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DETERMINATION OF THE ANTICOAGULANT PROPERTIES OF THE POLYPHENOLIC COMPOUND PC 9 IN
RAT BLOOD PLASMA UNDER IN VITRO CONDITIONS
Annotation

This article analyzes the results of coagulation tests - activated partial thromboplastin time (QFTV), prothrombin time (PT), and
fibrinogen levels - obtained during the evaluation of the polyphenolic compound PC-9 as a novel anticoagulant agent. The
experiments were conducted on male white Wistar rats weighing 200-300 g. QFTV and PT tests were performed using the classical
coagulation method, while the fibrinogen level was measured using the Von Clauss method. All studies were carried out in
accordance with Good Laboratory Practice (GLP) and the requirements established by the European Union Directive 2010/63/EU
and organizations such as the Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) in the United States. Differences in
coagulation time indicators and fibrinogen concentrations were identified between the experimental and control groups, allowing
for the assessment of the anticoagulant efficacy of the compound. The coagulation tests conducted on the PC-9 polyphenolic
compound demonstrated significant anticoagulant properties. Further in vivo models and clinical trials are recommended. Based
on the results of this experiment, the compound shows potential for use as an anticoagulant.
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ONPEJEJEHUE AHTUKOAT'YJIIHTHBIX CBOMCTB IOJUP®EHOJIbHOI'O COEAUHEHMS PC 9 B ILTA3ME
KPOBH KPBIC B YCJIOBHUAX IN VITRO
AHHOTALUSA

B nmanHOI cTaThe aHANM3HPYIOTCS PE3yIbTaThl KOATYIAIMOHHBIX TECTOB — AKTHBHPOBAHHOE JaCTUYHOE TPOMOOIIACTHHOBOE
Bpems (AUTB), nporpombunoBoe Bpemsi (IIB) m ypoBeHb (uOprHOreHa — mojydeHHBIE NPU HCHBITAHUU MOIH(EHOIBHOTO
coenuneHns PC-9 B kayecTBe HOBOT'O aHTHKOATYJITHTHOTO CPEACTBA. DKCIIEPUMEHTHI IPOBOMIINCH Ha CaMI[ax OelbIX KPbIC IMHUH
Bucrap maccoii 200 - 300 r. Tectst Ha AUTB u I1B BBINONHAIKCH ¢ UCHIOJIB30BAHUEM KIIACCHUYECKOTO0 METOJ/ia KOaryJisiiuH, a
ypoBeHb (puOpuHOreHa onpenessuics mo Merony ¢pon Knayca. Bee nccienoBanus MpoBOAWINCH B COOTBETCTBUH C MPUHIIMIIAMA
Hauiexxameid naboparoproir mpaktukn (GLP) u TpeGoBanmsmu, yctaHoneHHBIMH J[lupektuBoit EBpomeiickoro Coroza
2010/63/EU, a Tarxke OpraHU3alMsAMH, aHAJTOTHYHBIMH KOMHTETY MO yXOAy M HCIOJB30BAHHIO JTa0OPAaTOPHBIX KHBOTHBIX
(IACUC) B CIIA. bpumi BBHIABICHBI pa3iuyus B I[IOKA3aTeNIIX BPEMEHH W KOHICHTpalMH (QUOPHHOTEHA MEXIY
SKCTIEpUMEHTAIBHOH M KOHTPOJBHOHN TPYNIIaMH, YTO IO3BOJIMIIO OIEHHUTH 3(P(HEKTHBHOCTh AHTHKOATYISTHTHOTO COEJHHEHUS.
KoarynsanuonHuble TecTsl, NMPOBEICHHbIE ¢ MONU(EHONBHBIM coeanHeHneM PC-9, mpomeMOHCTPHPOBAIN €ro BBIpaKEHHBIE
AQHTHKOATyJISTHTHBIE CBOICTBAa. B mampHeiieM pekoMeHIyeTcsi NMpoBEJCHHE in Vivo Mojeneil W KIMHUYECKHX HCIIBITaHUMH.
IMony4yeHHble pe3yNbTaThl yKa3bIBAIOT HA MEPCIIEKTUBHOCTh MPUMEHEHHs! TAHHOTO HOJNU(EHOIFHOTO COSIMHEHUsS B KauecTBE
AQHTHKOATYJISHTA.

KiioueBble cjioBa: AHTUKOATI'YJIAHT, IJIa3Ma KPOBU, BPEMS CBEPThLIBAHUSA KPOBU, KOAT'yJIIIIUOHHBIC TECTHI, l'lOJ'II/I(beHOJ'I, CHUCTECMa
TeMocTasa.

PC 9 POLIFENOL MODDASINING ANTIKOAGULYANT XUSUSIYATINI KALAMUSH QON PLAZMASIDA IN
VITRO SHAROITIDA ANIQLASH
Annotatsiya

Ushbu magolada PC-9 polifenoloning yangi antikoagulyant modda sifatida sinovdan o‘tkazishda olingan koagulyatsiya testlari
natijalari - aktivlashtirilgan thromboplastin vaqgt, prothrombin vaqt va fibrinogen darajalari - tahlil gilinadi. Tajribalar 200-300 g
oq Wistar zotli erkak kalamushlarda o‘tkazildi. Qisman faollashgan thromboplastin vaqti va prothrombin vaqti testlari Klassik
koagulyatsiya metodi yordamida, Fibrinogen testi Von Claus Metodi yordamida gilindi. Ushbu tadgiqotlarning barchasi Yevropa
Ittifogining 2010/63/EU direktivasi va Amerikada IACUC (Institutional Animal Care and Use Committee) kabi tashkilotlar
tomonidan o‘rnatilgan qoidalar va talablar bo‘yicha yaxshi laboratoriya amaliyoti asosida olib borildi. Eksperimental va nazorat
guruhlari o‘rtasida vaqt ko‘rsatkichlari va fibrinogen konsentratsiyasi bo‘yicha farglar aniglanib, antikoagulyant moddaning
samaradorligi baholanadi. PC-9 polifenol moddasi ustida olib borilgan koagulyatsiya testlari moddaning antikoagulyant
xususiyatlarini sezilarli namoyish etdi. Kelgusida in vivo modellar va klinik sinovlar o‘tkazish tavsiya etiladi. Ushbu
eksperimentdan olingan natijalar asosida polifenol moddasini antikoagulyant sifatida qo‘llash istigbollari mavjudligi ko‘rsatildi.
Kalit so‘zlar: antikoagulyant, gon plazmasi, qon ivish vaqti, koagulyatsion testlar, polifenol, gemostaz tizimi.
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Kirish. Qon ivishi tizimi koagulyatsiya kaskadi orqali amalga oshadi va bu jarayon ko‘plab kasalliklarda patologik
o‘zgarislarga olib keladi. Koagulyatsiya kaskadi bu eng murakkab bosqich bo‘lib, plazmadagi ivish omillari (faktorlar) ketma-ket
faollashib, fibrin iplarini hosil giladi. Fibrin trombositlar bilan birikib, mustahkam gon ivigani (tromb) hosil giladi [1,7,9].

Shu jihatdan PC 9 polifenol moddasining qonning giperkoagulyatsiyasiga ta’sirini o’rganish va uni amaliyotga tadbiq etish
bizning magsadimiz. Polifenollar trombotsitlarning faolligini susaytiradi, ularning agregatsiyasini kamaytiradi[2]. Bu esa tromb
hosil bo‘lishining oldini oladi. Shuningdek, polifenollar Koagulyatsiya faktorlariga to‘g‘ridan-to‘g‘ri ta’sir qiladi[3]. Ba'zi
polifenollar trombin, Xa omili, yoki fibrinogen bilan to‘g‘ridan-to‘g‘ri o‘zaro ta’sirga Kkirishib, ularning faolligini
kamaytiradi[5,10]. Oksidlovchi stress trombotsitlarning haddan tashqari faollashuviga sabab bo‘ladi[4,8]. Polifenollar esa bu
stressni kamaytirib, giperkoagulyatsiyani oldini oladi. Polifenollar qon tomirlar devorini sog‘lom saqlashda yordam beradi, NO
(azot oksidi) ishlab chigarilishini oshiradi. NO esa trombotsitlar faolligini inhiberladi[6,11].

Material va usullar. PC-8 polifenolining qon plazmasining ivish jarayoniga ta’siri qisman faollashgan thromboplastin
vaqti — QFTV, prothrombin vaqti — PT va Fibrinogen testlariga in vitro usulida tromborsitlar soni kam bo’lgan kalamushlarning
qon plazmasida koagulometrda tekshirib ko’rildi(Rayto, Xitoy). Plazmani tayyorlash uchun gon 9:1 nisbatda natriy sitrat bilan
olinadi. 1500-3000 g da 15 daqiga sentrifugalanadi va trombotsitsiz plazma olinadi. Plazmani inkubatsiya qilish uchun 100 pL
plazma ustiga 100 uL QFTV reaktivi ( activator+fosfolipid) solib aralashtiriladi va 37° da 3-5 daqiqa inkubatsiya qilinadi. So’ngra
100 pL oldindan 37° ga qizdirilgan 0.025 M CaCl> qo‘shiladi. Shu paytdan taymer ishga tushiriladi. Pihti hosil bo‘lguncha vaqt
sekundlarda o‘Ichanadi va bu QFTV ko‘rsatkichi hisoblanadi. Odatda normal holatda 25-35 soniya Ichida qon iviydi.

PT (prothrombin) testi — ekstrinsik va umumiy koagulyatsiya yo‘llarini baholaydi. U asosan faktor VII, shuningdek, faktor
V, X, protrombin (1) va fibrinogen (I) ni baholashda ishlatiladi. Aynigsa kumarin (warfarin) terapiyasi monitoringi, jigar
yetishmovchiligi va DIC holatlarida qo‘llaniladi. PT testi metodikasi (klassik usul): Qon 9:1 nisbatda 0.109 M Na-sitrat bilan
olinadi. 1500-3000 g da 15 dagiqa sentrifugalanadi.Trombotsitsiz sitratlangan plazma olinadi. 100 uL plazma 37°C da 2 daqgiqa
davomida inkubatsiya gilinadi. 200 pL tromboplastin + CaCl: eritmasi 37°C da qizdirilgan holda qo‘shiladi. Shu vaqtda taymer
ishga tushiriladi. Trombin pihtis1 hosil bo‘lgan vaqtgacha bo‘lgan oraliq (sekundlarda) -PT ko‘rsatkichi hisoblanadi. Normada bu
ko’rsatkich 11 — 15 soniya (reagentga garab biroz farqg qiladi) ni tashkil giladi.

Fibrinogen testiga tekshirish uchun VonClauss methodidan foydalanildi. Tayyor plazmaga ma’lum miqdorda yuqori
konsentratsiyali trombin qo‘shiladi. Trombin plazmadagi fibrinogenni fibringa aylantiradi, natijada trombus (trombin pihtis1) hosil
bo‘ladi. Piht1 hosil bo‘lish vaqti (clotting time) maxsus qurilmada o‘lchanadi. Bu vaqt standart kalibrovka grafigi bilan solishtiriladi
va fibrinogen konsentratsiyasi (g/L) aniqlanadi. Bunda 1:10 nisbatda plazma buferi 200ul tayyorlab olindi hamda 37 da 120 sek
inkubatsiya qilindi. So’ngra ustiga 100pul R1 (thrombin) solinib control olindi. Natijalar ijobiy bo’lgach modda ta’sir etildi.

Natijalar. PC-9 polifenolining qon ivish jarayoniga ta’sir mexanizmini aniqlash magsadida qisman faollashgan
tromboplastin vaqtiga-QFTV testiga qanday ta’sir qilishini ko’rdik. Tekshirishlarimiz natijasiga ko’ra nazorat guruhida QFTV
ko‘rsatkichi 32,6 +0,18 soniya ni tashkil etdi. Antikoagulyant modda yuborilgan eksperimental guruhda esa ushbu ko*rsatkich
123 £ 0,75 soniya gacha sezilarli darajada uzaygan (p<0.05). Bu esa mazkur moddaning ichki koagulyatsiya yo‘liga ta’sir giluvchi
antikoagulyant xususiyatga ega ekanligini ko‘rsatadi. Bunda PC-9 uchun optimal doza 50pul ni tashkil etdi.

PT (Prothrombin Time) testi bo‘yicha nazorat guruhida ko‘rsatkich 25,67 +0,7 soniyani tashkil etgan bo‘lib, modda
yuborilgan guruhda u 8,4 + 7,4 soniyaga o‘zgardi. Biroq bu o‘zgarish statistik jihatdan ishonchli emas edi (T = 1,71; p > 0,05),
ya’ni PC-9 moddasining ekstrinsik yo‘lga ahamiyatli ta’siri aniqlanmadi.

Fibrinogen miqdori nazoratda 11,4 + 3,72 mg/dl bo‘lgan, modda ta’sirida esa bu qiymat 78,3 + 1,22 mg/dl gacha oshdi. Bu
farq ishtirok etgan testlar orasida eng aniq o‘zgarishlardan biri bo‘lib, statistik tahlilga ko‘ra p <0.05 darajasida ishonchli hisoblandi
(T =9,42). Bu esa PC-9 moddasining fibrinogen darajasini oshiruvchi ta’siri borligini ko‘rsatadi.

1-jadval
PC-9 polifenolining koagulyatsion testlarda plazmaning ivish vaqtiga ta’siri

PC 9 polifenolining gon ivishiga ta’siri

M=+m T P
Kontrol

32,6+0,18
QFTV 123+0,75 104,24 <0,05
Kontrol 25,67+0,7
PT 8,4+7.4 1,71262 >0,05
Kontrol 11,443,72
Fibrinogen 78,3+1,22 9,42542 <0,05

Izoh: T - Student kriteriysi bo’yicha ishonchlilik darajasi.(***p<0,005; 95% dan yuqori; n=6)

Munozara. Olingan natijalar PC 9 polifenolining antikoagulyant xususiyatlari samarali ekanini ko‘rsatadi. QFTV
ko‘rsatkichlarining uzayishi intrinsic yo‘llar inhibitsiyasini ifodalaydi. Fibrinogen konsentratsiyasining pasayishi esa pihti
tolalarining hosil bo‘lishiga to‘sqinlik qilishini ko‘rsatadi. Bu antikoagulyant modda klinik amaliyotda tromboz profilaktikasi
uchun istigbolli vosita bo‘lishi mumkin. Aynigsa, polifenol tabiatga ega bo‘lgan moddalarning xavfsizlik profili nisbatan yuqori
bo‘lganligi sababli, ularni uzoq muddatli qo‘llash mumkinligi ham ushbu natijalar bilan birga ilmiy asosga ega bo‘la boshlaydi.
Shuningdek, ushbu polifenol moddaning QFTV, PT va fibrinogen darajalariga ta’siri, uni antikoagulyant sifatida ishlatish uchun
potentsial asos bo‘la oladi.

Xulosa. PC-9 hujayralarida olib borilgan koagulyatsiya testlari antikoagulyant moddaning QFTV, PT va fibrinogen
darajalariga sezilarli ta’sirini namoyish etdi. Kelgusida in vivo modellar va klinik sinovlar o‘tkazish tavsiya etiladi. Ushbu
eksperimentdan olingan natijalar asosida polifenol moddasini antikoagulyant sifatida qo‘llash istigbollari mavjudligi ko‘rsatildi.
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