
ВЕДОМОСТЬ 
прохождения тестирования 

 
Тест: ПОШ 2025/2026 заключительный этап – Биология 11 

Видяев Роман Сергеевич 
Итоговый балл: 88.0 из 100.0 (88.0%) 

 
1 Кроссворд 19.0 из 20.0 (вес 1.0) 

 
Решите кроссворд. 

 
2 Последовательный вопрос 18.0 из 20.0 (вес 1.0) 

 
Мы наводим порядок в хаосе органической эволюции… 

 
Sovereign, Mass Effect 

2.1 Эссе 2.0 
 
1. Какую ткань человека чаще всего берут для генетических тестов? Из каких типов клеток выделяется ДНК? 

1. Венозную кровь, либо слюну, либо эпителий 2.Из лейкоцитов 
2.2 Эссе 1.0 

 
2. Как посчитать процентное содержание GC в геноме? Почему эту величину важно определять в эксперименте? 



GC состав это доля гуанина и цитозина в геноме, посчитать можно от общего количества азотистых оснований GC%= 
(гуанин+цитозин/гуанин+цитозин+аденин+тимин) *100% 

2.3 Эссе 1.0 
 
3. Будет ли эта величина GC одинакова среди разных особей одного вида? Среди случайных участков генома одного 
организма (1-5% от генома)? Почему? 

Да, так как gc состав это видовая характеристика всех особей одного вида, средний gc состав будет одинаков. 
2.4 Эссе 2.0 

 
4. Современные методы секвенирования не позволяют прочитать достаточно большие геномы (> 10^9 п.о.) как единую 
строку. Для этого их прочитывают фрагментами, как правило длиной много меньшими, чем сам геном. Возможно ли точно 
определить изначальное место каждого фрагмента (прочтения) простым поиском подстроки в эталонном геноме? 
Обоснуйте ответ. 

Нет, это невозможно. Простой поиск не работает так как 1)в геноме есть много повторений одних и тех же участков 2)так 
как возможны ошибки во время секвенирования 3)Сплайсинг, если секвенируется рнк то часто во время секвенирования 
можно наткнуться на граница экзон-интрон. 

2.5 Эссе 2.0 
 
5. Что такое референсный геном? Сколько хромосом и каких в себе содержит файл с последней версией референсного 
генома человека T2T-CHM13v2.0? 

Референсный геном- база данных, содержащая информацию о последовательности нуклеиновых кислот какого либо вида. 
Последняя версия референсного генома человека содержит 22 аутосомы и 1 половую хромосому X. 

 



 

2.6 Эссе 2.0 
 
6. Важными характеристиками качества секвенирования являются средняя глубина и ширина покрытия больше некоторой 
глубины. Дайте определения этим понятиям. Почему они важны? 

Глубина покрытия показывает сколько раз в среднем прочитан каждый нуклеотид генома. Ширина покрытия доля генома 
которая покрыта хотя бы одним прочтением. Они показывают насколько достоверны и полны полученные данные с 
анализа. 

2.7 Эссе 2.0 
 
7. Секвенировать один образец экономически нецелесообразно, так как реактивы очень дорогие, а на чип влезает несколько 
десятков образцов. Предложите приём, при котором мы сможем по результатам эксперимента отличить прочтения одного 
образца от другого в реакционной смеси. Как применение этого приёма нужно учитывать при дальнейшем анализе? 

Прием мультиплексирования . Мультиплексирование- перед секвенированием к днк каджого образца лигируется короткие 
уникальные последовательности нуклеотидов, индексы или адаптеры. Нужно учитывать 1)примесь индексов-в некоторых 
технологиях может происходить перепутывания индексов, некоторый процент прочитывания может записаться на другой 
фрагмент, это критично при маленьких фрагментах ведь можно ошибочно определить мутацию там где ее нет. 2) Учет 
ошибок индекса- при анализе нужно допускать наличие ошибок секвенирования в самом индексе. 

2.8 Эссе 2.0 
 
8. Секвенатор умеет определять вероятность ошибочного определения нуклеотида, что важно для дальнейшего анализа 
эксперимента. Эту величину принято переводить в целое число по формуле Q = 10 * log10Perror +33. Преобразованная 
величина качества записывается в файл особым образом. Каким именно? И для чего это необходимо? Зачем нужно 
прибавлять 33? 

Это величина записывается в файлы формата FastQ. Где каждый символ соотвествующий целому числу Q. 1)Это 
необходимо для экономии места, целые числа хранить компактнее. 2)Позволяет программам быстро обрезать ненужные 
фрагменты. 33 прибавляют чтобы избежать служебных символов. 

2.9 Эссе 2.0 
 
9. Похожим целям служит другой трюк из информатики. На дальнейших этапах анализа каждое выравнивание проверяется 
на определенный ряд вопросов, на который можно ответить в формате «Да/Нет». Однако в таблицу с результатами 
предварительного анализа ответы на эти вопросы специальными программами записываются в виде одного целого числа. 
Как работает этот трюк? Посчитайте его эффективность, если этих вопросов всего 12. 

Этот прием называется битовая маска. В информатике одно целое хранится как последовательность битов 0 или 1. 
Программа выделяет один бит на ответ для каждого вопроса. Если у нас 12 вопросов типа да/нет традиционный способ 
потребовал бы хранить 12 отдельных значений, например 12 символов, используя битовую маску 12 вопросов равно 12 
бит, 12 бит=1,5 байта. Вместо 12 байтов если хранить каждый ответ хранить как символ или 48 если хранить как целое мы 
используем всего 2 байта, это экономичнее. 

2.10 Эссе 2.0 
 
10. Какие типы мутаций выделяют по времени их возникновения в онтогенезе. Чему может быть равна величина частоты 
альтернативного аллеля (VAF=Na/Ntotal) в разных группах? 

Na – количество прочтений с вариантом в конкретной позиции. 
 
Ntotal – количество прочтений, покрывающих данную позицию. 

Типы мутаций: 1)Герминальная - мутации возникшии в половых клетках или гамет 2) Соматические-мутации возникшии в 
любой клетке тела, в процессе постнотального развития и жизни. Значения VAF напрямую зависят от количества клеток в 
которых они присутствуют и какова плоидность участка. В герминальных мутациях величина меньше так как их самих по 
себе меньше. 

 



 

3 Последовательный вопрос 20.0 из 20.0 (вес 1.0) 
 
 

«Болезни излечивает природа, врач только помогает ей» 
 

Гиппократ 
 
 
 
Аллергические заболевания, согласно отчету Всемирной организации здравоохранения, относятся к наиболее частым 
неинфекционным хроническим воспалительным заболеваниям, встречающимся у детей и взрослых. Одним из таких 
заболеваний является Аллергический ринит (АР). Согласно исследованиям, около 1 миллиарда людей страдают 
хроническими респираторными неинфекционными заболеваниями, 400 млн из которых — аллергическим ринитом. 

Аллергический ринит существенно снижает качество жизни пациентов, вызывая нарушения сна и концентрации внимания, 
в исследовании, проводившемся в 2016 году, было продемонстрировано, что негативное влияние АР на повседневную 
жизнедеятельность было сопоставимо с таковыми ощущениями у больных с эпилепсией и с хронической мигренью. 

Аллергический ринит — это IgE-зависимая аллергическая реакция слизистых оболочек носа, возникающая в результате 
воздействия аллергена и характеризующаяся ринореей, заложенностью носа, зудом и чиханием. Такая реакция вызывается 
взаимодействием поступающих извне аллергенов с антителами класса IgE, фиксированными на поверхности тучных 
клеток и базофилов. Реакция сопровождается активацией и дегрануляцией тучных клеток с высвобождением медиаторов 
аллергии. 

 
Медикаментозная терапия аллергического ринита включает в себя четыре ступени, каждая последующая из которых 
применяется при неэффективности предыдущей. 

 



 

  
Ступень 1 

 
Ступень 2 

 
Ступень 3 

 
Ступень 4 

 

  
Один из: 

 
- 
антигистаминные 
средства 
системного 
действия без 
седативного 
эффекта 
(последнего 
поколения) 

 
- 
интраназальные 
антигистаминные 
(искл. 
кортикостероиды) 

- 
кромоглициевая 
кислота 

- антагонисты 
лейкотриеновых 
рецепторов 

 
Один из: 

 
-​ интраназальны
е 
глюкокортикостероиды 
– кортикостероиды для 
местного, назального 
применения 
(предпочтительно) 

 
-​ антигистаминн
ые средства системного 
действия без 
седативного эффекта 
(последнего поколения) 

 
-​ интраназал
ьные 
антигистаминные 
(искл. 
кортикостероиды) 

-​ антагон
исты 
лейкотриеновых 
рецепторов 

 
Комбинации 
интраназальных 
глюкокортикостероидов 
с одним или более из: 

-​ антигистаминн
ые средства системного 
действия без 
седативного эффекта 
(последнего поколения) 

-​ интраназальны
е антигистаминные 
(искл. 
кортикостероиды) 

-​ антагон
исты 
лейкотриеновых 
рецепторов 

 
- омализумаб 
(лечение только 
специалистом) 

Назначение 
омализумаба возможно 
для пациентов 12 лет и 
старше при 
недостаточной 
эффективности 
предшествующей 
терапии 

  
Препараты скорой помощи 

  
Симпатомиметики - сосудосуживающие средства, стимуляторы альфа- 
1-адренорецепторов, деконгестанты - коротким курсом 

 
Глюкокортикостероиды 
системного действия 

3.1 Эссе 2.0 
 
1. Назовите главный медиатор аллергии. Перечислите эффекты, которые являются ведущими в развитии аллергической 
реакции. 

Главный медиатор аллергии-гистамин. Эффекты- сокращение гладкой мускулатуры, расширение сосудов, стимуляция 
нервных окончаний, усиление секреции слизи, повышение проницаемости сосудов. 

3.2 Эссе 2.0 
 
2. Развитие аллергического ринита происходит в результате реакции гиперчувствительности 1го типа, механизм которой 
обусловлен взаимодействием аллергена с иммуноглобулинами E. Дайте определение понятию «иммуноглобулины». 
Перечислите 5 основных классов иммуноглобулинов. 

Иммуноглобулины- гликопротеины, которые вырабатываются плазматическими клетками, в ответ на проникновение в 
организм чужеродных агентов. Классы:1)igG 2)igA 3)igM 4)igE 5)igD 

 



 

3.3 Эссе 2.0 
 
3. Исходя из приведенной выше информации, назовите тип иммунитета, к которому относится реакция 
гиперчувствительности, приводящая к развитию аллергического ринита. Перечислите черты, характерные для данного 
типа иммунитета. 

Адаптивный приобретенный гуморальный иммунитет. В нем задействуются B лимфоциты и антитела. Зависимость от igE, 
участие тучных клеток и базофилов, дегрануляция, , быстрая скорость развития. 

3.4 Эссе 2.0 
 
4. Основным процессом в клинической картине аллергического процесса является воспаление - комплексная реакция 
организма в ответ на повреждение, проявляющаяся в виде поэтапных изменений микроциркуляторного русла, крови и 
стромы органа или ткани. Предположите изменения, происходящие с сосудами в очаге воспаления. Почему у пожилых 
людей могут быть слабее выражены воспалительные процессы? 

В очаге воспаления происходит кратковременный спазм ореол, замедление кровотока, ссудация, слияние лейкоцитов. У 
пожилых людей сниженный имунный ответ, и изменная сосудистая стенка, сниженная выработка медиаторов, притупление 
болевой чувстительности. 

3.5 Эссе 2.0 
 
5. К основным принципам лечения аллергического ринита относят: медикаментозную терапию, элиминационные 
мероприятия и аллерген-специфическую терапию. Дайте определение понятию «элиминация» в контексте аллергии. 
Приведите примеры элиминационных мероприятий. 

Элиминация- комплекс мероприятий направленный на полное прекращание контакта пациента с аллергенном. Например, 
при клещах замена подушек, при аллергии на пыльцу снижение выхода на улицу, если аллергия на еду не есть ее, если на 
животное то запрет на контакт с ним. 

3.6 Эссе 2.0 
 
6. В качестве препарата для симптоматической терапии при аллергическом рините рекомендовано использование 
сосудосуживающих средств, действующих путем стимуляции альфа-1-адренорецепторов. Длительность курса таких 
средств не должна превышать 10 дней. К чему приводит использование сосудосуживающих средств более 10 дней? 
Объясните механизм развития данной нежелательной лекарственной реакции. 

К развитию медикаметознуму риниту, при нем без капель нос не дышит совсем и повышается нужная доза капель. 
Механизм: истощение медиатора, сосудосужавиющее выбрасывает норадреналин, он заканчивается, рецепторы становятся 
менее чувствительные, после отказа от капель происходит обратная реакция норадреналина и нос отекает еще сильнее. 

3.7 Эссе 2.0 
 
7. В качестве одной из возможных групп препаратов в 1 ступени терапии аллергического ринита приводятся антагонисты 
лейкотриеновых рецепторов. К развитию каких эффектов приводит выработка лейкотриенов в ходе аллергической 
реакции? Какое вещество является субстратом для синтеза лейкотриенов? 

Эффекты: лейкотриены это медиаторы поздней фазы аллергической реакции они вызывают длительный бронхоспазм, 
гиперсекреция вязкой слизи, хемотаксис. Субстратом служит арихидоновая кислота. 

 



 

3.8 Эссе 2.0 
 
8. В качестве 2 ступени терапии аллергического ринита предпочтительным является применение интраназальных 
кортикостероидов. Одним из серьезных побочных эффектов, к которым приводит длительный прием кортикостероидов, 
является синдром Кушинга - это патологическое состояние, которое возникает из-за избыточной продукции гормона 
кортизола корой надпочечников или продолжительного приема глюкокортикоидных препаратов. Основным признаком 
синдрома Кушинга является выраженное ожирение. При этом излишняя масса тела распределена неравномерно – жир 
откладывается в области лица, шеи, груди, спины и живота. Конечности, как правило, истончаются. Лицо становится 
лунообразным, на нем появляется лихорадочный багрово-красный румянец, наблюдается угревая сыпь. Какие 
биологические эффекты кортикостероидных гормонов являются целевым при использовании кортикостероидов в качестве 
лекарственного препарата? Какие эффекты приводит к развитию синдрома Кушинга? 

Целевые эффекты: противоспалительный(уменьшает отек), иммуносупротивный(уменьшает выроботку медиаторов). 
Синдром кушинга возникает из за длительного воздействия глюкокортикоидные препаратов на метаболизм. К этому 
приводит задержка воды и перераспределение жира из за эффектов препарата, разрушение гликогена, задержка натрия. 

3.9 Эссе 2.0 
 
9. При быстрой отмене длительной терапии кортикостероидными препаратами у пациентов развивается синдром отмены. 
Клиническими признаками синдрома отмены являются: повышение температуры тела, тошнота, боли в мышцах, 
бессонница, снижение аппетита, а в крайних случаях рвота, снижение артериального давления, судорожный синдром. 
Предположите, с чем связан синдром отмены. Как следует убирать кортикостероиды из терапии, чтобы минимизировать 
риск его развития? 

Cиндром отмены связан с угнетением надпочечниковой системы. При длительном приемы организм перестает 
вырабатывать собственный кортизол. При резкой отмене препарата надпочечники не могут резко начать дальше 
синтезировать кортизол. Кортикостероиды следует снижать дозы постепенно, это дает атрофированной коре 
восстановиться. 

3.10 Эссе 2.0 
 
10. При выборе между системными кортикостероидными гормонами и топическими, то есть местными, предпочтительным 
будет выбор местных кортикостероидов. Назовите пути введения системных глюкокортикостероидов? Почему их выбор 
менее предпочтителен? 

Системные ГКС вводяться перорально таблетками, парентерально вводяться в вены и мышцы. Их выбор менее 
предпочителен так как высокий риск возникновения синдрома кушинга, также нет необходимости вводить системно, так 
как заболевание локальное, также повышенный риск синдрома отмены. 

 
4 Последовательный вопрос 17.0 из 20.0 (вес 1.0) 

 
Так кто ж ты, наконец? 

 
— Я — часть той силы, что вечно хочет зла и 

 
вечно совершает благо. 

 
Иоганн Вольфганг Гёте 

 
 
 
Listeria monocytogenes – это грамположительная палочковидная бактерия, возбудитель листериоза, тяжелого заболевания 
пищевого происхождения. Листериоз – редкое, но опасное заболевание с высокой летальностью (20-30%) у уязвимых 
групп. 

 



 

4.1 Эссе 2.0 
 
1. На рисунке изображены бактерии, окрашенные по Граму. Определите на каком изображении Listeria monocytogenes. 
Укажите особенности клеточной стенки этой бактерии. 

 

 

 
Listeria monocytogenes на фото номер 3. Особенностью клеточной стенки является толстый слой пептидогликана, 
отсутствует наружняя мембрана, удерживает кристаллически фиолетовый краситель. 

4.2 Эссе 2.0 
 
2. Эта бактерия обладает уникальными свойствами, которые делают ее особенно опасной. Например, L. monocytogenes 
способна размножаться при температуре +4°C. Объясните, почему это свойство представляет особую эпидемиологическую 
опасность для современного человечества? 

Потому что такая температура дает размножаться даже в холодильнике, из за этого часто передаетяс через готовые 
продукты, например через молочную и мясную. 

 



 

4.3 Эссе 1.0 
 
3. Ключевым моментом в развитии инфекции служит проникновение бактерии L. monocytogenes в клетки, не являющиеся 
специализированными фагоцитами (энтероциты, гепатоциты). Чтобы осуществить этот процесс, бактерия использует 
поверхностные белки интерналин А (InlA) и интерналин В (InlB). Белок InlA, прочно закреплённый на поверхности 
бактерии, связывается с рецептором Е-кадгерином на клетке-мишени. InlB c рецептором c-Met. При этом особенно много E- 
кадгерина на энтероцитах (клетках кишечного эпителия) и на клетках плаценты, а c-Met - на клетках гепатоцитов. Эти 
взаимодействия запускают перестройку цитоскелета и поглощение (интернализацию) бактерии клеткой. 

 

 

 
Жизненный цикл L. monocytogenes. InlA, InlB, LLO, PlcA, PlcB, Mpl, ActA – факторы патогенности, белки помогающие 
бактерии внедряться и распространяться внутри клетки-хозяина. Около каждой стадии указаны соответствующие факторы 
патогенности. 

Ученые хотят доказать, что именно связывание InlB с c-Met критически важно для заражения клеток печени. Предложите 
первый подход для проверки этой гипотезы с использованием методов генной инженерии (работа с бактерией). Опишите 
ожидаемый результат, который подтвердит гипотезу. 

Создать мутантный штамм с выключенным геном inlB, затем заразить культуру обычным и мутантным штаммом, оценить 
уровень проникновения в клетки. Если гипотеза верна то мутант будет значительно хуже проникать в клетки печени. 

4.4 Эссе 1.0 
 
4. Предложите второй подход с использованием методов клеточной биологии (работа с клетками-мишенями). Опишите 
ожидаемый результат, который подтвердит гипотезу. 

Блокировать или подавить экспрессию рецептора c-Met в гепатоцитах, и оценить инфицирование, при снижении функции 
уровень проникновения должен значительно уменьшиться. 

4.5 Эссе 2.0 
 
5. Listeria monocytogenes, оказавшись в цитоплазме клетки-хозяина, способна полимеризовать клеточный актин, формируя 
«хвост» или «комету», что позволяет ей перемещаться и переходить в соседние клетки, не выходя в межклеточное 
пространство. Какие преимущества дает такой способ распространения инфекции перед выходом во внеклеточную среду? 
Укажите минимум два. 

1) Уклонение от гуморального иммунитета 2)Избегание фагоцитоза 
 



 

4.6 Эссе 2.0 
 
6. Ранее белок бактерии FepA был известен только как эффлюксная помпа, выкачивающая антимикробные препараты из 
клетки, что обеспечивает устойчивость к антибиотикам. Однако новые данные заставляют пересмотреть его функцию. 

Ученые изучали влияние белка FepA на один из процессов в жизнедеятельности бактерии. Для этого испытуемые культуры 
бактерий (EGDe – дикий штамм, ΔfepA – штамм, делеционный по гену fepA) высевали уколом в центр питательной среды с 

полужидким агаром. После чего выдерживали сутки при 25 оС. Результат исследования на рисунке. 
 

 
 
 
Что исследователи изучали таким способом, если известно, что и дикий и делеционный штамм имеют одинаковую 
скорость роста при данной температуре? На сборку какой структуры с большой вероятностью влияет белок fepA? 

Подвижность бактерии, белок FepA влияет на сборку жгутиков так как при его отсутствии бактерия теряет возможность 
распространяться в полужидкой агаре. 

 



 

4.7 Эссе 2.0 
 
7. Перед вами результаты иммуноблот-анализа для секретируемых белков L. monocytogenes. Исходя из этих данных 
предположите на какой процесс в жизнедеятельности бактерии также влияет fepA? Объясните свою точку зрения. 

 

 

 
На систему секреции белков, у делецинного мутанта отсутствуют все основные факторы вирулентности, что указывают на 
нарушении на механизм их экспорта. 

4.8 Эссе 1.0 
 
8. Выгодно ли листериям долгое время находиться в соединительной ткани? Почему? 

Так как это внеклеточное пространство, где они уязвимы для фагоцитов и антител. 
4.9 Эссе 2.0 

 
9. Как вы думаете, что произойдет с бактерией, если экспрессия белка LLO будет снижена? Почему? 

Бактерия погибнет, так как не сможет разрушить фагосому и будет переварена в лизосоме. 
4.10 Эссе 2.0 

 
10. Опишите дополнительные (и даже более важные) преимущества ингибитора, направленного именно против FepA L. 
monocytogenes, исходя из новых данных о его роли. 

Он подавляет сразу несколько факторов вирулентности, а не один, что комплексно подавляет патоген и подавляет развитие 
устойчивости. 

 



 

5 Последовательный вопрос 14.0 из 20.0 (вес 1.0) 
 

«Плазмида — идеальный колонизатор: она заставляет 

хозяина верить, что его выживание — это её 

заслуга и единственная цель, скрывая за 

фасадом симбиоза диктатуру классического 

эгоистичного репликатора Докинза» 

Из речи В.И. Ленина на заседании общества 

практикующих генных-инженеров им Т.Д. Лысенко 

 
 
Как вам должно быть известно, плазмиды – внехромосомные автономные, обычно кольцевые, генетические элементы, 
обладающие способностью к независимой репликации в чувствительных клетках, чаще всего – в бактериях и археях. 
Благодаря этому и некоторым другим свойствам, плазмидные векторы стали одним из важнейших инструментов в 
молекулярно-биологической лаборатории. Перед некоторой лабораторией, занимающейся медицинской генетикой, 
поставлена задача разработать подход для терапии наследственного заболевания … на основе комплекса методов геномного 
редактирования. Решено, что в качестве вектора, который должен доставлять в целевые клетки терапевтическую 
конструкцию, будут выступать неинтегрирующиеся вирусные векторы на основе лентивирусов человека. Обычно такие 
векторы собирают с использованием клеточной машинерии эукариотических клеток, трансфицированных предварительно 
подготовленными плазмидными векторами, разного типа, кодирующими необходимые компоненты вирусных векторов. 
Далее мы рассмотрим некоторые этапы такой работы. 

5.1 Эссе 2.0 
 
1. Начнем с простого. Почему при сборке лентивирусных векторов в эукариотических клетках используют плазмидные 
ДНК-конструкции, несмотря на то что плазмиды не являются естественными репликонами эукариот? Могут ли плазмиды 
в каких-либо условиях реплицироваться в клетках-продуцентах вирусных векторов? Конкретизируйте ответ. 

Плазмиды используют как временная матрица для транскрипции в ядре, они могут реплицироваться если содержат 
специальный белок, а клетка продуцент экспессирует т -антиген. 

5.2 Эссе 2.0 
 
2. Известно, что гены, имеющиеся в плазмидах, могут при определенных условиях (свойства кодируемых генных локусов), 
экспрессироваться в клетках, например, животных. Что это за условия? 

Многие из таковых плазмид содержат определенные участки геномов некоторых вирусов. Как Вы думаете, что это за 
участки? Как Вы можете это объяснить? При ответе следует иметь в виду, что в этом вопросе речь идет об экспрессии 
генов в целевых клетках, а не о сборке вирусных векторов. 

Плазмиды содержат вирусные промоторы, потому что вирусы эволюционно приспособлденны для высокой экспресии 
генов. Условия чтобы гены плазмиды экспрессировались в генах животных. 

 



 

5.3 Эссе 2.0 
 
3. Один из типов плазмид, используемых при сборке ретровирусных векторов, в общем, и лентивирусных, в частности, — 
это, так называемые, трансферные плазмиды, содержащие всю последовательность будущего вирусного вектора в виде 
ДНК. Такая конфигурация накладывает некоторые важные ограничения на структуру экспрессионных кассет трансгенов, 
которые содержатся в трансферных плазмидах, по сравнению с любыми другими экспрессионными кассетами в плазмидах, 
которые должны работать в эукариотических клетках. Какую основную отличительную особенность вы можете назвать? С 
чем связана необходимость в ней? 

Главная особенность отсутствие интронов в эксперссионой касете трансгена, это необходим чтобы она не подвергалась 
сплайсингу до момента упаковки. 

5.4 Эссе 0.0 
 
4. Необходимая для сборки лентивирусных векторов трансферная плазмида имеется в нашей условной “лаборатории 
медицинской генетики”. В настоящее время в этой репортерной плазмиде присутствует экспрессионная кассета 
репортерного (флуоресцентного) белка eGFP под управлением конститутивного промотора EF1α. Решено получать условно 
«бицистронную» конструкцию, где фермент SaCas9 стоит перед eGFP, под управлением промотора CMV, отделенный 
«самоотщепляющимся» t2a пептидом (длина кодирующей последовательности T2a – 54 нуклеотида). Транскрипция будет 
проходить с образованием общей мРНК с последующей раздельной трансляцией. Источником последовательности SaCas9 
послужит другая плазмида, не являющаяся трансферной. 

 

 
 
Посмотрите на представленные на изображении карты плазмид. Что именно следует убрать и добавить в трансферной 
плазмиде и что из этого можно взять из донорной pAAV-SaCas9-sgРНК плазмиды? Сотрудники лаборатории предпочли 
амплифицировать участки донорной плазмиды в ПЦР. Однако в некоторых случаях проще вырезать рестриктазами 
искомые участки из одной плазмиды и вставить в другую. Возможно ли это в данном случае? Ответ поясните? 

Нужно убрать промотор EF1a и вставить на его место промотор CMV, ген SaCas9. сохранив eGFP из донора можно взять 
T2a. Нельзя так как в доноре нет eGFP и T2a, также нет уникальных подходящих сайт для прочтения рамки считывания. 

5.5 Эссе 2.0 
 
5. Подумайте, каким образом в вышеуказанной лаборатории должны были получать необходимую вставку посредством 
ПЦР. Каким элементам донорной плазмиды должны быть комплементарны праймеры в ПЦР и где именно в этих элементах 
они должны «лежать»? Какова должна быть структура праймеров, чтобы получить ампликон, пригодный для встраивания в 
нужное место. 

Прямой праймер должен сидеть в начале CMV, обратный в конце SaCas9. Структура праймера: прямой содержит хвост 
содержит для гомологии с вектором, обратный содержит на 5 конце последовательности T2a и начала eGFP, чтобы 
получить аплекон Cas9-T2a для слияния с GFP. 

 



 

5.6 Эссе 0.0 
 
6. После получения вставки и разрезания трансферной плазмиды рестриктазами необходимо их объединить в единый 
вектор посредством Т4 ДНК-лигазы. После очистки фрагментов получены концентрации 40 нг/мкл для вставки и 300 нг 
/мкл для линеаризованной трансферной плазмиды (за вычетом вырезанного из нее фрагмента). 

 
Используя информацию с карт обеих плазмид, а также длины элементов кассеты Cas9 в донорной плазмиде (CMV 
промотор до Cas9 ~ 650 п.о., SaCas9 – 3321 п.о., bGH-PA сигнал полиаденилирования - ~200 п.о.) посчитайте необходимое 
количество (массу) вставки в смеси для проведения лигирования (десятикратный буфер Т4 ДНК-лигазы, непосредственно 
лигаза, вода и оба фрагмента). В ответе укажите количество (массу) вставки в реакции. Учитывайте усредненные массы 
нуклеотидов, а соотношение плазмида: вставка предлагается брать как эквимолярное, при количестве плазмиды в реакции 
300 нг. 

 
Какое количество молекул линеаризованной плазмиды (ЛП) и вставки находится в реакционной смеси? 

5.7 Эссе 2.0 
 
 
7. Трансформацию E. coli полученным после лигирования вектора, а также отбор «правильных» колоний, поручили 
обучающемуся в лаборатории студенту. На чашках Петри с плотной питательной средой (ППС) с селективным 
антибиотиком выросли колонии разного размера. При проверке колоний в ПЦР с праймерами, которые ранее были 
использованы для амплификации вставки, студент обнаружил, что часть относительно крупных колоний вообще не дает 
целевой полосы в электрофорезе (ЭФ) на агарозном геле после ПЦР. На форезе после ПЦР с некоторыми крупными и 
несколькими проверенными маленькими колониями – искомая полоса, свидетельствующая о прошедшей ПЦР, 
присутствует. Исходя из результатов ПЦР он посеял в жидкую питательную среду с антибиотиком 3 крупных колонии, 
давших положительный результат, и 3 мелких. Утром, после ночной инкубации, колбы, в которые сеяли мелкие колонии, 
содержали прозрачную питательную среду – бактерии не выросли. В колбах с крупными колониями был рост E. coli и 
обнадеженный студент выделил из них плазмидные препараты. Однако, после проверки в рестрикционном анализе с 
использованием 2 рестриктаз (по одному сайту узнавания у каждой: внутри SaCas9 последовательности и внутри гена 
AmpR плазмиды), во всех трех колониях была обнаружена картина, которую вы можете видеть на схематическом 
изображении результатов электрофореза. 

 
Почему выделенные препараты были забракованы? Можете ли вы объяснить причину случившегося с учетом того, что 
студент, из-за не вовремя закончившихся электрокомпетентных E. coli X L10-Gold, использовал другие 
электрокомпетентные клетки из старых запасов – HB101 (recA+)? 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Потому что рестракционный анализ показал несоотвествие ожидаемой картине. Причина использование штамма HB101, 
белок recA катализировал гомологичную рекомбинацию между целевой плазмидой и остатками исходного вектора, что 
привело к образованию химерных перестроенных плазмид которые давали положительную реакцию пцр но имели 
неправильную структуру бакбона. 



 

5.8 Эссе 0.0 
 
8. Несмотря на правильные условия инкубации, важные для плазмид с парными LTR (300С вместо 370С, продленная до 20 
часов инкубация), выход плазмидной ДНК при наращивании собранной трансферной плазмиды с кассетой SaCas9 в 
приобретенных электрокомпетентных E.coli XL10-Gold оказался гораздо ниже ожидаемого и по сравнению, например, с 
упаковочными плазмидами, используемыми для сборки лентивирусного вектора. 

Чем Вы можете это объяснить, принимая во внимание карту исходной, немодифицированной трансферной плазмиды? 

Каков принципиальный механизм такого ограничения выхода плазмиды? 

 
 
Причина: нестабильность плазмиды e coli из за наличия прямых повторов вставка SaCas9 увеличила размер но не 
устранила риск рекомбинации между LTR. Механизм: гомологичная рекомбинация или проскальзывании репликации 
приводит к спонтанному вырезанию участка между LTR включая ген Cas9. Бактерии с укороченной плазмидой имеют 
преимущество в росте что снижает выход полноразмерной плазмиды. 

5.9 Эссе 2.0 
 
9. Решено повысить копийность полученной плазмиды посредством сайт-специфического мутагенеза, посредством ПЦР- 
амплификации всей ее последовательности (метод Quickchange). Куда следует поместить праймеры для ПЦР- 
амплификации и в чем их особенность? 

Почему после ПЦР амплификат следует обрабатывать метил-зависимой эндонуклеазой (DpnI/MalI). Чем обусловлено 
свойство бактериальной ДНК, детерминирующее необходимость такой обработки? 

Праймеры следует поместить на origin репликаторы они должны быть взаимообратными и содержать нужные мутации. 
Обработка необходима для уничтожения исходной метилированной плазмиды, чтобы осталась только новая ДНК. 

 



 

5.10 Эссе 2.0 
 
10. Была собрана дополнительная плазмида. Исследователи поместили кассету из промотора и энхансера 
цитомегаловируса (CMV промотор), гена mRFP (красный флуоресцентный белок) с необходимыми 5' и 3' регуляторными 
нетранслируемыми областями, и сигнала полиаденилирования в плазмиду, позволяющую, так называемую, "бело-голубую 
селекцию". Конструкцию встраивали в разрез, индуцированный рестриктазой по единственному подходящему сайту 
узнавания примерно в середине гена бета-галактозидазы. Смесь фрагментов обработали T4 ДНК лигазой и 
трансформировали ей E. coli XL10-Gold. Взвесь трансформированных бактерий посеяли на подготовленную 
непосредственно перед экспериментом ППС. В последнюю на стадии приготовления при 600С добавили в рабочих 
концентрациях ампициллин, X-Gal (хромогенный субстрат, соединение галактозы и индола, образующий, после обработки 
галактозидазой, димеры индоксила, имеющие голубую окраску) и индуктор галактозидазы изопропил-b-D-1- 
тиогалактопиранозид (ИПТГ). Чашки оставили инкубироваться при 370С в течение ночи. 

 

 

 
Какого цвета колонии (белые, голубые или красные) следует выбрать для дальнейшего анализа, предполагая, что они 
содержат плазмиду с искомой конструкцией (необходимо учитывать, что процесс вставки через лигирование обычно имеет 
сильно отличную от 100% эффективность)? 

Утром на чашке обнаружены множественные колонии. Их количество значительно превышает ожидаемое, а цвет колоний 
ожидаемой окраски - варьирует. После проверки большого количества колоний нужного цвета выяснилось, что не только 
они не содержат плазмиду со вставкой, но, в некоторых случаях, это даже не E.coli. Предположите наиболее вероятную 
причину такой ситуации? 

Белые. Голубые пустой вектор красные не видно на чашке. Причина в множестве нецелевых колоний, контаминация среды 
при разливке или добавлении компонентов при 60 градусах цельсия, что не гарантирует стабильность в результате выросли 
постороние микроорганизмы не содержащие плазмиду. 
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