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Die rekombinante DNA-Technologie 4

DNA/RNA/Protein-Hybridisierung - das Finden der Stecknadel im Heuhaufen

Barbara C. Biedermann

Die Auftrennung von Nukleinsduren- und Pro-
teingemischen nach Grosse ist ein hilfreiches
Instrument zur groben Beurteilung ihrer Zu-
sammensetzung. Eine qualitativ gute Pradpara-
tion genomischer DNA sollte die chromosomale
DNA maoglichst intakt enthalten. Wenn ein ent-
zwirntes Chromosom eine durchschnittliche
Linge von 4-5 cm hat, sollte eine solche Prépa-
ration zur Hauptsache riesige Nukleinsédurefrag-
mente enthalten, die kaum in ein Agarosegel
eindringen. Und die totale RNA eines Gewebes
oder kultivierter Zellen enthdlt die typischen,
grossen 28-S- und 18-S-Banden (S = Svedberg-
einheit, Sedimentationsmass in der Ultrazentri-
fugation) der ribosomalen RNA. Die Ethidium-
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Blotting in allen Himmelsrichtungen: Southern-Blot fiir DNA, Northern-Blot fiir RNA

und Western-Blot flr Proteine.

bromid- und Coomassiefarbung sind jedoch un-
spezifisch, das heisst sie farben alle Nuklein-
sduren und alle Proteine gleichermassen an. Um
eine bestimmte Nukleinsdure oder ein bestimm-
tes Protein in einem Proteingemisch nachzuwei-
sen, verwendet man die spezifische Hybridisie-
rung einer markierten Probe an das Biomolekiil.
Fiir die spezifische Hybridisierung von Nuklein-
sduren werden komplementédre Nukleotidstiicke
verwendet, fiir die spezifische Hybridisierung
von Proteinen in der Regel Antikorper. Die Mar-
kierung von Nukleinsduren und Proteinen durch
Hybridisierung erfolgt — im Gegensatz zur
elektrophoretischen Trennung — im physiologi-
schen Milieu, das heisst in einer physiologischen
Salzlosung, bei neutralem pH. Sie kann auch
nicht direkt im Trenn-Gel erfolgen. Die Nuklein-
sduren oder Proteine miissen, wiederum entlang
eines elektrischen oder physikalischen Gradien-
ten, auf ein papierartiges Tragermaterial trans-
feriert werden. Man nennt diesen Vorgang
«blotten» (fiir engl. to blot = mit einem Flies-
papier aufsaugen). Der britische Biochemiker
Edwin M. Southern hat in den 70er Jahren den
DNA-Blot entwickelt, um spezifische DNA in
einem Gemisch nachzuweisen. Einen DNA-Blot
nennt man deshalb Southern-Blot. Findiger-
weise wurde der Nachweis von elektrophore-
tisch aufgetrennter RNA mittels einer markier-
ten Probe «Northern»-Blot genannt, und der
Proteinnachweis mit Hilfe eines markierten
Antikorpers erhielt den Namen «Western»-Blot.
(Der «Eastern»-Blot muss erst noch erfunden
werden.)
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