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РЕФЕРАТ 

Хавдрын эсрэг дархлаа эмчилгээний суурь судалгаа болон эмнэл зүйн туршилт 

судалгааны сүүлийн үеийн үр дүнгээс үзэхэд дархлаа эмчилгээ нь хавдрыг эмчлэх 

боломжтойг харуулж байна. Хавдрын антиген өвөрмөц эффектор Т эсүүд хавдрын 

бичил орчинд тодорхойлогддог боловч хавдрын дархлаа дарангуйлах шинж 

чанарын улмаас эдгээр Т эсүүд хангалттай идэвхжиж чаддаггүй. Хавдрын антиген 

өвөрмөц эффектор Т эсийн идэвхжил нь CTLA-4, PD-1 хамааралт саатуулагч дохио, 

TNFR дээд бүлийн рецепторын идэвхжүүлэгч дохионы тэнцвэрт байдлаар 

зохицуулагддаг. Мөн хавдрын эд дэх зохицуулагч Т эсүүд нь хавдрын антиген 

өвөрмөц  эффектор Т эсийн үйлчлэлийг дарангуйлах нөлөө үзүүлдэг. 

TNFR дээд бүлд хамаарагдах OX-40 дохио дамжуулагч молекул нь эффектор Т эс 

болон зохицуулагч Т эсийн гадаргууд аль алинд илэрдэг. OX-40-оор дамжсан дохио 

нь эффектор Т эсийг идэвхжүүлж  зохицуулагч Т эсийг дарангуйлах хам үйлчлэл 

үзүүлдэг учраас OX-40-д чиглэсэн дархлаа эмчилгээ нь хавдрыг устгахад ихээхэн 

үр дүнтэй байж болохыг өмнөх туршилт судалгаанууд харуулж байна.  

Сүүлийн жилүүдэд OX40-Fc гагнаас уураг болон anti-OX40 хүншүүлсэн эсрэгбиеийг 

ашиглан Т эсийн OX-40 дохио дамжуулах замыг идэвхжүүлэн хавдрыг эмчлэх суурь 

судалгаа, клиникийн туршилт ихээр хийгдэж байна.  

OX40L-Fc гагнаас уураг гэдэг нь mOX40L-ийн хоёр молекулыг иммуноглобулины Fc 

хэсгийн C төгсгөлтэй холбосон уургийг хэлнэ. Энэ гагнаас уургийн Fc хэсэг нь 

эсрэгбиеэр дамжсан эс хордуулах урвалыг өрнүүлж хавдрын эдийн зохицуулагч Т 

эсийг устгах, идэвхгүйжүүлэх үйлчилгээ үзүүлдэг.  

OX40L-Fc гагнаас уураг нь anti-OX40 хүншүүлсэн эсрэгбиеийг бодвол технологийн 

хувьд хийхэд хялбархан бөгөөд масс үйлдвэрлэлд шилжвэл эдийн засгийн хувьд 

хэмнэлтэй төдийгүй Монголд үйлдвэрлэх боломжтой.  

Судалгааны ажлын зорилго 

Үсэрхийлэлт хорт хавдрын эсрэг хэсэг газрын OX40L-Fc гагнаас уургийг гарган авах, 

дархлаа эмчилгээг турших. 

Судалгааны ажлын зорилт 

1. OX40L-Fc гагнаас уургийн загварчлалыг гаргаж плазмид угсрах 

2. OX40L-Fc гагнаас уургийг цэвэршүүлэн гаргах 
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3. Туршилтын амьтанд бүдүүн гэдэсний хавдрын загвар үүсгэх 

4. Хавдрын хэсгийн дархлаа эмчилгээг турших 

Бид молекул биологи, биоинформатик, амьтны туршилт судалгааны олон төрлийн 

арга аргачлалыг ашиглан уг судалгааг хийн гүйцэтгэлээ.  

Үр дүн:  

Бидний судалгааны үр дүнгүүдийг дурдвал  туршилтын амьтанд бүдүүн гэдэсний 

хавдрын загвар амжилттай үүслээ. OX40L-Fc гагнаас уургийн плазмидыг амжилттай 

гарган авлаа, OX40L-Fc гагнаас уургийн компьютер загварчлалыг амжилттай хийн 

гүйцэтгэлээ. OX40L-Fc гагнаас уурагтай хослон хийгддэг SD101 CpG ODN-

эмчилгээг хорт хавдарт туршлаа. OX40L-Fc гагнаас уурагтай ижил үйлдэл бүхий 

бага тунгын циклофосфамид эмчилгээг SD101 CpG ODN-эмчилгээтэй хослуулан 

амьтны загварт туршлаа.  

Түлхүүр үгс: Уургийн загварчлал, эсийн өсгөвөр, MC38 эсийн өсгөвөр, OX40L-Fc 

гагнаас уураг, CpG, циклофосфамид 
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ТОВЧИЛСОН ҮГИЙН ЖАГСААЛТ 

 

Монгол товчилсон үгийн жагсаалт 

 

АШУҮИС   Анагаахын Шинжлэх Ухааны Үндэсний Их Сургууль 

ДНХ    Дезоксирибонуклейн хүчил 

ДЭМБ    Дэлхийн Эрүүл Мэндийн Байгууллага 

РНХ    Рибонуклейн хүчил   

 

Гадаад товчилсон үгийн жагсаалт         

 

IFN Interferon 

IFNAR Interferon alpha receptor 

IFNG Interferon-gamma gene 

Ig                                         Immunoglobulin 

IL Interleukin 

mRNA messenger ribonucleic acid 

NK Natural killer cell 

PAMPs Pathogen-associated molecular patterns  

RNA Ribonucleic acid 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

TGF Tumor growth factor  

Th                                       T helper cell 

TLR Toll-like receptor 

TNF Tumor necrosis factor  
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УДИРТГАЛ 

Судалгааны ажлын үндэслэл 

Хавдрын эсрэг дархлаа эмчилгээний суурь судалгаа болон эмнэл зүйн туршилт 

судалгааны сүүлийн үеийн үр дүнгээс үзэхэд дархлаа эмчилгээ нь хавдрыг эмчлэх 

боломжтойг харуулж байна. Хавдрын антиген өвөрмөц эффектор Т эсүүд хавдрын 

бичил орчинд тодорхойлогддог боловч хавдрын дархлаа дарангуйлах шинж 

чанарын улмаас эдгээр Т эсүүд хангалттай идэвхжиж чаддаггүй. Хавдрын антиген 

өвөрмөц эффектор Т эсийн идэвхжил нь CTLA-4, PD-1 хамааралт саатуулагч дохио, 

TNFR дээд бүлийн рецепторын идэвхжүүлэгч дохионы тэнцвэрт байдлаар 

зохицуулагддаг. Мөн хавдрын эд дэх зохицуулагч Т эсүүд нь хавдрын антиген 

өвөрмөц  эффектор Т эсийн үйлчлэлийг дарангуйлах нөлөө үзүүлдэг [1]. 

TNFR дээд бүлд хамаарагдах OX-40 дохио дамжуулагч молекул нь эффектор Т эс 

болон зохицуулагч Т эсийн гадаргууд аль алинд илэрдэг. OX-40-оор дамжсан дохио 

нь эффектор Т эсийг идэвхжүүлж  зохицуулагч Т эсийг дарангуйлах хам үйлчлэл 

үзүүлдэг учраас OX-40-д чиглэсэн дархлаа эмчилгээ нь хавдрыг устгахад ихээхэн 

үр дүнтэй байж болохыг өмнөх туршилт судалгаанууд харуулж байна [2].  

Сүүлийн жилүүдэд OX40-Fc гагнаас уураг болон anti-OX40 хүншүүлсэн эсрэгбиеийг 

ашиглан Т эсийн OX-40 дохио дамжуулах замыг идэвхжүүлэн хавдрыг эмчлэх суурь 

судалгаа, клиникийн туршилт ихээр хийгдэж байна.  

OX40L-Fc гагнаас уураг гэдэг нь mOX40L-ийн хоёр молекулыг иммуноглобулины Fc 

хэсгийн C төгсгөлтэй холбосон уургийг хэлнэ.  Энэ гагнаас уургийн Fc хэсэг нь 

эсрэгбиеэр дамжсан эс хордуулах урвалыг өрнүүлж хавдрын эдийн зохицуулагч Т 

эсийг устгах, идэвхгүйжүүлэх үйлчилгээ үзүүлдэг [1].  

Амьтанд хийсэн суурь судалгааны үр дүнг 1-р хүснэгтэд толилуулав. 
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1-р хүснэгт. OX-40 агонист эмчилгээг амьтанд туршсан дүн  

OX-40 
идэвхжүүлэгч 

Хавсарсан 
эмчилгээ 

Хавдрын загвар Үр дүн Номзүй 

OX-86 250мкг 
х.г* 

Байхгүй 
CT26 бүдүүн 
гэдэсний хорт 

хавдар 

Эмчилгээний дүнд туршилтын 
амьтны 50% д амьдрах хугацаа 
уртассан 

[3] 

OX86 
200 мкг х.г 

Anti-PD-1 
200 мкгх.г 

ID8 өндгөвчний 
хорт хавдар 

Эмчилгээний дүнд туршилтын 
амьтны 60% д амьдрах хугацаа 
уртассан 

[4] 

OX86 
100 мкг х.г 

CD8 T эсийн 
эмчилгээ 

E.G7 тимома 
CD8 T эсийн эмчилгээний үр 
дүнг сайжруулсан 

[5] 

OX86 
400 мкг 

2 удаа х.г 

CpG  х.д 
100 мкг 

5 өдрийн турш 
A20 лимфома 

Хэсэг газрын хавдар болон 
үсэрхийлэл эмчлэгдсэн. 
Эмчлэгдсэн хулганад давтан 
хавдрын эс тарихад хавдар 
дахин үүсээгүй. 

[6] 

OX86 
4 мкгх.д** 

CpG 
50 мкгх.д 

A20 лимфома CT26 
бүдүүн гэдэсний 

хорт хавдар 

Эмчилгээний дүнд туршилтын 
амьтны 100% д амьдрах 
хугацаа уртассан. Үзэгдэх 
хавдар үгүй болсон. Үндсэн 
хавдраас гадна хавдрын 
үсэрхийлэл алга болсон.  

[7] 

OX40L-Fc 
100 мкг 

х.г 
Байхгүй MCA-205 саркома 

Хавдрын өсөлт буурсан, Т 
эсийн хариу урвал сайжирсан. 
100 хоног дагахад 50% -д 
амьдрах хугацаа уртассан. 

[8] 

OX86 
150 мкг 

х.г* 
OX40L-Fc 

100-250 мкг х.г 

Байхгүй 

B16-F10 меланома 
MCA-205 саркома 
MCA-303 саркома 
SM1 хөхний хорт 

хавдар 
 

20-60% -д хавдар эмчлэгдсэн, 
OX40L-Fc эмчилгээ нь OX86 
эсрэгбиеийн эмчилгээнээс илүү 
үр дүнтэй. 

 

[9] 

OX40L-Fc 
50 мкг х.г 

Хавдрын эдээс 
ялгасан вакцин 

а.д*** 
 

GL261 глиома 

Эмчилгээний дүнд туршилтын 
амьтны 30% д амьдрах хугацаа 
уртассан. OX40L-Fc уургийг 
хавдрын эдээс ялгасан 
вакцинтай хавсарсан нь илүү үр 
дүнтэй. 

[10] 

Тайлбар: *х.г  -  хэвлийн гялтанд тарьсан  (системийн үйлчлэл); ** х.д  -  хавдар дотор 

тарьсан  (хэсэг газрын үйлчлэл); *** а.д – арьсан доор тарьсан (системийн үйлчлэл); OX86 

– OX40 ийн эсрэг хүншүүлсэн эсрэгбие 

 

Т эсийн OX-40 дохио дамжилтыг идэвхжүүлсэн хэсэг газрын эмчилгээ нь (хавдар 

дотор тарьсан) системийн эмчилгээтэй харьцуулахад үр дүн илүү өндөр байсан 

бөгөөд хэсэг газрын хавдар төдийгүй үсэрхийлсэн хавдрыг ч устгах үйлчлэл үзүүлж 

байжээ [6,7].  

Амьтанд хийсэн туршилт судалгаанаас харахад OX-40 дохио дамжилтыг 

идэвхжүүлэгч эмчилгээ нь цуллаг эрхтний бүхий л төрлийн хавдрыг эмчлэх 

боломжтой [7].  
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Хэсэг газрын эмчилгээний давуу тал нь хэрэглэгдэх эмийн бодис ойролцоогоор 50-

100 дахин бага хэмжээтэй  ордог. Ингэснээр эмийн гаж нөлөө багасах, эдийн 

засгийн хувьд хэмнэлт гарах боломжийг бүрдүүлж байна. Анти-OX40 эсрэгбиеийг (4 

мкг) CpG ДНХ-тэй (50 мкг) хавсран хавдрын эмчилгээнд хэсэг газар нийт 3 удаа 

хэрэглэхэд 2 төрлийн цуллаг эрхтний хавдрыг 100% амжилттай эмчилсэн бөгөөд 

хавдар дотор тарьсан эмийн бодис нь цусны ийлдэст тодорхойлогдоогүй байна. 

Мөн эмчилгээ хийлгэн эдгэрсэн хулганад тухайн хавдрын эсийг дахин тарихад 

хавдар үүсээгүй нь уг хулганад хавдрын эсрэг дархлааны ой санамж тогтсоныг 

харуулж байна [6]. Хэсэг газар өдөөгдсөн хавдрын эсрэг дархлааны хариу урвал нь 

эхний ээлжинд тухайн хавдрыг устгах бөгөөд улмаар дархлааны эффектор эсүүд 

цусаар дамжин биеийн бусад хэсэгт байгаа хавдрын үсэрхийлэлийн эсрэг 

дархлааны хариу урвал өрнүүлнэ. Anti-OX40 эсрэгбие, OX40L-Fc гагнаас уургийг 

эмнэлзүйн 1-р шатны туршилтанд хэрэглэж байна [1,2,7]. 

OX40L-Fc гагнаас уураг нь хүншүүлсэн эсрэгбиетэй харьцуулахад иммуноген шинж 

чанар багатай учраас эмчилгээний дараах гаж нөлөөг багасгах ач холбогдолтой. 

Зарим судлаачдын үр дүнгээр OX40L-Fc гагнаас уураг нь анти-OX40 хүншүүлсэн 

эсрэгбиеийг бодвол OX-40 дохио дамжуулах замыг илүү хүчтэйгээр идэвхжүүлдэг 

[1,2,9]. OX40L-Fc гагнаас уураг нь анти-OX40 хүншүүлсэн эсрэгбиеийг бодвол 

технологийн хувьд хийхэд хялбархан бөгөөд масс үйлдвэрлэлд шилжвэл эдийн 

засгийн хувьд хэмнэлтэй төдийгүй Монголд үйлдвэрлэх боломжтой. Иймээс бидний 

энэ судалгаа нь цаашид хавдрын эмчилгээ, шинэ эм биобэлдмэл гарган авч, 

инновацийн бүтээгдэхүүн үйлдвэрлэхэд ихээхэн ач холбогдолтой томоохон суурь 

судалгааны үндэс болох юм. OX40L-Fc гагнаас уургийг CpG ДНХ-тэй хослон хэсэг 

газарт хэрэглэсэн судалгаа одоогоор байхгүй байна. OX40L-Fc гагнаас уураг болон 

anti-OX40 эсрэгбиеийн системийн эмчилгээний үр дүн адил төстэй байгаа [1,2,9] нь 

хэсэг газрын эмчилгээнд мөн OX40L-Fc гагнаас уургийг хэрэглэхэд үр дүнтэй байх 

магадлалыг нэмэгдүүлж байна. Тиймээс OX40L-Fc гагнаас уургийг CpG ДНХ-тэй 

хослон хэсэг газарт хэрэглэвэл эмчилгээний үр дүн сайжрах, өртөг буурах 

боломжтой юм. Монгол улсад хүн амын өвчлөл, нас баралтын тэргүүлэх шалтгаанд 

хорт хавдар 2-р байр эзэлж байгаа билээ. Иймд хэсэг газрын OX40L-Fc гагнаас 

уургийн эмчилгээг anti-OX40 эсрэгбие эмчилгээтэй харьцуулан судлах 

шаардлагатай байна.  
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Судалгааны ажлын зорилго 

Үсэрхийлэлт хорт хавдрын эсрэг хэсэг газрын OX40L-Fc гагнаас уургийг гарган авах, 

дархлаа эмчилгээг турших 

Судалгааны ажлын зорилт 

1. OX40L-Fc гагнаас уургийн загварчлалыг гаргаж плазмид угсрах 

2. OX40L-Fc гагнаас уургийг цэвэршүүлэн гаргах 

3. Туршилтын амьтанд бүдүүн гэдэсний хавдрын загвар үүсгэх 

4. Хавдрын хэсгийн дархлаа эмчилгээг турших 

Төслийн шинэлэг болон дэвшилтэт тал 

OX40L-Fc гагнаас уургийг цэвэршүүлэн гаргаж авснаар OX40L-Fc гагнаас уургийг 

CpG ДНХ хослон хавдрын эмчилгээнд хэрэглэх суурь судалгааг хийх боломжтой 

болно. 

Төслийн эдийн засаг, шинжлэх ухаан, нийгмийн ач холбогдол 

Цуллаг эрхтний хавдрын эсрэг шинэ эм, шинэ эмчилгээний технологийг 

боловсруулах ач холбогдолтой. 

Судалгааны ажлыг хэлэлцүүлсэн байдал 

1. АШУҮИС, Био-Анагаахын Эрдмийн зөвлөлийн 2019 оны 6-р сарын 18–ны 

өдрийн хурлаар төсөлт ажлын сэдэв, арга аргачлалыг батлуулсан (Протокол 

№.18-19/20(02)). 

2. Төсөлт ажил хийх ёс зүйн зөвшөөрлийг Эрүүл Мэндийн Яамны Анагаах 

Ухааны Ёс Зүйн Хяналтын хорооны 2019 оны 9-р сарын 13-ны өдрийн 

хурлаар олгосон (Протокол №2019/115). 

Судалгааны үр дүнгээр хэлэлцүүлсэн илтгэл 

1. Т.Хүсэлт-Од, Г.Энхтүшиг, С.Энхтуяа, Ц.Билэгтсайхан, Б.Ариунзаяа, 

А.Оюунбаатар, Б.Бадмаараг, Н.Өлзий-Орших, Э.Баярмаа, М.Мишээлт, 

Б.Энх-Амар, Н.Золмөнх, Т.Хонгорзул, С.Цогтсайхан, Л.Энхсайхан, Ч.Гансүх 

“OX40L-FC гагнаас уургийн плазмидыг гарган авсан дүн” “Судлаач оюутан 

2024” “Олон Улсын Оюутны Эрдэм Шинжилгээний Хурал”  Улаанбаатар хот,  

хуудас- 137 

2. Г.Энхтүшиг, Т.Хүсэлт-Од, С.Энхтуяа, T.Өлзийхүү, A.Эгшиглэн, X.Доржсүрэн, 

Б.Өлзийсайхан, Б.Галиндэв, Ц.Билэгтсайхан, Б.Ариунзаяа, А.Оюунбаатар, 
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Б.Бадмаараг, Н.Өлзий-Орших, Э.Баярмаа, М.Мишээлт, Б.Энх-Амар, 

Н.Золмөнх, Т.Хонгорзул, С.Цогтсайхан, Л.Энхсайхан, Ч.Гансүх “C57BL/6 

хулганад үүсгэсэн хавдрын загварт хэсгийн дархлаа эмчилгээ туршсан дүн” 

“Хүрэлтогоот-2023” эрдэм шинжилгээний хурал, Улаанбаатар хот,  хуудас-34 

3. Батмөнхийн Өлзийсайхан, Батнасангийн Галиндэв, Цолмонгийн 
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НЭГДҮГЭЭР БҮЛЭГ. ХЭВЛЭЛИЙН ТОЙМ 

1.1  Хавдрын хэсгийн дархлаа эмчилгээ 

Дэлхийн Эрүүл Мэндийн Байгууллагын мэдээлснээр хорт хавдар нь дэлхийн 172 

улс орны 91 улсад нь нас баралтын тэргүүлэх эсвэл хоёр дахь шалтгаан болж 

байна. Хамгийн сүүлийн тоо баримтаас харахад 1995 оноос хойш хорт хавдар нь 

Монгол улсын хүн амын нас баралтын тэргүүлэх шалтгааны 2-р байранд тогтмол 

орж байна.  

Монгол улсад зөвхөн 2017 онд 6073 хорт хавдрын тохиолдол шинээр оношлогдсон 

бөгөөд 4004 хүн хавдрын улмаас нас баржээ. Энэ нь нийт нас баралтын шалтгааны 

25.4%-ийг эзэлж байна. Нийт хорт хавдрын 80% нь төгсгөлийн III/IV үе шатанд 

анхлан оношлогдож байна. 2017 оны байдлаар Монгол улсад нийт 18053 өвчтөн 

хорт хавдрын улмаас хяналтанд байна. Манай улсад хорт хавдраар оношлогдсон 3 

хүн тутмын 2 нь 5 жилийн дотор нас барж байгаа нь үсэрхийлэлт хорт хавдрын 

эмчилгээний шинэ технологийг судлах шаардлагатайг илтгэж байна. 

Үсэрхийлэлт хавдрын эсрэг дархлаа эмчилгээ нь дэлхий нийтэд ихээхэн анхаарал 

татаж байгаагийн нэгэн илрэл нь анагаах ухааны салбарын 2018 оны Нобелийн 

шагналыг хавдрын дархлаа хяналтын судалгааг хийсэн эрдэмтэн James P. Allison 

болон Tasuku Honjo нарт олгосноос харж болно [13].  

Эдгээр эрдэмтдийн боловсруулсан хавдрын дархлаа хяналтын цэгийн эмчилгээ нь 

PD-1, CTLA-4 дархлаа хяналтын уургийн эсрэг үйлчилдэг. Энэхүү эмчилгээ нь 

үсэрхийлэлт хавдарт ихээхэн үр дүнтэй бөгөөд нэг хүний нэг жилийн эмчилгээний 

өртөг нь 150000-250000 долларын өртөгтэй байна. 2015 оны статистик мэдээгээр 

АНУ жилдээ дархлаа хяналтын эмчилгээнд 174 тэрбум долларыг зарцуулжээ. 

Дархлаа хяналтын эмчилгээний өртөгийг бууруулах нэг амжилттай алхам нь 2017 

онд хийгдсэн Стэнфордын их сургуулийн судлаачдын хавдрын хэсгийн эмчилгээний 

судалгаа юм. Тэдний судалгаа нь дархлаа хяналтын OX-40 молекулыг идэвхжүүлэх 

болон Т зохицуулагч эсийн үйл ажиллагааг дарангуйлахад суурилсан ба 

зарцуулагдах эмчилгээний бодисын хэмжээг 50-100 дахин бууруулж чадсан. Т эсийн 

OX-40 дохио дамжуулах замыг идэвхжүүлэхэд 2 үндсэн OX-40 агонистыг ашигладаг 

бөгөөд үүний нэг нь anti-OX40 хүншүүлсэн эсрэгбие нөгөө нь OX40L-Fc гагнаас уураг 

юм. Стэнфордын их сургууль дээр хийгдсэн судалгаа нь анти-OX40 хүншүүлсэн 

эсрэгбиеийг хэсэг газарт ашигласан бөгөөд одоогоор  OX40L-Fc гагнаас уургийн 
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хэсэг газарт ашигласан судалгаа хийгдээгүй байна. OX40L-Fc гагнаас уураг гэдэг нь 

mOX40L-ийн хоёр молекулыг иммуноглобулины Fc хэсгийн C төгсгөлтэй холбосон 

уургийг хэлнэ.  Энэ гагнаас уургийн Fc хэсэг нь эсрэгбиеэр дамжсан эс хордуулах 

урвалыг өрнүүлж хавдрын эдэд орших зохицуулагч Т эсийг устгах, идэвхгүйжүүлэх 

үйлчилгээ үзүүлдэг [6,7]. Энэхүү уургийг монголын нөхцөлд угсран хавдрын дархлаа 

эмчилгээний үр дүнг үнэлэх судалгааг хийх шаардлагатай байна. 

1.2. Хавдрын хэсгийн дархлаа эмчилгээнд TLR агонистын нөлөө 

TLR-9 ийн агонист болох CpG-ийн хавдрын эсрэг үйлчилгээ нь хамгийн их 

судлагдсан. CpG нь хавдрын хэсэг газрын эмчилгээнд хэрэглэхэд TNF-alpha, MCP-

1, IFN Gamma зэрэг цитокины ялгаралтыг өдөөж хавдрын эсрэг үйлчлэх төдийгүй 

NK эс болон хавдар орчмын дархлааны өвөрмөц болон өвөрмөц бус эсүүдийг 

идэвхжүүлж үрэвслийн урвалыг өрнүүлдэг [7,14]. Стэнфордын их сургуулийн 

судлаач Ronald Levy-ийн гарган авсан CpG болох SD101 нь хавдрыг шууд агшаах 

үйлчлэлтэй [15]. 

1.3. OX40 агонистын хавдрын эсрэг нөлөө 

Sagiv-Barfi Idit нарын судалгаагаар Т эсийн OX-40 дохио дамжилтыг идэвхжүүлсэн 

хэсэг газрын эмчилгээ нь (хавдар дотор тарьсан) системийн эмчилгээтэй 

харьцуулахад үр дүн илүү өндөр байсан бөгөөд хэсэг газрын хавдар төдийгүй 

үсэрхийлсэн хавдрыг ч устгах үйлчлэл үзүүлж байжээ [7]. 

Амьтанд хийсэн туршилт судалгаанаас харахад OX-40 дохио дамжилтыг 

идэвхжүүлэгч эмчилгээ нь цуллаг эрхтний бүхий л төрлийн хавдрыг эмчлэх 

боломжтой байна [7].  

Хэсэг газрын эмчилгээний давуу тал нь хэрэглэгдэх эмийн бодис ойролцоогоор 50-

100 дахин бага хэмжээтэй ордог. Ингэснээр эмийн гаж нөлөө багасах, эдийн засгийн 

хувьд хэмнэлт гарах боломжийг бүрдүүлж байна. Анти-OX40 эсрэгбиеийг 

хавдрын эмчилгээнд хэсэг газарт нийт 3 удаа хэрэглэхэд 2 төрлийн цуллаг эрхтний 

хавдрыг 100% амжилттай эмчилсэн бөгөөд хавдар дотор тарьсан эмийн бодис нь 

цусны ийлдэст тодорхойлогдоогүй байна. Мөн эмчилгээ хийлгэн эдгэрсэн хулганад 

тухайн хавдрын эсийг дахин тарихад хавдар үүсээгүй нь уг хулганад хавдрын эсрэг 

дархлааны ой санамж тогтсоныг харуулж байна [6]. Хэсэг газар өдөөгдсөн хавдрын 

эсрэг дархлааны хариу урвал нь эхний ээлжинд тухайн хавдрыг устгах бөгөөд 
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улмаар дархлааны эффектор эсүүд цусаар дамжин биеийн бусад хэсэгт байгаа 

хавдрын үсэрхийлэлийн эсрэг дархлааны хариу урвал өрнүүлнэ [1,2,7].  

OX40L-Fc гагнаас уураг нь хүншүүлсэн эсрэгбиетэй харьцуулахад иммуноген шинж 

чанар багатай учраас эмчилгээний дараах гаж нөлөөг багасгах ач холбогдолтой. 

Зарим судлаачдын үр дүнгээр OX40L-Fc гагнаас уураг нь анти-OX40 хүншүүлсэн 

эсрэгбиеийг бодвол OX-40 дохио дамжуулах замыг илүү хүчтэйгээр идэвхжүүлдэг 

[1,2,9]. OX40L-Fc гагнаас уураг нь анти-OX40 хүншүүлсэн эсрэгбиеийг бодвол 

технологийн хувьд хийхэд хялбархан бөгөөд масс үйлдвэрлэлд шилжвэл эдийн 

засгийн хувьд хэмнэлтэй төдийгүй Монголд үйлдвэрлэх боломжтой. Иймээс бидний 

энэ судалгаа нь цаашид хавдрын эмчилгээ, шинэ эм био бэлдмэл гарган авч, 

инновацийн бүтээгдэхүүн үйлдвэрлэхэд ихээхэн ач холбогдолтой томоохон суурь 

судалгааны үндэс болох юм. OX40L-Fc гагнаас уургийг хэсэг газарт хэрэглэсэн 

судалгаа одоогоор байхгүй байна. OX40L-Fc гагнаас уураг болон анти-OX40 

эсрэгбиеийн системийн эмчилгээний үр дүн адил төстэй байгаа [1,2,9] нь хэсэг 

газрын эмчилгээнд мөн OX40L-Fc гагнаас уургийг хэрэглэхэд үр дүнтэй байх 

магадлалыг нэмэгдүүлж байна. Тиймээс OX40L-Fc гагнаас уургийг хэсэг газарт 

хэрэглэвэл эмчилгээний үр дүн сайжрах, өртөг буурах боломжтой юм. 

1.4. Патент авсан OX40 агонистууд тэдгээрийн бүтэц 

OX40 агонист үйлчлэлтэй уургуудыг хүншүүлсэн эсрэг бие болон гагнаас уургууд 

гэж ангилж болно. Хүншүүлсэн эсрэг биеийн хувьд Патент авсан хэд хэдэн эсрэгбие 

байдаг. Үүнд PF-04518600, BMS-986178, GSK3174998 орно. Эдгээр эсрэгбиеийг 

ашиглан үсэрхийлэлт хавдрын эмчилгээний нийт 13 клиник триал явагдаж байна. 

Харин гагнаас уургаас бүтсэн OX40 агонистын хувьд TRAF2 гурвалжуулах домэйн 

ашиглан хийгдсэн гагнаас уургийн патент (US20160024176A1) бүртгэлтэй байна.  

1.5. Уургийн гуравдагч бүтэц болон тооцооллын аргууд 

Гагнаас уургаас бүтсэн OX40 агонистыг амжилттай угсрахын тулд 

биоинформатикийн аргаар уургийн гуравдагч бүтцийг загварчилах нь мөнгө санхүү, 

цаг хугацаа хэмнэх ач холбогдолтой юм. Иймд манай баг өөрсдийн хийсэн уургийн 

загвар гаргалтандаа гуравдагч бүтцийг тодорхойлогч серверүүдийг ашиглахаар 

шийдсэн. Уургийн гуравдагч бүтцийг урьдчилан тодорхойлох үйлчилгээ үзүүлдэг 

серверүүдийг дурьдвал Alphafold-2, Phyre2, I-TASSER, Modeller, METATASSER, 
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ROBETTA, Swiss-Model орно. Бид хамгийн өргөн хэрэглэгддэг сервер болох 

Alphafold-2 серверийг судалгаандаа ашиглалаа.  
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ХОЁРДУГААР БҮЛЭГ. СУДАЛГААНЫ ХЭРЭГЛЭГДЭХҮҮН БА АРГА ЗҮЙ 

2.1. Судалгааны ажлын загвар 

Энэ судалгааг туршилт судалгааны загвараар хийж гүйцэтгэсэн болно.  

2.2. Судалгааны ажлын хүрээ 

Судалгааг АШУҮИС-ийн Цөм лабораторийг түшиглэн хийж гүйцэтгэв.  

2.3. Судалгааны ажлын арга зүй 

2.3.1 Хулганы маллагаа  

C56BL/6 хулганыг зориулалтын байранд стандарт нөхцөлийг баримтлан маллалаа. 

Хулганы байрны гэрэлтүүлэг, өрөөний температур, өрөөний чийгшил, агаарын 

чанар, дуу чимээг стандартанд заагдсаны дагуу баримтлав. C56BL/6 нь Жаксоны 

лабораториос гаралтай инбред хулгана бөгөөд синген хавдрын загвар туршихад 

хамгийн тохиромжтой хулгана юм. C56BL/6 хулгана дээр үүссэн олон хавдрын эсийн 

эсийн шугаман өсгөвөр байдаг бөгөөд эдгээрийг ашиглан дархлаа эмчилгээг турших 

боломжтой байдаг. Синген хавдрын модел нь химийн бодис ашиглан үүссэн 

хавдраас хэд хэдэн давуу талаараа ялгардаг. Үүнд: Хурдан хугацаанд үүсдэг, 

хавдрын эсийн тунгаас хамааран хавдрын прогрессийг хянаж болдог, хавдар үүсэлт 

амжилттай болох магадлал 100 хувь, ижил хэмжээтэй хавдрыг олон хулганад зэрэг 

үүсгэх боломжтой зэрэг болно.  

2.3.2 Эсийн өсгөвөр 

C56BL/6 хулгана дээр бүдүүн гэдэсний хавдрын загвар үүсгэхийн тулд MC38 

шугаман эсийн өсгөвөр ашиглах боломжтой. Бид төслийн эхний үр дүн болгон MC38 

эсийг үхрийн хээлийн ийлдэс агуулсан DMEM эсийн өсгөврийн орчин ашиглан 37 

градус, 5% CO2 той инкубаторт өсгөвөрлөлөө. Эсийг 5 удаа сэлгүүлэн 

тогтворжуулсаны дараа ирээдүйн зорилгод зориулан хөлдөөн хадгалав. 

2.3.3 Уургийн бүтэц, харилцан үйлчлэлийг загварчлах 

OX40L-Fc гагнаас уургийн амин хүчлийн дарааллыг US20160024176A1 патенттай 

MEDI6383 OX40L-Fc гагнаас уургийн дарааллыг ашигласан.  

1. DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN

WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA

PIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ

https://patents.google.com/patent/US20160024176A1/en
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PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS

LSLSPGK (Fc domain) 

2. DQDKIEALSSKVQQLERSIGLKDLAMADLEQKVLEMEASTQVSHRYPRI 

(trimerization domain Traf2) 

3. QSIKVQFTEYKKEKGFILTSQKEDEIMKVQNNSVIINCDGFYLISLKGYFSQEVNISL

HYQKDEEPLFQLKKVRSVNSLMVASLTYKDKVYLNVTTDNTSLDDFHVNGGELILI

HQNPGEFCVL (Human OX40L) 

OX40L-Fc гагнаас уургийн дарааллыг хиймэл оюун ухаанд суурилсан Alphafold-2 

программыг ашиглан уургийг амин хүчлийн дарааллаас орон зайн гурван хэмжээст 

гуравдагч бүтэц болон харилцан үйлчлэлийг тодорхойлсон. Alphafold-2 сomplex 

модулийг ашиглан уургийн гинжний дарааллыг тус тусад нь оруулж харилцан 

үйлчлэлийн загварыг гарган авсан (1-р зураг). 

 

 

1-р зураг. Alphafold 2 системийн үйл явцын жишээ зураг. 

Уургийн бүтцийн зураглалыг ChimeraX ашиглан харуулж уургийн дараалал дахь 

тодорхой хэсгүүдийг тус тусад нь өнгөөр ялган харуулсан (2-р зураг). 

 



 

22 
 

2-р зураг. ChimeraX дээрх уургийн зураглал гаргаж буй жишээ. 

2.3.4 Уургийн хөдөлгөөнийг загварчлах 

Уургийн молекул динамикийг Gromacs (4-р зураг) ашиглан дүн шинжилгээ хийж 

гарсан өгөгдлөөр VMD (3-р зураг) программын тусламжтай уургийн хөдөлгөөнийг 

харуулсан. Уургийн молекул динамикийн дүн шинжилгээний үр дүнг Excel ашиглаж 

боловсруулан график үр дүнг харуулсан. Эдгээр үр дүнгүүдэд уургийн хөдөлгөөний 

радиус, потенциалын энерги, RMSD, RMSF утгын графикыг байгуулсан. 

 

3-р зураг. VMD программын ажиллаж буй байдал. 

 

4-р зураг. Gromacs программын ажиллаж буй байдал. 

2.3.5 Уургийн загвар боловсруулалт 

Уургийн загварыг боловсруулалтыг Google Colab цахим сервер түрээслэн 

программыг ажиллуулж үр дүнг боловсруулан гарган авсан. 

2.3.5.1 Праймерын дарааллууд  

SnapGene программын Гибсон угсралтын функцийг ашиглан дарааллыг ПГУ-ын 

аргаар олшруулах сонголтыг сонгон праймерын дарааллыг гарган авсан (2-р 

хүснэгт). 
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2-р хүснэгт. Оруулга ДНХ дарааллын праймер дараалал 

Праймерын дараалал Урт 
(хн) 

aTmº
C 

бGC% 

Leader      

Forward 5’-
TAGCGTTTAAACTTAAGCTTATGGACT 
GGACCTGGAGGATC-3’ 

41 68.86
ºC 

43% 

Reverse 5’-TTGGACTCGGAGTGCGCGCC-3’ 20 63.51
ºC 

69% 

IgG4Fc 

Forward 5’-
GCACTCCGAGTCCAAATATGGTCCCC 
CATG-3’ 

30 67.35
ºC 

56% 

Reverse 5’-
GTCTTGGTCTTTACCCAGAGACAGGG 
AGAGGCT-3’ 

33 68.65
ºC 

54% 

Traf     

Forward 5’-
CTGGGTAAAGACCAAGACAAGATTGA 
AGCCCTG-3’ 

33 66.13
ºC 

48% 

Reverse  5’-
TGATACCTGGGTGGATGCCTCCATCT   
CCA-3’ 

29 66.99
ºC 

55% 

OX40L     

Forward 5’-
GCATCCACCCAGGTATCACATCGGTA 
TCCTCGAAT-3’ 

35 69.13
ºC 

51% 

Reverse 5’-
ACGGGCCCTCTAGACTCGAGTCAAA 
GGACACAGAATTCACCAGGATTTTGA
T-3’ 

52 75.64
ºC 

48% 

Тайлбар: аПраймерын хайлах температур; бПраймерын дараалал дахь гуанин, 

цитозины эзлэх хувь; хн – хос нуклеотид. SnapGene программын Гибсон угсралтын 

функцийг ашиглан плазмидын загварчлалыг гаргахад оруулга ДНХ дарааллуудыг ПГУ 

ашиглан олшруулах функцийг сонгоход загварчлагдсан параймер дараалал.  

 

2.3.5.2 Оруулга ДНХ дарааллууд болон вектор дарааллын плазмид  

Оруулга ДНХ дарааллыг ПГУ аргаар олшруулахдаа дараах эх плазмидыг ашиглан 

олшруулав (3-р хүснэгт).  

3-р хүснэгт. Оруулга ДНХ дарааллуудыг олшруулах эх плазмидууд 

Эх плазмид Концентраци  ПГУ олшруулах 
дараалал  

pVITRO1-Trastuzumab-IgG4/κ 2х Leader, IgG4Fc 

TNFSF4_OHu28782D_pcDNA3.1+/
C-(K)-DYK 

10 нг/мкл Traf 
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Эх плазмид Концентраци  ПГУ олшруулах 
дараалал  

TRAF2_OHu25953D_pcDNA3.1+/C
-(K)-DYK 

5пмоль/мк
л 

OX40L 

 

Вектор дараалал болох pcDNA3.1 дарааллыг pCDNA3.1_3XFlag плазмидыг (5-р 

зураг) HindIII болон XhoI (RingenBio, БНХАУ) рестрикцийн эсгэгээр зүсэн 3XFlag 

хэсгийг таслан авч бэлтгэв. 

 

5-р зураг. pCDNA3.1_3XFlag плазмид. Тайлбар: pCDNA3.1_3XFlag нь pcDNA3.1-д С-

терминалд флаг шошго агуулсан плазмид юм. 

 

2.3.6 Плазмидын загварчлалыг гарган авах арга аргачлал 

 Плазмидын загварчлалыг US20160024176A1 патент бүхий MEDI6383 OX40L-Fc 

гагнаас уургийн амин хүчлийн дарааллыг ашигласан. Leader (уураг нийлэгжүүлэх 

дохио бүхий дараалал), IgG4Fc (иммуноглобулины Fc төгсгөлийн дараалал), Traf 

(уургийн тримержүүлэх дараалал), OX40L (OX40 лиганд хэсгийн дараалал), pcDNA 

3.1 (вектор дараалал)  гэх дарааллыг SnapGene программ дээр Гибсон угсралтын 

функцээр загварчлалыг гаргав (6,7-р зураг). 
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6-р зураг. SnapGene программ ажиллаж буй байдал (А). Тайлбар: SnapGene 

программын Гибсон угсралтын функцээр 4 фрагментыг векторт загварчлахаар ажиллаж 

буй байдал 

 

7-р зураг. SnapGene программ ажиллаж буй байдал (Б). Тайлбар: SnapGene 

программын Гибсон угсралтын функцийн 4 фрагмент угсрах горимыг сонгон ажиллуулж 

буй зураг бөгөөд оруулга 4 фрагментийн праймерын дарааллыг загварчилж буй байдал.  

 

2.3.7 Плазмид угсрахад шаардлагатай дарааллыг бэлтгэсэн арга, аргачлал 

2.3.7.1 Полимеразын гинжин урвал  

Leader, IgG4Fc, Traf, OX40L дарааллыг I-StarMax GH DNA полимераза буюу hot start 

полимеразыг ашиглан олшруулав. ПГУ-ын холимгийг бэлтгэхдээ 4-р хүснэгтийн 

дагуу бэлтгэж 5 болон 6-р хүснэгт тус бүрт харуулсны дагуу энгийн ПГУ явуулсан.  
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4-р хүснэгт. Leader, IgG4Fc, Traf, OX40L олшруулах ПГУ-ын холимгийн бүрдэл 

Урвалж Концентраци Хэмжээ (мкл) 

ПГУ буфер 10х 2 

dNTP 10 ммоль 2 

MgCl2 25 ммоль 1 

Forward праймер 10 мкмоль/мкл 1 

Reverse праймер 10 мкмоль/мкл 1 

Плазмидын ДНХ 10 нг/мкл 1 

I-StarMax GH ДНХ 
полимераза 

5 нэгж/мкл 0.5 

Нэрмэл ус - 11.5 

Нийт хэмжээ  20 

5-р хүснэгт. ПГУ явагдах дулааны нөхцөл (Leader, IgG4Fc, Traf) 

ПГУ-ын үе шат Хугацаа Температур Циклийн тоо 

Эхний денатураци 30 секунд 98°C 1 

Денатураци 10 секунд 98°C  

Праймер холбогдох 20 секунд 60°C 30 

Уртсах 20 секунд 72°C  

Эцсийн уртсах 5 минут 72°C 1 

 

6-р хүснэгт. ПГУ явагдах дулааны нөхцөл (OX40L) 

ПГУ-ын үе шат Хугацаа Температур Циклийн тоо 

Эхний денатураци 30 секунд 98°C 1 

Денатураци 10 секунд 98°C  

Праймер холбогдох 20 секунд 65°C 30 

Уртсах 20 секунд 72°C  

Эцсийн уртсах 5 минут 72°C 1 

 

2.3.7.2 Вектор бэлтгэсэн аргачлал  

pCDNA3.1_3XFlag нь pcDNA3.1 плазмидад 3XFlag нэгтгэсэн плазмид бөгөөд 3XFlag 

хэсгээс pcDNA3.1 хэсгийг салган авахын тулд наалдамхай төгсгөл (sticky end) 

үүсгэдэг HindIII болон XhoI (RingenBio, БНХАУ) рестрикцийн эсгэгийг ашиглав (8-р 

зураг). Рестрикцийн эсгэгээр зүсэхдээ 7-р хүснэгт–д үзүүлснээр холимгийг бэлтгэн 

370C хэмд 1 цагийн турш инкубаци хийв. Рестрикцийн эсгэгээр зүссэн 

бүтээгдэхүүнийг 800C хэмд 20 минутын турш инкубацилан рестрикцийн эсгэгийг 

идэвхгүйжүүллээ. Үр дүнг гель электрофорезийн аргаар баталгаажуулсан.  
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8-р зураг. pCDNA3.1_3XFlag плазмидад HindIII болон XhoI холбогдон зүсэх хэсэг 

7-р хүснэгт. Рестрикцийн эсгэгээр зүсэх холимгийн найрлага (HindIII, XhoI) 

Урвалж Концентраци Хэмжээ (мкл) 

Плазмидын ДНХ 100 нг/мкл  1 

Рестрикцийн эсгэг (HindIII) 10 нэгж/мкл 1 

Рестрикцийн эсгэг (XhoI) 20 нэгж/мкл 1 

Буфер уусмал (Universal 
буфер) 

5х 2 

Нэрмэл ус - 5 

Нийт  10 

 

2.3.7.3 Гель электрофорез  

Агароз гелийг бэлтгэхдээ агарозын нунтгийг 1X TBE (Tris-borate-acetate) буферт 

хийж, бүрэн уустал нь богино долгионы зууханд халаав. Үүний дараа гелийг хэвэнд 

цутган, царцааж, ПГУ бүтээгдэхүүн болон хүндрүүлэгчийг 5:1 харьцаатайгаар холин 

гелийн худагт хийж 120В 40 минутын турш гүйлгэсэн. Үр дүнг дүгнэхдээ гелийг 

этидийн бромидоор 5-10 минут будан хэт ягаан туяаны гэрэлтүүлэгч доор зургийг 

авч баталгаажуулав.    

 

 

2.3.7.4 ПГУ-ын бүтээгдэхүүнээс ДНХ цэвэршүүлэн ялган авах  
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Бид D6492-00S E.Z.N.A.® Cycle Pure Kit (V-spin) ПГУ-ын бүтээгдхүүнээс ДНХ 

цэвэршүүлэх цомогийг ашиглан хийж гүйцэтгэв. 100 мкл ПГУ-ын бүтээгдэхүүнийг 1.5 

мл  тюбенд хийж, 500 мкл CP буфер нэмж сайтар холин HiBind DNA Mini баганад 

шилжүүлж 13000 эргэлт/мин хурдаар 1 минут хурилдуурдан, 700 мкл угаах буфер 

ашиглан баганыг хоёр удаа угаасан ингэхдээ 14000 эргэлт/мин хурдаар 1 минутын 

турш хурилдуурдав. Эцэст нь баганыг тюбнээс салган авч шинэ 1.5 мл тюбенд хийн, 

баганын голд 30-50 мкл EB буфер нэмэн 2 минутын турш өрөөний хэмд байлган, 

14000 эргэлт/мин хурдаар 1 минутын турш хурилдуурдав. Эцсийн бүтээгдэхүүний 

гарцыг нанодроп спектрофотометр багаж (ThermoFisher Scientific, АНУ) ашиглан 

тодорхойлов. 

 

2.3.8 Плазмид угсарсан арга аргачлал  

2.3.8.1 Рестрикцийн эсгэгээр зүсэх  

ПГУ-ын тюбенд 5 мкл нэрмэл ус хийж үүн дээр 2 мкл ПГУ-ын бүтээгдэхүүн, 1 мкл 

CutSmart буфер хийн сайтар хольсны дараа NEB компанийн DpnI рестрикцийн 

эсгэгээс 1 мкл хийн сайтар хольсон (8-р хүснэгт). Эдгээр бүх үйлдлийг мөсөн дээр 

хийж гүйцэтгэв. Үүний дараа 370C хэмд 2 цагийн турш инкубаци хийж рестрикцийн 

эсгэгээр зүссэн бүтээгдэхүүнийг 800C хэмд 20 минутын турш инкубацилан 

рестрикцийн эсгэгийг идэвхгүйжүүлсэн. 

8-р хүснэгт. Рестрикцийн эсгэгээр зүсэх холимгийн найрлага (DpnI) 

Урвалж Концентраци Хэмжээ (мкл) 

ПГУ-ын бүтээгдэхүүн - 2 

Рестрикцийн эсгэг (DpnII) 20 нэгж/мкл 1 

Буфер уусмал (CutSmart) 10х 1 

Нэрмэл ус - 6 

Нийт  10 
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2.3.8.2 Гибсон угсралт  

Идэвхгүйжүүлсэн рестрикцийн эсгэгээр зүссэн 2.5 мкл бүтээгдэхүүн дээр 10 мкл 

Гибсон мастер холимгийг нэмэн сайтар холин 500C хэмд 60 минут инкубаци хийж, 

трансформацийг эхлүүлсэн (9-р хүснэгт).  

9-р хүснэгт. Гибсон угсралтын холимгийн бүрдэл 

Урвалж Хэмжээ (мкл) 

DpnI эсгэгээр зүссэн 
бүтээгдэхүүн 

2.5 

Гибсон мастер холимог  10 

Нийт 12.5 

 

2.3.8.3 Компетент эс бэлтгэх  

Тетрациклинтэй (100 мкг/мкл) LB (Luria-Bertani) тэжээлт орчин дээр өсгөвөрлөсөн 

XL 10-Gold Ultracompetent E.Coli бактерийн өсгөврөөс бактерийн гогцоогоор 1 

колони аван 10 мл шөлөнд суспенз бэлтгэн, 370С хэмд 250 эргэлт/мин хурдаар 16 

цагийн турш өсгөвөрлөв. 10 мл бактерийн өсгөврийг 800 мл шөлөнд хийн 370С хэмд 

250 эргэлт/мин хурдаар 3-4 цагийн турш  өсгөвөрлөсөн. Өсгөврөөс 1 мл аван 

хундаганд хийн спектрофотометрийн багажийн тусламжтайгаар гэрлийн 

шингээлтийг (OD) хэмжиж, OD=0.4 хүрэхэд өсгөврийг мөсөн дээр тавин өсөлтийг 

зогсоож, 4 ширхэг 50 мл тюбенд тус тус хуваан хийж, 3000 эргэлт/мин хурдаар 10 

минутын турш хурилдуурдав. Үүний дараах бүх үйлдлийг мөсөн дээр хийсэн. 

Бактерийн эс тунасны дараа 0.05M бүхий кальцийн хлорид (CaCl2)-ийн уусмал 

ашиглан угаав, CaCl2-оор угааж дууссаны дараа 20%-ийн глицерол/CaCl2-ийн 

уусмалыг ашиглан 1-2 удаа угаасан. Үүний дараа бактерийн тунадсыг 

глицерол/CaCl2-ийн уусмалтай хольж 1.5мл тюбенд тус тус хуваан хийв. Эцэст нь 

бэлтгэсэн компетент эсийг -800C хэмд хадгалав.  

2.3.8.4 Трансформаци  

Компетент эсийг -800C хэмийн хөлдөөгчнөөс гарган мөсөн дээр аажимаар гэсгээв. 

Бактерийн эс дээр 4 мкл -ME хийн зөөлөн хольж, мөсөн дээр 10 минут 

инкубацилав. Энэ үед 2 минут тутамд тюбийг гараар зөөлөн хольсон. Үүний дараа   

1 мкл плазмид (10нг/мкл) хийн хольж мөсөн дээр 30 минут, 420C хэмд 30 секунд, 

мөсөн дээр 2 минут тус тус инкубаци хийв. Инкубацийн дараа 800 мкл 370C хэм 

бүхий LB шөл хийн холин 370C хэмд 250 эрг/мин хурдаар 1 цагийн турш 
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өсгөвөрлөсөн. Инкубацийн дараа өсгөврөөс 100мкл хэмжээтэйгээр соруулан 

ампициллинтай (100мкг/мкл) LB тэжээлт орчин дээр дусааж, бактери тараагчаар 

жигд тараан  370C хэмд термостатад 16 цагийн турш өсгөвөрлөсөн.  

2.3.8.5 Компетент эсээс плазмидын ДНХ цэвэршүүлэн ялган авах  

Өсгөвөрлөгдсөн бактерийн колониос гогцоогоор авч ампициллинтай (100мкг/мкл) 

LB шөлөнд 250 эргэлт/мин хурдаар 370C хэмд 16 цагийн турш өсгөвөрлөсөн. D6945-

00S E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini Kit II плазмидын ДНХ ялгах цомгийг ашиглав. 

Өсгөврийг 3000 эргэлт/мин хурдаар центрифугд хурилдуурдан бактерийн эсийг 

тунгааж 250 мкл бүхий I/РНХаза буферийг бактерийн эс дээр хийж сайтар холив. 

Үүний дараа 250 мкл бүхий II буфер нэмж, зөөлөн хольж, өрөөний температурт 2 

минутын турш инкубацилсан. 350 мкл III буфер нэмэн хийж сайтар хольж ≥13000 

эргэлт/мин хурдаар центрифугд 10 минут хурилдуурдаж, урьдчилан бэлдсэн 

HinBind DNA Mini баганад супернатантийг хийн 14000 эргэлт/мин хурдаар 1 минутын 

турш хурилдуурдав. Тюбе доор урсан үлдсэн шингэнийг асгаж, баганад 500 мкл 

HBC буфер нэмэн хийж, центрифугд 14000 эргэлт/мин хурдаар 1 минут 

хурилдуурдсан. 700 мкл угаах буфер ашиглан баганыг угаасан. Ингэхдээ 14000 

эргэлт/мин хурдаар 1 минут хурилдуурдав. Баганыг үлдсэн илүүдэл шингэнээс 

салгахын тулд ахин нэг удаа центрифугд 14000 эргэлт/мин хурдаар 2 минут 

хурилдуурдав. Үүний дараа баганыг тюбээс салган авч шинэ 1.5 мл тюбед хийж, 

баганын голд 50 мкл EB буфер дусаан 1 минут инкубацилан 14000 эргэлт/мин 

хурдаар 1 минут центрифугд хурилдуурдав. Эцэст нь цэвэршүүлэн авсан 

плазмидын гарцыг нанодроп спектрофотометр багажийг (ThermoFisher Scientific, 

АНУ) ашиглан тодорхойлсон. 

2.3.9 Плазмид шалгасан аргачлал  

2.3.9.1 Полимеразын гинжин урвалаар шалгах аргачлал  

Цэвэршүүлэн ялган авсан плазмидын ДНХ-ийг ашиглан IgG4Fc, Traf, OX40L 

дарааллыг Чорос-Онош компанийн Taq полимеразын цомгийг ашиглан ПГУ-аар 

олшруулсан. ПГУ-ын холимгийг дараах хүснэгтийн дагуу хийж гүйцэтгэв. ПГУ-ын 

бүтээгдэхүүнийг агарозын гельд гүйлгэн дүгнэлээ (10, 11-р хүснэгт).   
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10-р хүснэгт. IgG4Fc, Traf, OX40L олшруулах ПГУ-ын холимгийн бүрдэл 

Урвалж Концентраци Хэмжээ (мкл) 

Taq 2x мастер холимог 2х 12.5 

Плазмидын ДНХ 10 нг/мкл                   1 

Forward праймер 10 мкмоль/мкл              1 

Reverse праймер 10 мкмоль/мкл              1 

Нэрмэл ус - 9.5 

Нийт хэмжээ                25 

 

11-р хүснэгт. ПГУ явагдах дулааны нөхцөл (IgG4Fc, Traf, OX40L) 

ПГУ-ын үе шат Хугацаа Температур Циклийн тоо 

Эхний денатураци 30 секунд 95°C 1 

Денатураци 10 секунд 95°C  

Праймер холбогдох 20 секунд 60°C 30 

Уртсах 20 секунд 72°C  

Эцсийн уртсах 5 минут 72°C 1 

 

2.3.9.2 Рестрикцийн эсгэгээр зүсэн шалгасан аргачлал  

Бид DraI (NEB, АНУ) рестрикцийн эсгэгийг ашиглан плазмидын угсралтыг шалгасан. 

12-р хүснэгтэд үзүүлснээр холимгийг бэлтгэн 370C хэмд 2 цагийн турш инкубацилав. 

Үр дүнг агарозын гельд гүйлгэн хэт ягаан туяаны гэрэлтүүлэгч доор зургийг авч 

дүгнэсэн.  

12-р хүснэгт. Рестрикцийн эсгэгээр зүсэх холимгийн найрлага (DraI) 

Урвалж Концентраци Хэмжээ (мкл) 

Плазмидын ДНХ 100 нг/мкл  1 

Рестрикцийн эсгэг (DraI) 20 нэгж/мкл 1 

Буфер уусмал (CutSmart) 10х 1 

Нэрмэл ус - 7 

Нийт  10 

 

2.3.10 Хулгана, хавдрын шугаман эс, эмийн бодис 

Туршилтад Жэксон лабораторийн 6-8 долоо хоногтой C57BL/6 эрэгчин хулганыг 

ашигласан. Хавдрын загварт Керафаст (Kerafast)-ийн бүдүүн шулуун гэдэсний 

хавдрын шугаман эс МС38-ийг хэрэглэв.  БНХАУ-ын Генфарм компанид 

нийлэгжүүлсэн SD101-ийг ашигласан.  
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Бид Эмнэлзүйн эмгэг судлалын лаборатори, АШУҮИС-ын Био-Анагаахын 

хүрээлэнгийн Эсийн биологийн лаборатори, Тархи судлалын лабораторийг 

түшиглэн хийж судалгааг хийж гүйцэтгэсэн. 

 

2.3.11 Хулганад үүсгэсэн хавдрын загвар болон хавдрын эмчилгээ 

Үсэрхийлэлт хавдрын загвар үүсгэхийн тулд C57BL/6 үүлдрийн хулганы хэвлийн 

арьсан дор MC38 эсийг (1х10*6) тарьсан. Өдөр бүр хулганы хавдрын ургалтыг 

дижитал калипер, биеийн дулааныг дижитал халуун хэмжигч, биеийн жинг дижитал 

жин хэмжүүр ашиглан хэмжилт хийсэн. Хулганы хавдрыг доорх томьёог ашиглан 

тодорхойлсон: 

Эзлэхүүн = 1/2 х урт х (өргөн)2 

SD101 эмчилгээг өнжөөд 1 удаа 50мкг тунгаар эмчилгээ эхэлсэний 1, 3, 5 дахь 

хоногт нийт гурван удаа, бага тунгийн циклофосфамид эмчилгээг 40 мг/кг тунгаар 

хэвлийн хөндийд долоо хоногт 2 удаагийн давтамжтайгаар нийт 4 удаа хийсэн. 

2.4 Судалгааны ажлын ёс зүй  

Төсөлт ажил хийх ёс зүйн зөвшөөрлийг Эрүүл Мэндийн Яамны Анагаах Ухааны Ёс 

Зүйн Хяналтын хорооны 2019 оны 9-р сарын 13-ны өдрийн хурлаар олгосон. 
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ГУРАВДУГААР БҮЛЭГ. СУДАЛГААНЫ АЖЛЫН ҮР ДҮН 

 3.1 MC38 эсийн өсгөвөр хийсэн дүн 

Судалгаанд бүдүүн шулуун гэдэсний хорт хавдрын MC38 шугаман эсийн загвар 

ашиглав. MC38 эс нь бүдүүн шулуун гэдэсний шугаман эс бөгөөд C57BL/6 

хулганатай синген гаралтай юм. Энэ эсийг бүдүүн шулуун гэдэсний хорт хавдар 

үүсгэхэд ашиглах нь дархлаа эмчилгээ хийхэд хамгийн тохиромжтой загвар модел 

юм.  

Эсийг DMEM орчинд 5% CO₂–ийн чийгшилтэй орчинд 37ºC-д өсгөвөрлөсөн. Эсийг 

6-7 удаа сэлгүүлэн өсгөврийн ургалт тогтворжсоны дараа туршилт судалгаанд 

ашиглав. Эсийн шугамыг шингэн азот болон -80 градусын хөргөгчинд 10% DMSO 

ашиглан хөлдөөн хадгалав. Эсийн өсгөвөр хийх явцад эсийн doubling time 

тодорхойлоход 20-24 цагт нэг дахин нэмэгдэж байлаа. (9-р зураг) 

 

9-р зураг. MC38 шугаман эсийн өсгөвөр. Тайлбар: Эсийн морфологи нь эпитель эсийн 

гаралтай. Пластик дишэнд наалдах чадвартай. 

 

3.2 C57BL/6 хулгана малласан дүн 

C56BL/6 хулганыг зориулалтын байранд стандарт нөхцөлийг баримтлан маллалаа. 

Хулганы байрны гэрэлтүүлэг, өрөөний температур, өрөөний чийгшил, агаарын 

чанар, дуу чимээг стандартанд заагдсаны дагуу баримтлав. C56BL/6 нь Жаксоны 

лабораториос гаралтай инбред хулгана юм. 
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3.3 OX40L-Fc уургийн загварчлал хийсэн дүн 

OX-40L-Fc гагнаас уургийн амин хүчлийн дарааллаас орон зайн бүтцийг ChimeraX 

программын тусламжтай Alpha-fold2 программын санг ашиглаж симуляц хийж орон 

зайн бүтцийн зураглалыг гаргаж авав. Эхний байдлаар MEDI6383 уургийн 

дарааллаас мономер бүтцийг тодорхойлсон. Мономер бүтэц дээр үндэслэн 

Alphafold-2 программыг ашиглан тримержүүлж гурван хэмжээст тример бүтцийг 

тодорхойлсон. Зурган дээрх 2 гэсэн тооны харалдаа OX40L, 3 гэсэн тооны харалдаа 

тримержүүлэх домайн болох Traf2 домайны хэсгийг ялган харууллаа. Мөн энэхүү 

зурагт Traf2 домайны гинжүүд  эрчлэгдэн хоорондоо тример бүтцийг үүсгэж буй нь 

харагдаж байна. Fc домайны хэсэгтэй хамт тооцоолоход нийт уургийн амин хүчлийн 

урт 2500-асс их болсон нь техник хэрэгслийн шаардлагагаас үр дүнг гаргахад 

хязгаарлагдмал болсон. Иймд Fc домайнаас бусад хэсгийг оролцуулан тооцооллын 

үр дүнг гаргасан. OX40L/OX40 уургийн харилцан үйлчлэлийг загварчлан 

тодорхойлсон. Хүний OX40 уураг нь OX40L буюу лигандтай харилцан үйлчлэлийг 

харуулсан бөгөөд 1 гэсэн тооны харалдаа OX40 хэсгийг ялган үзүүллээ.  

 

10-р зураг. OX40L-Fc гагнаас уургийн мономер бүтэц. 
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11-р зураг. OX40L тример уургийн бүтэц. 

 

12-р зураг. OX40L тример болон OX40 тримерийн уургийн холбогдсон байдал. 

Уургийн молекул динамик дүн шинжилгээг Gromacs-ийн тусламжтай OX40L-Fc 

гагнаас уургийн мономер бүтцийн гурван хэмжээст бүтэц дээр дүн шинжилгээ 

хийсэн. Молекул динамик шинжилгээний үр дүнгээр эргэлтийн радиус, 

потенциалын энерги, загварын утгуудын хоорондох ялгааг root mean standart 

deviation (RMSD) буюу стандарт алдаа, жижиг хэсгүүдийн дундаж хазайлтыг, цаг 

байршлын хамааралтай хэмжээгээр root mean standart fluctuation (RMSF) 

уургийн жижиг хэсгүүдийн  утгаар график байгуулж анализ хийсэн. RMSD болон 

RMSF утгыг харахад хоорондын хэлбэлзэл бага байгаа нь тооцооллын алдаа 

гараагүй болохыг харуулж байна.  

2 

3 

1 

2 

3 
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13-р зураг. Эргэлтийн радиус. Тайлбар: 8-р зургаас харахад ерөнхий атомын болон 

x, y, z тэнхлгийн дагуух эргэлтийн радиусын цаг хугацааны хамааралтай шугаман 

графикыг харуулж байна. 

 

14-р зураг. Потенциалын энерги. 
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15-р зураг. root mean standard deviation. 

 

16-р зураг. root mean standard fluctuation. 

Уургийн дүн шинжилгээний мэдээлэл дээр үндэслэн Gromacs-ийн тусламжтай 

гурван хэмжээст орон зай дахь хөдөлгөөнийг таамаглан загварчлав. Үр дүнг VMD 

программын тусламжтай хөдөлгөөнт зураг болгон авсан. Молекул динамикийн 

хөдөлгөөнийг нь 1 нано секунд хугацаанд 500,000 алхамтыг тооцоолсон үр дүнг 

харуулсан. Хөдөлгөөний зураглалыг 110 хэсэгтэй зураг болгон хувааж зарим 

хэсгийг 10 хэсгийн алслалттайгаар зурган хэлбэрээр харуулав. Мөн уургийн 

тример бүтцийн хөдөлгөөнийг алслалттай зургаар харуулав. Эдгээр тооцооллыг 

усан орчинд загварчлан хийсэн болно.  
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17-р зураг. Уургийн мономер бүтцийн хөдөлгөөн. 
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18-р зураг. Уургийн тример бүтцийн хөдөлгөөн 

 3.4 Плазмидын загварчлалыг гаргасан дүн 

Плазмидын загварчлалыг US20160024176A1 патент бүхий MEDI6383 OX40L-Fc 

гагнаас уургийн амин хүчлийн дарааллын дагуу SnapGene программ дээр Гибсон 

угсралтын 4 фрагментыг векторт загварчлах функцийг ашиглан гарган авсан. Үр 

дүнд оруулга 4 ДНХ дарааллыг агуулах 6629 хос нуклеотидын (х.н) урттай 

плазмидын загварчлал бэлэн болсон. (19-р зураг) 
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19-р зураг. OX40L-Fc плазмидын загварчлал 

3.5 Плазмидын угсралтад шаардлагатай дарааллыг бэлтгэсэн дүн 

3.5.1 Leader, IgG4Fc, Traf, OX40L дарааллыг ПГУ аргаар олшруулсан дүн  

Плазмидын загварчлалын дагуу оруулга ДНХ дарааллыг бэлтгэхэд 85 хн урттай 

Leader дараалал, 702 хн урттай IgG4Fc дараалал, 135 хн урттай Traf дараалал, 429 

хн урттай OX40L дараалал тус тус амжилттай ПГУ-аар олшрогдсон (20-р зураг). 

Олшрогдсон ДНХ дарааллыг ПГУ-ын бүтээгдхүүнээс цэвэршүүлэн ялган авахад 

Leader 18.8 нг/мкл, IgG4Fc 26.9 нг/мкл, Traf 34 нг/мкл, OX40L 165.3 нг/мкл 

концентрациар тус тус тодорхойлогдов (13-р хүснэгт). 
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20-р зураг. Leader, IgG4Fc, OX40L, Traf дарааллыг агарозын гельд дүгнэсэн байдал. 

Тайлбар: Sm– Size marker 100 хн ДНХ хэмжээ тогтоогуур ашиглан A1- Leader, B1- IgG4Fc, 

C1- OX40L, C2- Traf дарааллын олшруулалтыг харуулав. 

 

13-р хүснэгт. Leader, IgG4Fc, OX40L, Traf дарааллыг цэвэршүүлэн ялган авч гарцыг 
хэмжсэн дүн 

 

Дараалал  Хэмжих нэгж (нг/мкл) A260/280 A260/230 

Leader 18.8 1.77 2.34 
IgG4Fc 26.9 2.02 2.12 

Traf 34 1.78 2.22 
OX40L 165.3 1.85 2.36 

 

3.6 Векторыг рестрикцийн эсгэгээр зүссэн дүн  

Бид эхлээд pcDNA3.1_3XFlag плазмидыг HindIII, XhoI рестрикцийн эсгэгээр зүсч 

5357 хн урттай pcDNA3.1 вектор, 158 хн урттай 3XFlag дараалал гэсэн 2 хэсэгт 

хуваав. Түүний дараа 5357 хн бүхий pcDNA3.1 векторын дарааллыг цэвэршүүлэн 

ялган авч гарцыг хэмжихэд 21.1 нг/мкл концентрацитайгаар тодорхойлогдов. (14-р 

хүснэгт). 

 

21-р зураг. Вектор дарааллыг агарозын гельд дүгнэсэн байдал. Тайлбар: Sm- Size 

marker 1000 хн урттай ДНХ хэмжээ тогтоогуур ашиглан вектор дараалал болох 

pcDNA3.1_3XFlag-г HindIII, XhoI рестрикцийн эсгэгээр зүсэн бэлтгэхэд 5357 хн урттай 

pcDNA3.1 вектор, 158 хн урттай 3XFlag дарааллууд тус тус зүсэгдсэн хэрчим харагдав. 
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14-р хүснэгт. Вектор дарааллыг цэвэршүүлэн ялган авч гарцыг хэмжсэн дүн 

Дарааллууд  нг/мкл  А260/280 А260/230 

Вектор  21.1 1.77 1.95 

 

3.7 ПГУ-ын бүтээгдэхүүнээс ДНХ цэвэршүүлэн ялган авсан дүн  

ПГУ-аар олшруулсан Leader, IgG4Fc, Traf, OX40L дарааллыг ПГУ-ын 

бүтээгдэхүүнээс ДНХ-г цэвэршүүлэн ялган авах цомгийг ашиглан эдгээр ДНХ 

дарааллуудыг цэвэршүүлж ялган авсан. Ялгасан ДНХ дарааллуудын гарц болон 

цэвэршилтийг нанодроп спектрофотометр багажаар (ThermoFisher Scientific, АНУ) 

хэмжсэн (15-р хүснэгт). 

15-р хүснэгт. Нанодроп  спектрофотометрын үр дүн 
 

Дарааллууд  нг/мкл A260/280 A260/230 

Leader 18.8 1.77 2.34 

IgG4Fc 26.9 2.02 2.12 

Traf 34 1.78 2.22 

OX40L 165.3 1.85 2.36 

Вектор  21.1 1.77 1.95 

 

3.8 Гибсон угсралтаар плазмид угсарсан дүн 

Компетент эсийг арга аргачлалын дагуу бэлтгэн, ампициллинд тэсвэртэй 

плазмидыг ашиглан бактерийн эсэд трансформаци хийв. Трансформацын идэвхийг 

шалгахад 3.2x106 гарсан болно. Иймээс компетент эсийг дараагийн туршилтанд 

ашиглалаа. (22-р зураг) 
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22-р зураг. Компетент эс бэлтгэсэн дүн. Тайлбар: Трансформацын идэвх шалгахад 

3.2x10^6 гарсан.  

Цэвэршүүлсэн оруулга 4 ДНХ дараалал болон вектор дарааллыг ашиглан Гибсон 

угсралтын аргаар плазмидыг загварчлалын дагуу угсран трансформаци хийн 

ампициллинтай тэжээлт орчин дээр тарин өсгөвөрлөхөд нэг колони өсгөвөрлөгдсөн. 

Үүнээс үзэхэд ампициллинд тэсвэргүй бактерийн колони устаж, тэсвэртэй 

бактерийн колони сонгомлоор үлдсэн байгааг энэ үр дүн харуулж байна.  

 

23-р зураг. Ампициллинд тэсвэртэй OX40L-Fc плазмидыг агуулж буй бактерийн 

колони тэжээлт орчин дээр өсгөвөрлөгдсөн байдал. Тайлбар: Бактерийн колонийг 

цэнхэр сумаар заав. 100 мкг/мл тун бүхий ампициллинтай тэжээлт орчин. 

 

3.9 Компетент эсээс плазмидын ДНХ цэвэршүүлэн ялган авсан дүн  

Угсрагдсан плазмидыг агуулсан бактерийг сонгомол тэжээлт орчинд өсгөвөрлөж 

бактерийн колониос плазмидын ДНХ ялгах цомгийг ашиглан бактерийн плазмидын 

ДНХ-ийг цэвэршүүлж ялгасан. Ялгасан плазмидын ДНХ гарц цэвэршилтийг 

нанодроп спектрофотометр багажаар (ThermoFisher Scientific, АНУ) хэмжсэн (16-р 

хүснэгт).  

16-р хүснэгт. Нанодроп  спектрофотометрын  үр дүн 

нг/мкл A260/A280 A260/A230 

185.4 1.87 2.28 

 3.10 Угсрагдсан плазмидыг шалгасан дүн  

3.10.1 Угсарсан плазмидыг ПГУ аргаар шалгасан дүн  
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Угсарсан плазмидыг шалгахдаа IgG4Fc, OX40L, Traf дарааллыг тус тусад нь ПГУ-

аар олшруулж, шалгасан. Энэхүү гурван ДНХ дараалал нь нэг плазмидад 

агуулагдах боломжгүй буюу зөвхөн рекомбинант ДНХ технологийн аргаар плазмид 

угсарсан тохиолдолд нэг плазмидад агуулагдах боломжтой юм.  

24-р зураг. IgG4Fc, OX40L, Traf дарааллуудыг ПГУ-ын аргаар шалгасан дүн. Тайлбар: 

Sm- Size marker 100 хн ДНХ хэмжээ тогтоогуур ашиглан A1- IgG4Fc, А2- OX40L B1-6 Traf, 

B7-11 IgG4Fc дарааллыг шалгасан. 

 

3.10.2 Угсарсан плазмидыг рестрикцийн эсгэг ашиглан шалгасан дүн 

Угсарсан плазмидыг DraI рестрикцийн эсгэг ашиглан шалгасан. Энэхүү эсгэг нь 

оруулга ДНХ дараалал болох 1300 хн дарааллыг вектор плазмидаас зүсэн салгах 

боломжтой юм. Үр дүнгээс үзэхэд оруулга ДНХ дараалал нь агарозын гельд хэмжээ 

тогтоогууртай харьцуулан дүгнэхэд 1300 х.н дараалал болохыг харуулж байна. 
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25-р зураг. Загварчилсан плазмидад DraI рестрикцийн эсгэг холбогдон зүсэх 

хэсгүүд 

 

26-р зураг. DraI рестрикцийн эсгэгээр плазмидын ДНХ зүсэн шалгасан дүн. Тайлбар: 

Sm-100 хн ДНХ хэмжээ тогтоогуур ашиглан 1-Угсарсан плазмидыг DraI рестрикцийн 

эсгэгээр зүссэн ба угсарсан плазмид нь оруулга ДНХ 4 дараалал бүхэлдээ плазмидад 

агуулагдаж байна. 

3.11 OX40L-Fc уургийг гарган авсан дүн 

OX40L-Fc гагнаас уургийн плазмидыг (4 мкг) HEK 293Т эсэд Lipofectamin 3000 

липосомыг ашиглан трансфекц хийсэн. Трансфекцийг 100 мм диаметертэй эсийн 

өсгөврийн тавагт хийх үед эс нийт талбайн 70 хувийг хамарч ургасан дүүргэлттэй 

байсан. 24 цаг трансфекц хийсний дараа 293Т эсийг фосфатын буффер уусмалаар 

сайтар угааж Serum free (protein free) эсийн өсгөврийн орчинд дахин 24 цагын турш 

 Sm     1  

3368 х.н  

1300 х.н 
1250 х.н   
692 х.н  
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өсгөсөн. Үүний дараа Serum free эсийн өсгөврийн орчинг шинээр сольж дахин 72 

цагын турш өсгөвөрлөөд эсийн өсгөврийн супернатантыг цуглуулан авч PEG 300000 

(2%) болон 0.5М NaCl давсны уусмал ашиглан уургийг тундасжуулсан. Тундасжсан 

уургийг уусган авч меркаптоэтанол, ДДТ, SDS агуулсан уураг loading dye-ийн 

тусламжтай мономеруудад задалж  SDS page –д гүйлгэсэн. (27-р зураг) 

 

27-р зураг. OX40L-Fc гагнаас уургийн плазмидыг трансфекц хийсэн protein free-

эсийн өсгөврийн орчны уургийг шинжилсэн дүн. Тайлбар: Lane 1 болон 5-д уургийн 

size marker, lane2-4-т эсийн өсгөврийн орчинд буй уураг. Зургийн хажууд уургийн size 

marker-ийн хэмжээг тусгаж өгөв. 

SDS page-ийн гелийг Coomassie brilliant blue будгаар уургийг будан шалгахад 

ойролцоогоор 52 килодалтон орчим молекул жинтэй уургийн банд будагдсан. 

OX40L-Fc гагнаас уургийн мономерийн молекул жинг амин хүчлийн дарааллаас нь 

тооцоолон бодоход 45 килодалтон байсан. OX40L-Fc гагнаас уургийн нэг хэсэг 

болсон эсрэгбиеийн Fc хэсэг нь гликосилацийн өндөр идэвхтэй. Уураг гликосилаци 

болох явцад молекул жин нь 10-20 килодалтон хэмжээгээр нэмэгддэг. Үүнээс бид 

293Т эсийн эсийн өсгөвөрт ялгарсан уураг нь OX40L-Fc гагнаас уургийн плазмидаар 

кодлогдсон OX40L-Fc гагнаас уураг байж болно гэж дүгнэлээ. Цаашид уг уургийг 

протейн A резин ашиглан цэвэршүүлж үнэлэх шаардлагатай байна.  

 

 

3.13 C57BL/6 үүлдрийн туршилтын хулганад МС38 шугаман эс ашиглан бүдүүн 

шулуун гэдэсний хорт хавдрын загвар үүсгэсэн дүн 

 

3.13.1 Хорт хавдар үүсгэсэн туршилтын загвар 
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Хорт хавдрын үсэрхийлэлтэт болон үсэрхийлэлтгүй хэлбэрийн загварыг үүсгэхэд 

хэрэглэсэн туршилтын ерөнхий загварыг зурагт харуулав.  

Үсэрхийлэлтгүй хэлбэрийн хорт хавдарын загварыг үүсгэхдээ ижил жинтэй ижил 

насны 5 хулганыг сонгон авч 106 тооны (100мкл) MC38 шугаман эсийг арьсан дотор 

цэврүү үүсгэн тарьсан. Хавдрыг тарьснаас хойш өдөр бүр хавдрын өндөр, урт, 

өргөнийг автомат калипр ашиглан хэмжсэн. Мөн хавдрын гадаргуугын температур, 

биеийн температур, хулганы жинг өдөр тутам хянасан. Хавдрын эс тарьснаас хойш 

48 дахь хоногийн хяналтын дараа амьд үлдсэн хулганыг амьтантай харьцах ёс зүйн 

зарчмийг баримтлан эутанаци хийж туршилтыг дуусгасан. Хулганы дотор эрхтэн 

болон хавдрын эдэд гистологи шинжилгээ хийн хорт хавдрыг баталгаажуулсан.  

Үсэрхийлэлтэт хэлбэрийн хорт хавдрын загварыг үүсгэхдээ ижил жинтэй ижил 

насны 3 хулганыг сонгон авч 106 тооны (100мкл) MC38 эсийн хулганы хэвлийн 

хөндийд тарьсан. Хавдрын эс тарьснаас хойш 30 дахь хоногийн дараа туршилтын 

хулганыг амьтантай харьцах ёс зүйн зарчмийг баримтлан эутанаци хийж туршилтыг 

дуусгасан. Хулганы дотор эрхтэн, дотор эрхтэнд үсэрхийлсэн хавдрын үсэрхийлэл 

болон хавдрын эдэд гистологи шинжилгээ хийн хорт хавдрыг баталгаажуулсан. 

3.13.2 Хавдрын ургалтыг хэмжсэн дүн 

MC38 эсээр үүсгэгдсэн хавдрын ургалтын динамикийг тодорхойлохын тулд арьсан 

дотор ургаж буй хавдрын урт, өндөр, өргөнийг автомат калипр ашиглан өдөр бүр 

хэмжсэн. Хэмжилт бүрийг 3 удаа хийж дундаж үзүүлэлтийг тухайн өдрийн тухайн 

хулгана дахь хавдрын урт, өргөн, өндрийн үзүүлэлт болгон авав.  

Хавдрын эс тарьснаас хойш хавдрын урт, өргөн, өндрийн динамикийн жиших муруйг 

28-р зурагт харуулав. Жиших муруйн регрессийн тэгшитгэл болон үнэмшлийн утгыг 

бодож гаргалаа.  
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28-р зураг. Хавдрын ургалтын муруй. Тайлбар: А, Б, В) Хулганы хавдрын урт, өндөр, 

өргөнийг дундаж±стандарт алдааны дундаж утгаар харуулав. Г) Хавдрын эзэлхүүнийг 

Хавдрын эзэлхүүн=Хавдрын урт * Хавдрын өргөн^2 томъёог ашиглан тооцсон.  

Хавдрын урт, өргөн, өндөр, эзэлхүүний жиших муруйн хэлбэр нь экспоненциал 

муруйн хэлбэртэй бөгөөд өдөр ирэх тутам өсөн нэмэгдэж байлаа. Эдгээр 

хэмжигдэхүүнүүдээс хавдрын хэмжээг илэрхийлж чадах утга нь хавдрын эзэлхүүн 

бөгөөд хавдрын эзэлхүүний  жиших муруйн регрессийн тэгшитгэл нь y=89.88e0.0149x 

байсан бол жиших муруйн үнэмшилийн утга нь R2=0.8632 байлаа.  

3.13.3 Хавдрын загвар үүсгэсэн туршилтын амьтдын амьдрах магадлал. 

Хавдрын загвар үүсгэсэн туршилтын амьтныг (n=4) 48 хоног ажиглан амьд үлдэх 

магадлалыг тооцлоо. Анх нийт 5 хулганад MC38 хавдрын эс тарьсан боловч үүний 

нэг хулгана нь хавдар үүсэж амжихаас өмнө нас барсан. Туршилтын амьтны 

амьдрах магадлалыг (Каплан-Мейерийн муруй) 29-р зурагт харуулав. 

Г 

Б А 

В 
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29-р зураг. C56BL/6 хулганад MC38 эс тарьснаас хойш амьдрах магадлал. Тайлбар: 

Туршилтын хамрагдсан нийт амьтныг 48 хоног ажиглахад 75% (n=3) нь хавдрын эс 

тарьснаас хойших 38 хоногийн дотор нас барсан.  

3.13.4 Туршилтын амьтны биеийн болон хавдрын температурыг хэмжсэн дүн. 

Туршилтын амьтны хэвлийн баруун хэсгийг үсийг хусаж биеийн халууныг, хэвлийн 

зүүн хэсгийн арьсыг түрж ургасан хавдрын температурыг тус тус хэмжив. 

Температурыг өдөр бүр (нэг удаад 3 хэмжилт хийж дундажийг тодорхойлсон) 

хэмжсэн. Туршилтын амьтны биеийн болон хавдрын температурыг хэмжсэн дүнг 

30-р зурагт харуулав. 

 

 30-р зураг. Туршилтын амьтны биеийн болон хавдрын температур. Тайлбар: Босоо 

тэнхлэгт температур, хэвтээ тэнхлэгт хугацааг илэрхийлэв. Биеийн болон хавдрын 

температурын хооронд статистик ач холбогдол бүхий ялгаа ажиглагдаагүй хэдий ч 

хугацаа өнгөрөх тусам температур буурах хандлага ажиглагдаж байна. 
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3.13.5 Туршилтын амьтны биеийн жинг хэмжсэн дүн. 

Туршилтын амьтны жинг электрон жин ашиглан өдөр бүр (нэг удаад 3 удаа хэмжиж, 

дунджийг тооцсон) хэмжсэн.  

 

31-р зураг.Туршилтын амьтны жинг хэмжсэн дүн. Тайлбар: Туршилтын амьтны жинг 

хэмжиж дундаж±стандарт алдааны дундаж ийг ашиглан илэрхийлэв. 

Хавдар томрох тусам хулганы биеийн жин ихсэж байсан нь хавдрын жин ихсэлттэй 

холбоотой байж магадгүй. Бидний анх хавдар томрох тутам хулганы биеийн жин 

буурна гэж төсөөлж байсан боловч уг үр дүн эсрэг байлаа.  

3.13.6 Үсэрхийлэлтгүй хэлбэрийн хавдрын эдийг гистологийн шинжилгээгээр 

баталгаажуулсан дүн. 

А, Б) Туршилтын амьтны арьсыг түрж ургасан эдийг авч гистологийн шинжилгээ 

хийж мэргэжлийн эмгэг судлаач эмчээр дүгнүүлсэн. В, Г, Д, Е) Арьсан дор хавдрын 

эс тарьсан туршилтын бүлгийн хулганы бөөр, элэг, ходоод, уушигны эдийн 

шинжилгээг хийж үзэхэд хавдрын үсэрхийлэл илэрсэнгүй (32-р зураг). 
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32-р зураг. Үсэрхийлээгүй хавдар 

 

А Б 

Хавдрын эд 

В Г 

Д E 

Бөөрний эд Элэгний эд 

Ходоодны эд Уушигны эд 
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3.13.7 Үсэрхийлэлтэт хавдрыг гистологи шинжилгээгээр баталгаажуулсан 

байдал 

Туршилтын амьтны хэвлийд хавдрын эсийг тарьсан тохиолдолд хавдар үсэрхийлж 

байгааг 33-р зурагт харууллаа. 

 

 

 

33-р зураг. Туршилтын амьтны хавдар үсэрхийлсэн байдал. Тайлбар: А)Туршилтын 

хулганыг задлан шинжлэх үед хавдар үсэрхийлсэн байдал.Б, В, Г, Д) үсэрхийлсэн хавдрыг 

гистологийн шинжилгээ хийж, баталсан дүн (Хавдрын эсийг улаан сумаар тэмдэглэв). 

  

А 

Дэлүүний эд Бөөрний эд 

В Б 

Элэгний эд Ходоодны эд 

Д Г 
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3.14 SD101 эмчилгээг C57BL/6 хулганад үүсгэсэн хавдрын загварт туршсан 

дүн.  

Туршилтын ерөнхий загварыг 34-р зурагт толилууллаа. Туршилтын болон хяналтын 

бүлгийг сонгон авч SD101 (туршилтын бүлэг) болон PBS (хяналтын бүлэг) эмчилгээг 

хавдарт шууд тарих замаар нийт 3 удаа хийсэн.  

 

34-р зураг. SD101 эмчилгээг C57BL/6 хулганад үүсгэсэн хавдрын загварт туршсан 

туршилтын ерөнхий загвар. 

 

Хавдрын урт, өргөн болон эзэлхүүнийг туршилтын болон хяналтын бүлэг хооронд 

харьцуулан судлахад статистикийн үнэн магадлал бүхий ялгаа ажиглагдсан (35-р 

зураг). 
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35-р зураг. Хяналтын болон туршилтын бүлгийн хавдрын ургалт. 

Хяналтын бүлгийн хавдрын ургалт өдөр ирэх бүрд өсөн нэмэгдэж байсан бол 

туршилтын бүлгийн хавдрын эзэлхүүн харьцангуй тогтвортой түвшинд баригдсан 

байдалтай байлаа.  

3.15 C57BL/6 хулганад үүсгэсэн үсэрхийлэлт хавдрын загварт SD101, бага 

тунгийн циклофосфамид эмчилгээг туршсан дүн. 

Хавдрын үсэрхийллийн үед SD101, бага тунгийн циклофосфамид эмчилгээний 

үзүүлэх нөлөөг тодорхойлох зорилгоор үсэрхийлэлт хавдрын загварыг C57BL/6 

үүлдрийн хулганы хэвлийн хоёр талын арьсан дор (баруун болон зүүн талд) MC38 

эсийг (1х10*6) тарих замаар үүсгэсэн. Туршилтын ерөнхий загварын хувьд дараах 4 

бүлэгт хувааж хавдрын эзлэхүүн 100 мм3 болох үед туршилтын амьтны зөвхөн зүүн 

талд үүсгэсэн хавдарт эмчилгээг хийсэн. Үүнд:  

1. PBS эмчилгээ хийсэн бүлэг 

2. SD101 эмчилгээг дангаар нь хийсэн бүлэг  

3. Бага тунгийн циклофосфамид эмчилгээг дангаар нь хийсэн бүлэг 

4. SD101 болон бага тунгийн циклофосфамид хавсарсан эмчилгээг хийсэн бүлэг. 

  

SD101 эмчилгээг нийт 4 удаа 50мкг тунгаар туршилтын 1, 3, 5, 7 дахь өдрүүдэд 

хавдрын эд рүү шууд тарих замаар хийсэн. Циклофосфамид эмчилгээг 40 мг/кг 

тунгаар долоо хэвлийн хөндийд долоо хоногт 2 удаа давтамжтайгаар нийт 4 удаа 

хийсэн. 

 

Туршилтад хамрагдсан 4 бүлгийн хулганыг эмчилгээ эхэлсэнээс хойш нийт 20 хоног 

ажиглахад SD101 эмчилгээ хийсэн болон хавсарсан эмчилгээ хийсэн бүлэгт зүүн 
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талын хавдрын ургалт зогссон, харин циклофосфамид болон PBS эмчилгээ хийсэн 

бүлэгт хавдрын ургалт нэмэгдэж байсан.  Зүүн талын хавдрыг ажиглахад 

циклофосфамид эмчилгээ хийсэн бүлгийн хавдар болон хавсарсан эмчилгээ хийсэн 

бүлгийн хавдрын эзэлхүүн нь эмчилгээний 20 дахь хоногт статистикийн үнэн 

магадлал бүхий ялгаатай байлаа (p<0.01) (36-р зураг). 

  

36-р зураг. Туршилтын бүлгүүдийн хавдрын ургалт (эзлэхүүнээр) 

Туршилтын бүлгүүдийн баруун талын хавдрын (эмчилгээ хийгээгүй хавдар) 

ургалтыг харьцуулан үзэхэд хавсарсан эмчилгээ хийсэн бүлэгт хавдрын ургалт 

удааширсан байна. Эмчилгээний 20 дахь хоногт хавсарсан эмчилгээ хийсэн 

бүлгийн баруун талын хавдрын эзэлхүүнийг бусад бүлгийн хавдрын эзэлхүүнтэй 

харьцуулж үзэхэд статистикийн үнэн магадлал бүхий ялгаатай байлаа (p<0.05). Энэ 

нь үсэрхийлэлт хавдрын үед SD101, циклофосфамид хавсарсан бүлэгт хавдрын 

үсэрхийллийн эсрэг системийн хариу урвал өрнөж, хавдрын ургалт саатуулагдаж 

байгааг илтгэж байна (36-р зураг).  
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ДӨРӨВДҮГЭЭР БҮЛЭГ. ДҮГНЭЛТ 

1. Энэхүү судалгаагаар OX-40L-Fc гагнаас уургийн орон зайн загварыг 

AlphaFold2 систем ашиглан гаргалаа. OX-40L-Fc гагнаас уургийн 

хөдөлгөөнийг Chimera программаар уургийн хөдөлгөөний нээлттэй ашиглаж 

болох GitHub-ийн сангуудын тусламжтай таамаглан гаргасан. 

2. OX40L-Fc гагнаас уургийн амин хүчлийн дарааллын дагуу плазмидын 

загварчлалыг SnapGene программ ашиглан хийсэн. Гибсон угсралтын аргаар 

олон оруулга дарааллыг нэгтгэн OX40L-Fc гагнаас уургийн плазмидын ДНХ-г 

бэлтгэн ПГУ аргаар болон рестрикцийн эсгэг ашиглан шалгахад плазмид 

бүрэн угсрагдсан байна.  

2.3. OX40L-Fc гагнаас уургийн плазмидыг HEK 293T эсэд трансфекц хийн 

ялгарсан уургийг Coomassie brilliant blue будгаар будан шалгахад OX40L-Fc 

гагнаас уураг байж болох уургийн банд илэрсэн.  

3.4. MC38 бүдүүн гэдэсний хавдрын эсийн шугам ашиглан C57BL/6 хулгана 

дээр үсэрхийлэлт болон үсэрхийлэлт бус синген хавдрын загварыг 

амжилттай үүсгэн туршлаа. Үүссэн хавдрын ургалтын муруйг тодорхойлж 

гистологи шинжилгээгээр баталгаажуулав. 

4.5. Шугаман эс ашигласан бүдүүн гэдэсний хавдрын загварт SD101 болон 

бага тунгын циклофосфамидыг SD101 хавсарсан байдлаар эмчилгээ хийн 

туршиж үзэхэд хэсгийн дархлаа эмчилгээ болох SD101 нь хавдрын ургалтыг 

хүчтэй дарангуйлж үйлчилж байна. Бага тунгын циклофосфамид эмчилгээ нь 

OX40L-Fc гагнаас уургийн үйлчилгээтэй адил хавдрын бичил орчин дахь Т 

зохицуулагч эсийн идэвхийг дарангуйлдаг. Бага тунгын циклофосфамидыг 

SD101 тэй хавсарсан байдлаар хэрэглэхэд хавдрын эсрэг системийн урвалыг 

өдөөж байна. Хойшид OX40L-Fc гагнаас уургийг ашиглан хавдрын бичил 

орчин дахь Т зохицуулагч эсийн идэвхийг дарангуйлж хавдрын эсрэг 

үрэвслийн урвалыг SD101 ашиглан өдөөх замаар хавдрын хэсгийн дархлаа 

эмчилгээг хийж болох боломжийг энэхүү судалгаа нээн харуулж байна.  
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