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Annotatsiya: Maqgolada klassik va zamonaviy usullardan foydalangan holda
antikoagulyant ko'rsatkichlari bo'yicha faol bo'lgan Coriandrum sativumdan endofit izolyatni
aniglash, shuningdek, ikkilamchi metabolitlarning umumiy ekstraktining mass spektral tahlili
bo'yicha ma'lumotlar keltirildi. CS13L izolyati Aspergillus terreus-CS13L sifatida aniglandi va
NCBI xalgaro ma'lumotlar bazasiga (PQ726913) kiritildi. Umumiy ekstrakt tarkibida 20 ta
metabolit, jumladan pirogallol, juglon, katexin, kumarik va ferul Kkislotalari va ularning
hosilalari mavjud bo'lib, ular antikoagulyant xususiyatlarga ega.

Kalit so‘zlar: endofit zamburug'lar, identifikatsiya, antikoagulyant faollik, ikkilamchi
mtabolitlar, mass-spektral tahlil

AHHOTaHHﬂ: B pa60Te MMPpEACTABJICHHLI AAHHBIC II0 I/I)Z[GHTI/I(l)I/IKaI_[I/II/I AKTUBHOI'O IIO
AHTHKOATyJISHTHBIM  IMapaMmerpaMm dHaoduTHOro wu3omara w3 Coriandrum  sativum
KIIACCUYCCKMMHU W COBPCMCHHBIMHU MCTOJaMH, a TaKikKCe MaCC-CHCKTpaHBHBIﬁ dHaJIn3
CYMMapHOTO JKCTpakTa BTOPUYHBIX MeTaboiuToB. M3omar CS13L upeHTHUIIMpOBAH Kak
Aspergillus terreus-CS13L u BHecen B MexxayHapoanyio 6a3zy nanaeix NCBI (PQ726913). B
CyMMapHOM 3KCTpakTe oOHapyxeHo 20 MeTa0oJMTOB, B TOM YHCJE, MUPOrajuioi, FOTJIOH,
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KaTeXuH, KymaposoBas u ¢epylioBas KHUCIOTBl W MX NPOU3BOAHBIE, O0IaaaroNIne
AHTUKOAIl'yJIITHTHBIMHA CBOMCTBaMH.

KiroueBbie cjoBa: SHIOPUTHBIE TpUOBI, UACHTU(PUKALMS, aHTUKOATYJISHTHAS
AKTUBHOCTb, BTOPHUYHELIC MT2160JII/ITH, M&CC-CHCKTpaHBHBIﬁ aHaJIn3

Annotation: The paper presents data on the identification of an endophytic isolate from
Coriandrum sativum with active anticoagulant parameters using classical and modern methods,
as well as mass spectral analysis of the total extract of secondary metabolites. Isolate CS13L
was identified as Aspergillus terreus-CS13L and entered into the international NCBI database
(PQ726913). The total extract contained 20 metabolites, including pyrogallol, juglone, catechin,
coumaric and ferulic acids and their derivatives, which have anticoagulant properties.

Key words: endophyt fungi, identification, anticoagulant activity, secondary metabolites,
mass-spectral analysis

KIRISH. Hozirgi kunda insoniyat yurak-qon tomir kasalliklari bilan ko‘p yuzlashmoqda,
buning asosiy sababi esa sog‘lom turmush tarzi, balansli ovqatlanish, muntazam jismoniy
faollik va stress boshqgarishni buzilishidir. Qon tomir kasalliklari ichida ateroskleroz va tromboz
yurak-gon tomir tizimining juda xavfli kasalliklari hisoblanadi. Aterosklerozda arteriyalar
devorlarida yog* va boshqa moddalar to‘planadi, bu esa qon oqimini kamaytiradi va tromblar
hosil bo‘lishiga olib keladi. Tromblar to‘silib qolgan arteriyalarni to‘sib, yurak yoki boshqa
organlarga qon oqgimini to‘sishi mumkin, bu esa jiddiy asoratlarga olib kelishi mumkin.
Antikoagulyantlar, ya'ni qon suyultiruvchi preparatlar, aynan tromblar hosil bo‘lishini oldini
olish va gonning normal ogimini saqlashda muhim ahamiyatga ega. Bular yurak-gon tomir
tizimi kasalliklarini oldini olish, davolash va to‘liq tiklanish uchun juda zarur vositalardir.

ADABIYOTLAR TAHLILI VA METODLAR. Gemostaz buzilmagan tomirdagi
gonning suyugligini ta'minlashda va uning shikastlanishidan keyin qon yo'qotilishining oldini
olishda muhim rol o'ynaydi. Gemostatik muvozanat trombotsitlar, koagulyatsion tizim,
fibrinoliz tizimi va tomir devori ishtirokidagi protrombotik va antitrombotik reaksiyalar bilan
birga saqlanadi[8]. Bu jarayon buzilganda tromboz, yurak yetishmovchiligi, buyrak
yetishmovchiligi va chuqur tomir trombozi kabi og'ir kasalliklarga olib kelishi mumkin,
Trombozga qarshi kurashda antikoagulyantlar, antiagregantlar va fibrinolitik dorilar
qo'llaniladi[4]. Hozirgi kunda bozorda turli dori vositalari mavjud bo‘lsa-da, ularning
ko‘pchiligi qon ketishi, allergik reaksiyalar va boshqga salbiy ta’sirlarga olib kelishi mumkin.
Shuningdek, bu dorilar qon ivishini oldini olishi kerak bo‘lsa-da, gemostaz jarayoniga xalaqit
bermasligi zarur. Shu sababli, o‘rganilmagan mikrobial manbalardan yangi antikoagulant
dorilarni kashf etish dolzarb hisoblanadi.

So'nggi ikki asr davomida yer wusti o'simliklari, mikroorganizmlar va dengiz
organizmlaridan olingan tabiiy mahsulotlar dori vositalarining kashf etilishi va rivojlanishida
muhim rol o'ynadi. Hozirgi kunda ko'plab terapevtik preparatlar tabiiy mahsulotlar yoki

ularning hosilalaridan kelib chigadi[6,14]. Tabiat insoniyatni ko'plab kasalliklarga garshi faol
313



Qo‘qon DPI. 1imiy xabarlar 2025-yil 1-son

bo'lgan dorivor bioaktiv komponentlarning uzluksiz manbalari bilan ta'minlaydi[7,13]. Biologik
faol birikmalarning asosiy manbalari orasida endofit zamburug'lar ham mavjud. O'simliklarning
hujayralararo va hujayra ichidagi qismlarida joylashgan endofit zamburug'lar simbioz
o’simlikni o'sishini kuchaytirishi va ko'plab muhim biologik faol ikkilamchi metabolitlarni
ishlab chigarishi ma'lum[3,9]. Ana shu ikkilamchi metobolitlardan foydalangan holda zaruriy
biologik tadgiqotlarni amalga oshirish va tabiiy mahsulotlarni kashf gilish muhim ahamiyat
kasb gilmoqda.

Antikoagulant xususiyatga ega o’simliklardan endofit zamburug’larni ajratib olish Strobel
va boshqalarga ko'ra, biroz modifikatsiya bilan amalga oshirildi. Endofit zamburug'larni ajratib
olish uchun o'simlik barglari namunalari 1 dagiga davomida 70% etil spirtida oldindan
namlandi, so'ngra steril suv bilan yuvildi, namunalar aseptik tarzda 0,5 sm qalinlikda
maydalandi va Chapek ozugaviy muhitiga ekildi. Petri idishidagi agarli ozugaga
bakteriyalarning ko'payishini to'xtatish uchun 50 mg / ml xlortetratsiklin va 250 mg / ml
streptomitsin qo'shildi. Petri idishlari 7-14 kun davomida 28 ° C da o'stirildi. O’sib chiggan
endofit zamburug’ izolyatlari tarkibida antibiotiklar bo‘lmagan toza Chapek agarli muhitida
gayta o’stirildi [16].

Endofit zamburug'larning biomassasidan metabolitlarni ajratib olishda Hazalin va
boshgalar uslubidan bir 0z 0’zgartirish bilan foydalanildi. Bunda kartoshka dekstrozali bulyonli
suyuq ozuga mubhitida, tebratgichda (kachalka) 180ay/min da 28°C haroratda, 7-10 kun
davomida o‘stirildi. Kultural suyuglik va biomassa sentrifugada 6000ay/min da ajratildi,
namunalar muzlatgichda (-20 ° C) saglandi. O’sgan biomassalarni olib, uni chinni xovonchada
yaxshilab maydalangan kvars bilan ezildi. Gomogentizat hosil bo’lgandan so’ng kolbaga
solindi. Ustiga sirka kislotaning etil efiridan 50 ml solindi hamda xona temperaturasida 24
soatga tebratgichda aralashma hosil qilishi uchun qoldirildi. Keyin massa filtr (vattman Nel)
qog’ozdan filtrlab o’tkazildi va suvli gatlamni yo’qotish magsadida 40 mkg/ml natriy sulfat
solindi. Olingan ekstraksiya rotorli bug’latgichda bug’latildi. Quruq massaga 1,5 ml etil
spirtining 96% 11 eritmasi solib ekstraksiya olindi. Tayyor bo’lgan ekstraksiya +4° C da
saglandi[11].

Ekstraksiyalar plazma rekalsiyfikatsiya vaqti (PRT) testiga quyidagi metod orgali
tekshirildi. 0,2 ml sitratlangan gon namunasi 12 x 75 mm idishga o'tkazildi. Shisha probirka va
suv hammomda 37 ° C da 2 daqiqa davomida inkubatsiya qilindi. Bunga 0,2 ml 0,025 M kalsiy
xlorid qo'shildi va bir vaqtning o'zida taymerni (sekundomer) yoqildi. Ingredientlar
aralashtirildi va trubka fibrin iplarining ko'rinishini kuzatish uchun taxminan 20 soniya
oralig'ida yengil aylanish harakati bilan oldinga va orgaga sekin egildi. Kalsiy xlorid go'shilishi
va eng birinchi kuzatilgan fibrin iplari hosil bo'lishi o'rtasidagi vagt gonni gayta kalsiyfikatsiya
qilish vagqti sifatida qayd etildi[18].

Tayyor ekstraksiyalarda koagulatsiya testlari - protrombin vaqti (PT), gisman
faollashtirilgan tromboplastin vaqti (aPTT), trombin vaqti (TT), Fibrinogen testi Huma Clot

Junior(Human GmbH, Wiesbaden,Germaniya) apparatida o’tkazildi. Buning uchun
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tekshiriluvchidan 3 ml gon olib, 3.8 % natriy sitratli probirka solinadi. Probirka sentrifugada
3000ay/min 3 minut aylantirilib, plazma ajratib olindi. Bu testlarni tekshirish uchun plazma va
ekstraktlar 1:5 nisbatda aralashtirilib, toza kyuvetaga o’z reagentlari(Human GmbH,
Wiesbaden,Germaniya) solinib, 15 sekund inkubatsiya qilinadi hamda 37° C da apparatda
tekshiriladi.

Ajratib olingan endofit zamburug' namunasidan 200 mkl 1.5 ml li plastik probirkaga olindi.
So'ngra ustiga 200 mkl 200 mM LiOAc, 1% SDS buferidan solib yaxshilab vorteks gilindi va 5
dagiga davomida 70 oS haroratda inkubatsiya gilindi [5]. Undan so'ng, na'munalar 5 daqgiqga, 15
000 g da sentrifuga gilindi. Suyuq gismi yangi plastik probirkaga o'tkazilib, teng xajmda 96%
etanol qo'shildi va vorteks gilindi. DNK cho'kishi uchun na'muna 1 soat davomida -20 oS da
saglandi va 5 dagiga, 15 000 g da sentrifuga gilindi. Probirkadagi suyugqlik to'kib tashlandi va
70 % etanolda yuvildi. Cho'kma 100 mkl TE buferida eritildiva 0,8 % li agaroza gelida
detektsiya gilindi. PZR amplifikatsiyasini amalga oshirishda internal transcribed spacer (ITS)
genining universal oligonukleotid praymerlardan foydalanildi: ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG), va ITS2 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) [2]. Zamburug'
ITS gismining PZR-amplifikatsiyasi GenPak® PCR MasterMix kitida amalga oshirildi. Bunda,
reaktsiya umumiy 20 mkl miqdorida tayyorlanib, 10 mkl Dilution, 8,2 mkl ikki marta
distillangan suv, 0,4 mkldan (ITS1va ITS2) praymer va 1 mkl DNK namunalaridan tarkib topdi.
PZR amplifikatsiya optimizatsiyasi boshlang'ich denaturatsiya 94°C da 3 daqiqa, denaturatsiya
94°C da 40 sekund, odjig (primer annealing) 55°C da 40 sekund, elongatsiya 70 °C da 90
sekund, yakuniy elongatsiya 70 °C da 7 daqiga davomida takroriy 35 siklda olib borildi.
Amplikonlar etidium bromid bilan bo'yalgan 2 % li agarozali gelda elektroforez yordamida
deteksiya gilindi.

Ekstraktlarning ikkilamchi metabolitlarini aniglash uchun TIC (umumiy ion
xromatogrammasi) va ekstraktning massa spektral tahlili ham o'tkazildi. Teskari fazali nano-
LC-MS/MS Agilent Technologies 6520B Series CHIP-Q-TOF massa spektrometriga ulangan
Agilent 1200 nano-ogimli LC tizimi yordamida amalga oshirildi. Namuna Zorbax SB C18, 5
mikron, 75 mikron x 43 mm chip yordamida Agilent Technologies 1200 Series xromatografi
yordamida fraksiyalangan. Mobil faza: A - 0,1% chumoli kislota eritmasi + 5% asetonitril, B -
asetonitril + 0,1% chumoli kislotasi + 10% deionlangan suv. Ilova Agilent Technologies 1260
Series Cap Pump yordamida 4 pl/min oqim tezligida amalga oshirildi. Elyusiya Agilent
Technologies 1260 Series Nano nasosida 0,6 pl/min oqim tezligida amalga oshirildi. Eritma
konsentratsiyasi gradienti B — dagigalarda: 0% - 3 min, 60% - 12-18 min, 0% - 20 min. Eritmalar
Agilent Technologies 1260 mk-degasser yordamida gazsizlandi. Namunalar Agilent
Technologies Micro WPS asbobi yordamida 2 pL hajmda ustunga yuklangan. Elutsiya qilingan
fraktsiyalar massa spektrometriyasi orgali tahlil gilindi.

NATIJALAR VA MUHOKAMA. Respublikamizning tog’lik qismi hisoblangan
Toshkent viloyati, Qibray tumaniga garashli dengiz sathidan 400 m balandlikda joylashgan
Argen qishlog’i daralarida o’suvchi, antikoagulyant xususiyatga ega bo’lgan Coriandrum
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sativum o’simligidan 10 ga yaqin endofit zamburug‘lar izolyatlari ajratib olindi. Ajratib olingan
izolyatlarning ekstraktsiyalari plazma rekalsiyfikatsiya vaqti (PRT) testi va koagulatsiya
testlari: protrombin vaqti (PT), gisman faollashtirilgan tromboplastin vaqgti (APTT), trombin
vaqti (TT), fibrinogen kabi ko'rsatkichlar orgali tekshirildi.

Sog'lom odamda plazma rekalsiyfikatsiya vaqti (PRT) 60-120 sekund bo’lsa,
koagulogramma natijalari Protrombin vaqti(PT) testi — 9.0-15.0 sekund, Protrombin
Indeksi(PTI) 78-142%, Xalgaro normallashgan nisbat (INR) 0.85-1.15, gisman faollashtirilgan
tromboplastin vaqti (APTT) 25.4-35.0 sekund, trombin vaqti (TT) 10.3-16.6 sekund, fibrinogen
2-4 g/l ni tashkil etadi. Bizning namunamizning PRT ko’rsatkichi 120 daqiqadan ko’p, PT
ko’rsatkichi deyarli 3 martaga, APPT ko’rsatkichi 4 martaga ko’p chiqgan bo’lsa, TT
ko’rsatkich maksimal bo’lib, Fibronogen esa 2.16 g/l natijani berdi. Bu ko’rsatkichlar
izolyatimizning antikoagulyant salohiyati yuqori ekanligidan darak beradi.

Ajratib olingan izolyatlar orasida eng faoli CS13L izolyatini qaysi sistematik birlikka
mansub ekanligini aniglash magsadida ularning makroskopik morfologik-kultural xususiyatlari
o'rganildi. Izolyatning morfologik-kultural xususiyatlarini o'rganishda ko'p vyillardan beri
amaliyotda keng go'llanilib kelingan zamburug'larni zamonaviy aniqlagichlaridan foydalanildi.
Bunda V.I. Bilayning “Mertoasl skcniepuMeHTanbHoi Mukonoruu, CrnpaBounuk’ kitobi [1],
M.A. Litvinovning “Tuproq mikroskopik zamburug'lari aniqlagichi” dan hamda L.G.
Perevedentseva ning “MHKOJIOTUA: T'pubbl u r1pubONomoOHbIE OpPraHu3Mbl”  0'quV
go'llanmalaridan foydalanildi [10,15] (1-rasm).

Makrokaloniyasi o'rganilganda, koloniyasi yoyilib o'sib, chekkalari notekisda
bo'lishi aniglandi. 3 kunlik o'sganda diametri 1-2 sm atrofida bo'ladi. Havo
mitseliylari o'sishning dastlabki kunlarida og rangda momiq bo'lib, sporalar
hosil bo'lishi boshlanishi bilan sarg'ish- go'ng'ir rangga o'zgaradi. Substrat
mittseliylari 5-kundan so'ng go'ng'ir rangga bo'yaladi. Koloniyaning teskari
tomonining (reversum) rangi o'sishning 7-kunidagi to'q sariq bo'ladi, hamda

o'sishning 7-kunida ekssudat shaffof bo'ladi.

Shtammning mikroskopik xususiyatlari o'rganilganda uning mittseliylarida
konidiyalar sharsimon, sillig devorli, juda kichik, diametri 1,8-2,5 mkm, uzun,

yaxshi shaklli ustunlarga yig'ilganligi aniglanadi.

1-rasm. CS13L izoyatining koloniyasi va mikroskopik surati
Bugungi kunda zamonaviy texnologiyalarning rivojlanishi, molekulyar biologiya sohasida
erishilgan yutuglar, sekvenirlash usulining yugori aniglik imkoniyatlari sababli, fanda turlarni,
xususan, mikroorganizmlarni identifikatsiya qilishda molekulyar-genetik usullaridan
foydalanish tobora ommalashib bormoqgda. Shu sababli, tadgigotda eng faol endofit zamburug'
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Aspergillus sp.CS13L turini aniglashda zamonaviy identifikatsiya usullaridan bo'lgan (The
Internal Transcribed Spacer (ITS) regionini sekvenirlash usulidan foydalanildi. Bunda
eukariotlar ribosomalari kichik (18S) va katta (28S) subbirliklar ribosomal RNKIlari sinteziga
javob beruvchi genlari o'rtasida joylashgan ITS regionlarini tashkil gilgan nukleotidlar ketma-
ketligini sekvenirlandi. Bu region o'zgarmas bo'lib, zamburug'lar identifikatsiyasida katta
ahamiyatga ega [12]. Aspergillus avlodiga mansub endofit zamburug'ining rDNK genining
ITS1 va ITS2 uchastkasidagi nukleotidlar ketma-ketligidan foydalangan holda molekulyar
genetik usulda identifikatsiya gilindi. Uning sekvenslangan ITS 1, gisman sekvensi 5.8S rRNK
geni va ITS 2, to'lig sekvensi quyidagi ketma-ketlikdan iborat:

GGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCTTTATGGCCCAACCTCCCACCCGTGA
CTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCAGCGTTGCTGGCCGCCGGGGGGC
GACTCGCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACATGAACCCTGTTCTGAA
AGCTTGCAGTCTGAGTGTGATTCTTTGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATC
TCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATT
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCC
GGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTG
GGCCCTCGTCCCCCGGCTCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGLGGCLACCEG
CGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCTTCCGCTCCGTAGGCCCGGCCGGLG
CCCGCCGACGCATTTATTTGCAACTTGTTTTTTCCAGGTGACCTCG.

Olingan ma’lumotlar NCBI xalqaro ma'lumotlar bazasida BLAST dasturida tahlil qilinib,
unga ko'ra: CS13L izolyati Aspergillus terreus ga 99 % o'xshash ekanligi aniglandi. Bu natijalar
asosida CS13L izolyati Aspergillus terreus - CS13L (PQ726913)gilib NCBI xalgaro ma'lumotlar
bazasiga kiritildi.

Aspergillus terreus - CS13L endofitik zamburug’i umumiy ekstraktining yuqori darajadagi
antikoagulyant ko'rsatkichlari - tabiiy birikmalarning turli sinflariga mansub ikkilamchi
metabolitlarning mavjudligi bilan bog'lig.

O'zR FA Bioorganik kimyo instituti xodimlari bilan hamkorlikda ekstraktlarning
ikkilamchi metabolitlarini aniglash uchun TIC (umumiy ion xromatogrammasi) va ekstraktning
massa spektral tahlili o'tkazildi.

1-jadval. Aspergillus terreus - CS13L shtamminingmass-spektral tahlil analizi

Chiqish | lon Nomi Nomi
vaqti cho’qqisi
MC[M]+
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13.876 | 149.02332 Anetol (4-Propenylanisolg| e reevessors
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Aspergillus terreus - CS13L endofit zamburug’i ikkilamchi metabolitlarining umumiy
ekstraktining mass spektral tahlili natijasida polifenollar, flavonoidlar, alkaloidlar va boshgalar
kabi birikmalar sinfiga tegishli 20 ta metabolit aniglandi.

XULOSA. Shunday qilib, Coriandrum sativum (Ekma koriandr)dan ajratilgan Aspergillus
terreus - CS13L endofit zamburug’i yuqori koagulyatsion test natijalariga ega: PRT 120
dagigadan ortiq, PT 3 marta, APPT nazoratdan 4 baravar yugori bo'lib, pirogallol, juglon,
katexin, kumarin va ferul Kkislotalari va ularning hosilalari kabi birikmalarning ishlab
chigaruvchisi hisoblanadi hamda bu shtammning ekstraktining antikoagulyant xususiyatlarini
aniqglaydi.
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