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Warunki wstępne:  

Proszę zapoznać się z tematem „Metody badania ekspresji genów” zamieszczonym w 

skrypcie pod reakcją A. Lityńskiej i M. Lewandowskiego „Techniki badań fizjologicznych”, 

Wydawnictwo UJ, 1998. (skan w załączeniu)  

 

Wstęp:  

Działanie i właściwości każdej komórki zależą od sygnałów, które do niej dochodzą. 

Odpowiedź komórki na takie sygnały polega na zmianie ekspresji genów, a co za tym idzie na 

zmianie ilości produkowanego białka. Zatem analiza ekspresji genów może odbywać się na 

poziomie mRNA lub białka. W pierwszym przypadku po wyizolowaniu komórkowego RNA 

przeprowadza się reakcję odwrotnej transkrypcji w celu przepisania cząsteczek mRNA na 

cDNA, a następnie przy użyciu metody PCR powiela się konkretne cDNA. Po powieleniu, DNA 

z łatwością daje się oddzielić od reszty, która nie została powielona podczas elektroforezy w 

żelu agarozowym. Obecność prążka o określonej ilości par zasad, widzianego w świetle UV, 

świadczy o ekspresji genu na poziomie mRNA. Inną metodą służącą do analizy RNA jest 

metoda Northern blot, w której całkowity komórkowy RNA jest wpierw rozdzielany w żelu 

agarozowym. Następnie cząsteczki RNA z żelu są przenoszone na nitrocelulozowe membrany 

i uwidaczniane za pomocą odpowiednich sond. Obie metody analizy ekspresji genów na 

poziomie RNA pozwalają na wskazanie, w której tkance lub typie komórek następuje 

ekspresja określonego genu i jakie czynniki ją regulują. 

Z kolei analiza ekspresji genów na poziomie białka jest możliwa stosując metodę Western 

blot. Metoda ta polega na izolacji całkowitego białka z komórek, następnie jego rozdziału w 

żelu poliakrylamidowym i detekcji konkretnego białka przy użyciu znakowanych, 

specyficznych przeciwciał. W celu detekcji badanego białka, rozdzielone po elektroforezie w 

żelu poliakrylamidowym białka przenosi się w polu elektrycznym na membranę 

nitrocelulozową, a obecność badanego białka jest potwierdzana za pomocą specyficznego 

przeciwciała pierwszorzędowego, które z kolei wykrywane jest przy użyciu drugorzędowego 

przeciwciała odpowiednio wyznakowanego np. enzymem. W przypadku, gdy drugorzędowe 

przeciwciało jest wyznakowane peroksydazą chrzanową, do identyfikacji miejsca związania 

tego przeciwciała można zastosować metodę chemiluminescencji, która polega na 

enzymatycznie katalizowanej produkcji światła i amplifikacji powstałego światła przez 

chemiczne wzmacniacze. Detekcję można również prowadzić z zastosowaniem 



autoradiografii, alkalicznej fosfatazy, czy diaminobeznydyny. Jednak metoda 

chemiluminescencji jest najlepsza pod względem czułości, szybkości i bezpieczeństwa. 

  

Opis procedury:  

W trakcie ćwiczeń studenci pracują w dwóch grupach zgodnie z przygotowanym opisem 

procedury, z których każda przygotowuje żele agarozowe, następnie nakłada na nie próbki 

po reakcji PCR, a po zakończonym rozdziale elektroforetycznym ogląda rezultat w aparacie 

GelDoc. Ponadto studenci w każdej z grup mają za zadanie wylać 10% żel poliakrylamidowy 

rozdzielający oraz 5% żel zagęszczający oraz przygotować próbki (zmieszać odpowiednią 

objętość próbki z buforem do próbek i zagrzać w temperaturze 95°C przez 3 minuty) i 

nałożyć je na żel.  

 

Wykonanie ćwiczenia: 

1. Przygotować aparat do wylewania żeli agarozowych. 

2. Przygotować 100ml 1% agarozy w buforze TAE i ogrzewać do całkowitego 

rozpuszczenia w kuchence mikrofalowej; po lekkim przestudzeniu wylać żel do 

przygotowanego aparatu do wylewania żeli; nałożyć grzebienie i zostawić do 

polimeryzacji (około 30 min). Po polimeryzacji żel włożyć do aparatu do 

elektroforezy, zalać buforem TAE i wyjąć grzebień.  

3. Do próbek po reakcji PCR dodać bufor obciążający wraz z Midori Green (w celu 

uwidocznienia DNA w świetle UV) i nałożyć próbki na żel. 

4. Elektroforezę prowadzić przez 45 min przy 70V. Po tym czasie oglądać żel w aparacie 

GelDoc. 

5. Przygotować poliakrylamidowy żel 10% : 

 

H2O   2 ml 

Tris-HCl (pH 8.8)  1,25 ml 

Akryloamid/BisAkr 1,65 ml 

SDS    50 µl 

APS    25 µl  

TEMED   2,5 µl 

TEMED DODAWAĆ POD DIGESTORIUM; 

 

wylać żel do aparatu (pod digestorium), na wierzch nawarstwić wodę, pozostawić na 

45min do polimeryzacji 

6. Przygotować poliakrylamidowy żel 5% : 

 



H2O   1,52 ml 

Tris-HCl (pH 6.8)  625 µl 

Akryloamid/BisAkr 335 µl 

SDS    25 µl 

APS    12,5 µl  

 

7. Przygotować próbki do nałożenia na żel: do objętości próbki zawierającej 20μg białka 

dodać bufor TRIS/EDTA do objętości 15μl i dodać 15μl buforu do próbek; gotować 

próbki przez 3 min w temp. 95°C i po ochłodzeniu na lodzie nałożyć próbki na żel 

przygotowany przez poprzednią grupę.   

8. Usunąć wodę z żelu 10%, dodać TEMED (2,5 µl) do żelu 5% i nawarstwić go na żel 

10%; włożyć grzebień i pozostawić do polimeryzacji.  

 

Wymagania:  

Student powinien wiedzieć na czym polegają metody badania ekspresji genów na 

poziomie mRNA (PCR, real-time PRC, Northern blot) oraz na poziomie białka (Western blot), 

jak przeprowadzić elektroforezę w żelu agarozowym i poliakrylamidowym (przygotować żele 

i próbki do elektroforezy). 

 

Student powinien potrafić samodzielnie przygotować próbki do elektroforezy kwasów 

nukleinowych i białek oraz żele agarozowe i poliakrylamidowe w oparciu o przygotowany 

przez prowadzącego protokół oraz interpretować wyniki. 

 

Student powinien rozumieć konieczność odpowiedniego zaplanowania eksperymentu, 

precyzyjnego odmierzania próbek w badaniach ilościowych oraz zachowanie zasad 

bezpiecznego wykonywania doświadczeń. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Załącznik 

 

 

 



 

 
 

 



 

 

 

 

 



 
 



 
 

 

 



 

 


