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Для индивидуализации фармакотерапии важно учитывать особенности генотипа человека.

CYP3A4 является важным для фармакологии, так как биотрансформирует около 50 % лечеб-
ных средств, поэтому изучение гена cyp3a4 представляет значительный интерес. Разработка
технологии определения генного полиморфизма экспериментальным путем требует немалого
объема времени и ресурсов. Довольно часто работы проводятся по подобранным ранее пара-
метрам, что значительно суживает возможности исследований. С развитием биоинформатики
указанный выше процесс может быть более эффективным. Исследован полиморфизм гена
cyp3a4 in silico и подобраны параметры для дальнейшего изучения аллелей этого гена. Данные
результаты позволят более эффективно решать задачи, поставленные перед фармакогенети-
кой.
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Purpose: it is defined that gene polymorphisms influence on pharmacokinetics and pharmaco-

dinamics of the majority of preparations. CYP3A4 is important for pharmacology, as it transforms about
50% of medical means. Thus, gene studying cyp3a4 represents considerable interest. Working out
technology of definition of gene polymorphism experimentally occupies considerable volume of time
and resources. Often enough works are conducted using the parametres obtained earlier that consid-
erably narrows possibilities of researchers. With bioinformatic development the process specified above
can be much more effective.

Methods: used nucleotide sequences of gene cyp3a4 Homo sapiens, found in gene bank NCBI
by means of algorithm BLAST: nucleotide sequences levelled by means of Nidlman-Wunsh’s algo-
rithm in the ClustalW program. Design of primers and in silico PCR, restriction analysis of amplicons
and electrophores was conducted by means of Vector NTI 11 program.

Results: qualitative global alignment nucleotide sequences for the purpose of the gene analysis
cyp3a4 was conducted, the marker technique is developed for the polymorphism and differentiation
analysis allels this gene.

Conclusions: by means of bioinformation modelling programs polymorphism of the gene cyp3a4
in silico is investigated and parametres for the further studying allels gene are picked up. The pre-
sented results will allow to solve more effectively the problems put before pharmacogenetic.
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ling programs.
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Вступ

Підвищення ефективності
ліків та індивідуалізація їх за-
стосування залежать від ура-
хування особливостей гено-
типу людини. Визначено генні
поліморфізми, які впливають
на фармакокінетику й фарма-
кодинаміку для низки лікарсь-
ких препаратів, включаючи ус-
падковані відмінності в міше-
нях (наприклад рецептори),
метаболізуючі й транспортні
функції організму. Виникнення
полігенних детермінантів ви-
кликає численні комбінації ме-
таболізму ксенобіотиків, зумов-
лює широкий спектр терапев-
тичних індексів (співвідношен-
ня ефективність/токсичність)
для даного медикаменту [5].

Метаболічні процеси за учас-
ті ферментів, як правило, кла-
сифікуються як реакції I або
II фази. Реакції I фази викли-
кають структурні зміни введе-
ної речовини лікарського засо-
бу шляхом окиснення, віднов-
лення або гідролізу для ство-
рення більш водостійких мета-
болітів. Ці реакції часто утво-
рюють «місток» для подаль-
ших модифікацій реакцій на-
ступної II фази або перетво-
рення ксенобіотиків у неактив-
ні метаболіти. Реакції I фази
зумовлені, головним чином,
суперсімейством ферментів,
позначених терміном «Цито-
хром Р450».

Реакції II фази характеризу-
ються зв’язуванням водороз-
чинної ендогенної молекули з
хімічною речовиною, утворе-
ною в І фазі для полегшення
екскреції. Суперсімейства фер-
ментів, що каталізують реакції
II фази, називають відповід-
но до ендогенних кон’югуючих
половинок, наприклад: аце-
тилізація за участі N-ацетил-
трансфераз, сульфатування
під впливом сульфотрансфе-
рази, кон’югація глутатіону під

впливом глутатіонтрансфера-
зи і глюкоронізація за участі
Udp-глюкуронозилтрансфера-
зи [3] .

Цитохром Р450 є комплек-
сом білка з ковалентно зв’яза-
ним гемом (металопротеїном),
що забезпечує приєднання кис-
ню. Гем, у свою чергу, є ком-
плексом протопорфірину IX і
двовалентного атома заліза.
Число 450 означає, що віднов-
лений гем, зв’язаний з киснем,
характеризується максимумом
поглинання світла при довжи-
ні хвилі 450 нм.

Ізоформи цитохрому Р450
об’єднані в сімейства CYP1,
CYP2, CYP3. У сімействах виді-
лені підсімейства A, B, C, D, E.
У межах підсімейств ізоформи
позначені порядковим номе-
ром. Наприклад, CYP2C19 —
найменування 19-го за упоряд-
куванням цитохрому підсімей-
ства «С», сімейства «2». Існує
близько 250 різних видів цито-
хрому Р450, з них приблизно
50 — в організмі людини, і
тільки сім із них (CYP1A2,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2E1, CYP3A4, CYP3A5)
мають відношення до метабо-
лізму ліків [1].

Одним із найважливіших
для фармакології є CYP3A4,
тому що він біотрансформує
близько 50 % лікарських пре-
паратів [5]. Ген cyp3a4 стано-
вить значний інтерес і йому
приділяється увага у вивченні
деяких напрямів фармакогене-
тики, але одержані результати
часто неоднозначні й супереч-
ливі, що потребує подальших
досліджень. Тому аналіз полі-
морфізму cyp3a4 у зіставлен-
ні з фармакокінетичними особ-
ливостями лікарських засобів
є сучасним напрямом у роз-
витку персоніфікованої меди-
цини [4; 6–8].

Розробка технології визна-
чення молекулярно-генетич-
ного поліморфізму експери-

ментальним шляхом зазвичай
потребує чималого часу й ре-
сурсів. Цей процес складаєть-
ся з секвенування, дизайну
праймерів, вибору рестриктаз,
режимів реакцій, концентрації
реагентів, умов полімеразної
ланцюгової реакції (ПЛР) то-
що. Досить часто роботи про-
водять за заздалегідь підібра-
ними параметрами, що значно
звужує можливості досліджен-
ня. З розвитком біоінформати-
ки як науки увесь зазначений
вище процес може бути ефек-
тивнішим. Зібрані в національ-
них і міжнародних бібліотеках
дані про нуклеотидні послідов-
ності геномів і генів можна ана-
лізувати за допомогою спеціа-
льних комп’ютерних програм з
наданням найбільш пер-
спективних алгоритмів для по-
дальшого дослідження полі-
морфізму гена, що зацікавив,
у зіставленні з різними функ-
ціональними властивостями,
наприклад, швидкістю метабо-
лізму лікарських засобів [2].

Мета дослідження — за до-
помогою біоінформаційних і
моделюючих програм дослі-
дити поліморфізм гена cyp3a4
in silico та підібрати парамет-
ри для визначення алелів, що
корелюють з метаболічною
активністю щодо ксенобіоти-
ків.

Матеріали та методи
дослідження

Використовували 24 нук-
леотидні послідовності гена
cyp3a4 Homo sapiens, знайде-
ні в генбанку NCBI [9] за до-
помогою алгоритму BLAST:
AF182273, AJ563375, AJ563376,
AJ563377, AK223008, BC033862,
HUMCYPCN, NM_000777, AK313813,
NM_057095, BC067436, BC069780,
HUMXYPFLA, NM_000765, DQ924960,
BC069352, X12387, HUMCYPNO,
BC069418, AK312967, BC101631,
AK298462, AK298451, NM_017460.
Нуклеотидні послідовності ви-
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рівнювали за алгоритмом Нідл-
мана — Вунша [10] у програмі
ClustalW. Дизайн праймерів та
in silico ПЛР, рестрикційний
аналіз ампліконів й електро-
форез здійснювали за допомо-
гою програми Vector NTI 11.

Результати дослідження
та їх обговорення

У результаті вирівнювання
24 нуклеотидних послідовнос-
тей побудовано філогенетичну
дендрограму (рис. 1). На ден-
дрограмі можна виділити 6
кластерів, які відрізнялися між
собою, що може бути пов’я-
зано з наявністю 6 відмітних
алелів цього гена у популяції.
Ген виявився відносно полі-
морфним: так, у середньому
рівень гомології становив 75 %,
рівень комплексності був висо-
ким, що дозволило провести
якісне глобальне вирівнюван-
ня нуклеотидних послідовнос-
тей з метою аналізу полімор-
фізму гена cyp3a4 та створен-
ня маркерної системи для ана-
лізу поліморфізму й диферен-
ціації алелів цього гена.

Найбільш варіабельною ви-
явилася ділянка гена, близька
до центральної частини. Харак-
терними були однонуклеотид-
ні заміни (SNP), а також інсер-
ції/делеції (InDel), вставки були
максимум 3 п. н.

До варіабельного регіону
1291–1406 п. н. була підібра-
на пара праймерів VSGIcyp3a4
(SP gatccttacatatacacacc, ASP
ttgaaggagaagttctgaag), що про-
дукувала в усіх сиквенсах про-
дукт молекулярною масою
116 п. н.

Продукти ПЛР були також
вирівняні за допомогою алго-
ритму Нідлмана — Вунша в
програмі ClustalW з метою ви-
явлення поліморфізму амплі-
конів. Загальна будова ден-
дрограми відповідала такій,
що була побудована за ре-
зультатами вирівнювання пов-

них сиквенсів, що свідчить про
вдалий вибір сайтів прайму-
вання. Поліморфізм ампліко-
нів, у цілому, відповідає полі-
морфізму повних послідов-
ностей, тому що за результата-
ми вирівнювання як цілих по-
слідовностей, так і ампліконів
було можливим відрізнити 6
кластерів (див. рис. 1, рис. 2).
Проведений ПЛР-аналіз із ви-
користанням розробленого ди-
зайну праймерів дозволяє ви-

являти майже весь спектр по-
ліморфізму гена cyp3a4.

Для розкриття потенціалу
поліморфізму розробленого
дизайну ПЛР-праймерів про-
ведено рестрикційний аналіз
ампліконів in silico. Рестрик-
тазами, що давали поліморф-
ні (тобто ті, які були відмітни-
ми у різних алелів) ділянки
виявилися AceIII, AluI, AlwN1,
BfaI, BsiHKA, Bsp1286I, BspH1,
BsrI, BssS1, CviAII, CviJ1, FatI,

AF182273 (0.0015)
AJ563375 (0.0005)

AJ563376 (0.0349)
AJ563377 (-0.0064)

BC067436 (-0.0008)
 BC069780 (0.0002)
  HUMXYPFLA (-0.0009)
   NM_000765 (0.0024)

     AK223008 (-0.0008)
       BC033862 (0.0042)
   HUMCYPCN (-0.0034)
 NM_000777 (-0.0009)
AK313813 (-0.0007)

 DQ924960 (0.0004)
  BC069352 (-0.0022)
   X12387 (0.0033)
 HUMCYPNO (0.0013)
BC069418 (-0.0006)
AK312967 (-0.0003)
BC101631 (-0.0002)
AK298462 (0.0008)
AK298451 (-0.0002)
NM_017460 (0.0002)

NM_057095 (0.1171)

Рис. 1. Філогенетична дендрограма взаємовідношень алелів гена
cyp3a4

PCR Product of CYP3ANM_057095(1) (0.0948)
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PCR Product of CYP3ABC033862(1) (0.0000)
PCR Product of CYP3AHUMCYPCN(1) (0.0000)
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PCR Product of CYP3AAK298451(1) (0.0000)
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PCR Product of CYP3ABC067436(1) (0.0000)
PCR Product of CYP3ABC069780(1) (0.0000)
PCR Product of CYP3AHUMXYPFLA(1) (0.0000)
PCR Product of CYP3ANM_000765(1) (0.0000)

PCR Product of CYP3ABC069352(1) (0.0000)
PCR Product of CYP3ABC069418(1) (0.0000)
PCR Product of CYP3ABC101631(1) (0.0000)
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PCR Product of CYP3AHUMCYPNO(1) (0.0000)
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PCR Product of CYP3AX12387(1) (0.0000)

Рис. 2. Філогенетична дендрограма, побудована за результатами
вирівнювання ампліконів
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HinFl, Hpy188I, Hpy188III, HpyAV,
HpyCH4I, MlyI, MslI, NlaIII, PleI,
Sth132I, TspDTI, Tth111ll.

Рестриктази AceIII, AluI,
AlwN1, BsiHKA, Bsp1286I, CviJ1,
HinFl, Hpy188I, Hpy188III, HpyAV,
MlyI, PleI, Sth132I та Tth111ll
дозволили диференціювати
тільки NM_057095 від інших
алелів (рис. 3, а), сайт рестрик-
ції лише у зразка 23, що поміт-
но за різницею кількості та роз-
мірів бендів, тимчасом як ре-
стриктази BfaI, BspH1, BsrI,
BssS1, CviAII, FatI, HpyCH4I,
MslI, NlaIII та TspDTI дозволя-
ли вивчати більш широкий
спектр поліморфізму.

Так, рестриктази BfaI і BssS1
дозволяли диференціювати
генотипи BC067436, BC069780,
HUMXYPFLA та NM_000765,
що свідчить про наявність у
них сайту рестрикції цих фер-
ментів (рис. 3, б).

За допомогою рестриктаз
BspH1, CviAII, FatI, HpyCH4I,
MslI, NlaIII та TspDTI, окрім ге-
нотипів BC067436, BC069780,
HUMXYPFLA та NM_000765,
була можливість диферен-
ціювати генотип NM_057095
(рис. 3, в), причому рестрикта-
зи CviAII, FatI, HpyCH4I, NlaIII
та TspDTI здатні диференцію-
вати генотип NM_057095 від ге-

нотипів BC067436, BC069780,
HUMXYPFLA та NM_000765
(рис. 3, г), що свідчить про те,
що у зразка 23 лише 1 сайт
рестрикції, інші зразки відріз-
нялися за кількістю сайтів ре-
стрикції. Рестриктаза BsrI здат-
на диференціювати генотипи
AK223008, AK313813, BC033862,
HUMCYPCN та NM_000777
(рис. 3, д).

Висновки

Таким чином, за допомогою
біоінформаційних програм за-
стосовано сучасний підхід до
вивчення поліморфізму гена
cyp3a4. Показано високий рі-
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Рис 3. Електрофореграма розподілу продуктів

ампліфікації гена cyp3a4 з використанням прайме-
ра VSGIcyp3a4, порізана рестриктазою Tth111ll:
а —VSGIcyp3a4/Tth111ll; б — VSGIcyp3a4/BfaI;
в — VSGIcyp3a4/BspH1; г — VSGIcyp3a4/CviAII;
д — VSGIcyp3a4/BsrI: 1 — AF182273; 2 — AJ563375;
3 — AJ563376;  4 — AJ563377;  5 — AK223008;  6 —
AK298451;  7 — AK298462;  8 — AK312967;  9 —
AK313813; 10 — BC033862;  11 — BC067436; 12 —
BC069352;  13 — BC069418; 14 — BC069780; 15 —
BC101631; 16 — DQ924960; 17 — HUMCYPCN;
18 — HUMCYPNO; 19 — HUMXYPFLA; 20 —
NM_000765; 21 — NM_000777; 22 — NM_017460;
23 — NM_057095; 24 — X12387; 25 — маркер
PBR322/HAEIII
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вень поліморфізму гена, рі-
вень його гомології сягає у се-
редньому 75 %, переважно це
однонуклеотидні заміни й ін-
серції/делеції. Така варіабель-
ність гена може відображати
рівень поліморфізму людей за
рівнем метаболізму ксенобіо-
тиків. Створений дизайн прай-
мера давав поліморфний про-
дукт ампліфікації завдовжки
116 п. н., його поліморфізм був
колінеарним варіабельності
цілої послідовності. Викорис-
тання ферментів рестрикції
дозволило отримати продукти,
що відрізнялися за розмірами
на електрофореграмах. Най-
більш перспективним є вико-
ристання комбінації з рестрик-
таз BsrI та CviAII в in vitro рес-
триктазній реакції. Дані резуль-
тати сприятимуть більш ефек-
тивному розв’язанню завдань,
які ставляться перед фармако-
генетикою.
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