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Results and conclusions. The conditions were optimized for enzymatic 
hydrolysis of caseins with trypsin, allowing to achieve the maximum yield 
of total peptide fraction within minimal time. Protein electrophoresis in 
polyacrylamide gel confirmed full completion of hydrolytic process by  
30 min. The selected 46 bacterial test cultures were examined for sensitivi-
ty to hydrolysates derived from caseins. The resulting clarification zones 
served as indicators of the activity of the obtained peptide samples. It was 
found that different extent of biological activity was expressed by peptides 
with regard to 60 % of tested bacterial strains. The diameter of growth in-
hibition zone varied in the range 9–26 mm. Strains Alcaligenes faecalis 
BIM B–79 and Bacillus mycoides BIM B–179 were distinguished by  
the lowest value of growth suppression zone – 9–10 mm. The moderate 
sensitivity to peptide impact was recorded for strain Escherichia coli BIM 
B–399 – 15–16 mm. Strains Bacillus sphaericus BIM B–396 and Geobacil-
lus stearothermophilus BIM B–415 exhibited the peak susceptibility, with 
growth inhibition zones reaching 24–26 mm in diameter. Further research 
will be focused on peptide fractionation, aiming to elaborate bioprepara-
tions to be applied in veterinary practice, food processing and cosmetic 
formulas. 
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Одним из ключевых белков синтеза дофамина является дофамин-бета-
гидроксилаза, кодируемая геном DBH (dopamine beta-hydroxylase), 
который расположен на 9 хромосоме. В зависимости от нали-
чия/отсутствия полиморфизмов в гене DBH изменяется и активность 
данного фермента. При этом снижение активности дофамин-бета-
гидроксилазы является одним из патогенетических механизмов разви-
тия многочисленных заболеваний.  
Цель. Подобрать специфические пары праймеров для определения 
структуры гена DBH. 
Материалы и методы. В качестве биологического материала исполь-
зовали сыворотку крови 32 добровольцев. В качестве мишени для  
дизайна специфических олигонуклеотидных праймеров выбран ген 
DBH. Дизайн олигонуклеотидов осуществляли последовательно  
для каждого выбранного гомологичного участка c использованием 
бесплатного онлайн приложения Primer3 v. 0.4.0 
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(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3) и бесплатного онлайн алго-
ритма mfold/DNAfold (http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold/dna-
folding-form). Для анализа вероятности образования вторичных шпи-
лечных структур и димеров олигонуклеотидов использовали бесплат-
ное онлайн обеспечение OligoAnalyzer 3.1 
(http://eu.idtdna.com/calc/analyzer) и демонстрационную версию ком-
мерческого программного пакета Vector NTI Advance 11.0 
(http://www.thermofisher.com/by/en/home/life-science/cloning/vector-nti-
software/vector-nti-advance-software.html). В качестве внутреннего кон-
троля использовали последовательность ДНК гена HPRT1 
(hypoxanthine phosphoribosyltransferase, human, Gene ID: 3251, NCBI 
Reference Sequence: NC_000023.11) генома человека. 
Результаты. С использованием соответствующего программного 
обеспечения были выбраны следующие специфические олигонуклео-
тидные праймеры (Genebank Accession No. X63418): прямой  
5′-GCAAAAGTCAGGCACATGCACC-3′ и обратный  
5′-GTCAGCGAGATGGGGAGGTGGA-3′, при этом обратный праймер 
на 5′-конце метили флуорофором. Перед началом анализа последова-
тельностей олигонуклеотидных праймеров провели анализ последова-
тельности предполагаемого ампликона для оценки вероятности обра-
зования вторичных шпилечных структур ампликона, а также вероят-
ности стерических препятствий для связывания олигонуклеотидных 
праймеров. В результате анализа установлено, что во время протека-
ния ПЦР в режиме реального времени на стадии отжига/элонгации 
при +60°С все вероятные вторичные шпилечные структуры были не-
стабильны в силу отсутствия отрицательных значений изменения сво-
бодной энергии Гиббса. Энергетика возможных шпилечных структур 
(∆G, kcal/mol) составила 0,84; 0,90; 1,55; 1,77. Дальнейший анализ с 
использованием встроенного алгоритма Vector NTI – Thermodynamical 
properties показал наличие 23 вероятных вторичных шпилечных 
структур, однако в модельных условиях все они характеризовались 
низкой стабильностью и как следствие низкой вероятностью образо-
вания. Анализ вероятности образования стабильных гомодимеров ам-
пликона показал наличие 1 стабильной структуры (∆G = - 4,2 kcal/mol) 
из 60 возможных. Результат анализа в режиме Vector NTI – Oligo 
Duplexes показал наличие стабильного гетеродимера обратного оли-
гонуклеотидного праймера. Несмотря на слабоотрицательные значе-
ния ∆G димеров, до 70% всех молекул рассматриваемых олигонуклео-
тидов с высокой вероятностью будут находиться в димеризованном 
состоянии и не будут участвовать в реакции. Этап корректировки ве-
личины ∆G с помощью температурных и буферных условий не позво-
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лил сместить равновесие реакции в нужную сторону в полной мере, 
однако необходимый результат был достигнут за счет коррекции кон-
центраций и соотношения олигонуклеотидных праймеров в реакцион-
ной смеси. Установлено, что для повышения эффективности реакции 
предпочтительно повышать значения ∆G за счет модулирования со-
держания одно и двухвалентных ионов в реакционной смеси.  
Заключение. Поиск последовательностей генов, к которым необхо-
димо подобрать праймеры, следует проводить с использованием био-
информационной базы данных NCBI. Для подбора праймеров и усло-
вий проведения ПЦР рекомендуется использовать программу Vector 
NTI, для анализа вероятности образования стабильных димеров – 
компонент программы Vector NTI Oligo Duplexes. 
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В развитии бронхолегочной дисплазии (БЛД) особое значение имеет 
ремоделирование соединительнотканных компонентов легких. Мор-
фогенез легких (ветвление бронхиального дерева, формирование аль-
веол и межальвеолярных перегородок) и восстановление легочной 
ткани после повреждения зависит от сбалансированности процессов 
образования и распада структур внеклеточного матрикса. Известно, 
что матриксные металлопротеиназы (ММП) участвуют в развитии ря-
да острых и хронических заболеваний легких, однако роль ММП  
в развитии БЛД изучена недостаточно. Представляло интерес изучить 
изменения со стороны ММП-2, специфически активной в отношении 
коллагена IV типа базальных мембран, и ММП-9, причастной к уси-
лению деградации волокнистых компонентов внеклеточного матрикса 
при воспалении, в легких в условиях экспериментального моделиро-
вания БЛД. Возрастающее количество свидетельств сигнальной функ-
ции активных форм кислорода в отношении продукции провоспали-
тельных белков послужило основанием для изучения возможности 
коррекции уровня ММП в легких с использованием препаратов анти-
оксидантного действия (α-токоферола). 
Цель – изучить влияние липосом с α-токоферолом при их ингаляци-
онном введении на уровень матриксных металлопротеиназ 2 и 9 в лег-
ких новорожденных морских свинок в условиях экспериментальной 
гипероксии. 


