dadurch gekennzeichnet,

dak die spezifische Detektion durch Zusatz von unmar-
kierten Oligonucleotiden oder Nucleinsdureanaloga er-
méglicht wird, die komplementar zu den Primerseguenzen

sind.

Reagenzienkit zum Nachweis von Telomerase-Aktivitat,

umfassend

(a) einen als Telomerasesubstrat geeigneten Primer,

(b) Nucleosidtriphosphate,

(c) Mittel zur amplifikation des Telomerase-Extensions-
produkts,

(d) Markierungsgruppen

(e) Festphasenankergruppen und

(f) eine Festphase.

Reagenzienkit nach Anspruch 34,
dadurch gekennzeichnet,
daRR die Markierungsgruppen nicht-radioaktive Markie-

rungs-gruppen sind.

Reagenzienkit nach Anspruch 34 oder 35,

dadurch gekennzeichnet,

daR die Festphasenankergruppen Biotin sind und die
Festphase mit Streptavidin oder/und Avidin beschichtet

ist.

Reagenzienkit nach einem der Anspruche 34 - 36,

dadurch gekennzeichnet,

daf® die Festphase aus Mikrotiterplatten, Mikroreaktions-
gefafsen, Membranen, Mikrochips, Biocore-Systemen und

gegebenenfalls magnetischen Mikrobeads ausgewahlt 1ist.

Reagenzienkit nach einem der Anspruche 34 - 37,
dadurch gekennzeichnet,

daR die Markierungsgruppeéen auf Nucleosidtriphosphaten
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vorliegen.

39. Reagenzienkit nach einem der Anspruche 34 - 38,
dadurch gekennzeichnet,

daR die Markierungsgruppen auf einem Primer vorliegen.

40. Reagenzienkit nach einem der Anspruche 34 - 39,
dadurch gekennzeichnet,
daR Markierungsgruppen auf einer Markierungssonde vor-

liegen, die mit dem Amplifikationsprodukt hybridisiert.

41. Reagenzienkit nach einem der Anspruche 34 - 40,
dadurch gekennzeichnet,
daR die Festphasenankergruppen auf Nucleosidtriphospha-

ten vorliegen.

42. Reagenzienkit nach einem der Anspruche 34 - 41,
dadurch gekennzeichnet,
daR die Festphasenankergruppen auf einem Primer vor-

liegen.

43. Reagenzienkit nach einem der Anspruche 34 - 42,
dadurch gekennzeichnet,
daR die Festphasenankergruppen auf einer Fangsonde
vorliegen, die mit dem Amplifikationsprodukt hybridi-

siert.

44. Reagenzienkit nach Anspruch 40 oder 43,
dadurch gekennzeichnet,
dafk die Markierungs- bzw. Fangsonde aus Oligonucleotiden

und Nucleinsdureanaloga ausgewahlt 1ist.

45. Reagenzienkit nach Anspruch 44,
dadurch gekennzeichnet,
daR die Markierungs- bzw. Fangsonde eine peptidische

Nucleinsaure 1ist.
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46.

47 .

48.

49.

50.

- 39 -

Reagenzienkit nach einem der Anspriche 34 - 45,
weiterhin umfassend Mittel zur weiteren Elongation eines

Telomerase-Extensionsprodukts.

Reagenzienkit nach einem der Anspruche 34 - 46, weiter-
hin umfassend einen internen Standard zur Quantifizie-

rung der Nachweisreaktion.

Verwendung eines Oligonucleotids aus dem 5'-Bereich der

LTR-2Sequenz von Retroviren als Telomerase-Substrat.

Verwendung nach Anspruch 47,
dadurch gekennzeichnet,
daR das Oligonucleotid aus dem 5'-Bereich der LTR-Se-

quenz von HIV stammt.

Oligonucleotid mit einer Lange von 10 - 50 Nucleotiden,
das an seinem 3'-Ende (a) die in SEQ ID NO. 2 gezeigte
Seguenz, (b) eine dazu mindestens 80 % homologe Seguenz
oder (c) mindestens die 10 letzten Nucleotide einer

Sequenz gemaR® (a) oder (b) umfafst.

Verwendung eines Oligonucleotids oder eines Nucleinsau-
reanalogons mit einer zur telomeren Repeatseguen:z kom-
plementaren Seguenz und 5’'-seitig davon eilner EXten-

sionssequenz, die mindestens 4 und insbesondere 4 - 10
Nucleotiae lang ist, als Primer in einem Verfahren zum

Nachweis von Telomerase-Aktivitat.
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