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Wykaz publikacji

Wykaz publikaciji stanowiacych podstawe rozprawy doktorskiej

Praca doktorska pt. ,,Analiza aktywnos$ci biologicznej nowych analogow metforminy
0 budowie sulfonamidowe;j” stanowi zbior trzech opublikowanych i powigzanych tema-
tycznie publikacji naukowych — jeden artykut przegladowy (podstawa teoretyczna) oraz
dwie prace eksperymentalne. Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (1F) cyklu arty-
kutow naukowych zgodny z rokiem publikacji wynosi 16.808. Suma punktow wedlug
listy czasopism punktowanych MEIN jest rowna 340. Ponizej przedstawiono spis publi-

kacji bedacych postawa niniejszej rozprawy doktorskiej:
» Publikacja |

Zajda A., Huttunen K., Sikora J., Podsiedlik M., Markowicz-Piasecka M. Is metformin
a geroprotector? A peek into the current clinical and experimental data. Mechanisms of
Ageing and Development. 2020, 191, 111350.

IF2020 = 5.432; 100 p MEiN2020

» Publikacja Il

Zajda A., Sikora J., Huttunen K., Markowicz-Piasecka M. Structural comparison of
sulfonamide-based derivatives that can improve anti-coagulation properties of metfor-

min. International Journal of Molecular Sciences. 2022, 23, 4132.

IF2022 = 6.208; 140 p MEiN2022

» Publikacja Il

Zajda A., Sikora J., Hynninen M., Tampio J., Huttunen K., Markowicz-Piasecka M.
Substituent effects of sulfonamide derivatives of metformin that can dually improve
cellular glucose utilization and anti-coagulation. Chemico-Biological Interactions. 2023,
373, 110381.

IF2022=5.168; 100 p MEiN2022



Wykaz publikacji

Wyniki badan prezentowane w ramach niniejszej dysertacji zostaly takze przedsta-
wione w formie dwoch komunikatow zjazdowych (1 poster oraz 1 referat ustny) na kra-

jowych konferencjach naukowych:

1. Zajda A., Sikora J., Markowicz-Piasecka M. Wta$ciwosci przeciwzakrzepowe no-
wych sulfonamidowych pochodnych metforminy. XXIV Naukowy Zjazd Pol-
skiego Towarzystwa Farmaceutycznego, Lublin, 22-24 wrzes$nia 2021 r., poster.

2. Zajda A., Markowicz-Piasecka M. Analiza aktywnosci biologicznej nowych ana-
logéw metforminy o budowie sulfonamidowej. I Ogoélnopolskie Forum Mtodych,
Polskie Towarzystwo Farmaceutyczne, Lublin, 2 marca 2023 r., referat ustny.

Referat zostal wyrdzniony nagroda dla autora najlepszej prezentacji.
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Wykaz skrotéw

Wykaz stosowanych skréotow

ADA

ADP

AGEs

AoSMC

AMP

AMPK

APTT

ARD

AT

ATP

bFGF

BMI

Caco-2

CAD

cAMP

CD62P

cGPD

Cl

Amerykanskie Towarzystwo Diabetologiczne
(ang. American Diabetes Association)

adenozyno-5'-difosforan (tzw. adenozynodifosforan)
(ang. adenosine diphosphate)

produkty koncowe zaawansowane;j glikacji
(ang. advanced glycation end-products)

ludzkie komorki miegsni gladkich aorty
(ang. Aortal Smooth Muscle Cells)

adenozyno-5'-monofosforan (tzw. adenozynomonofosforan)
(ang. adenosine monophosphate)

kinaza biatkowa aktywowana AMP
(ang. 5'AMP-activated protein kinase)

czas czesciowej tromboplastyny po aktywacji
(ang. Activated Partial Thromboplastin Time)

choroby zwiazane ze starzeniem/ z wiekiem
(ang. age-related diseases)

antytrombina 11
(ang. antithrombin I11)

adenozyno-5'-trifosforan (tzw. adenozynotrojfosforan)
(ang. adenosine triphosphate)

czynnik wzrostu fibroblastow 2
(ang. basic fibroblast growth factor 2)

wskaznik masy ciata
(ang. body mass index)

komorki gruczolakoraka ludzkiego nabtonka jelita grubego
(ang. human epithelial colorectal adenocarcinoma)

choroba niedokrwienna serca
(ang. coronary artery disease)

cykliczny adenozyno-3',5'-monofosforan
(ang. cyclic adenosine monophosphate)

selektyna P, biatko transbtonowe typu 1
(ang. P-selectin, type-1 transmembrane protein)

cytoplazmatyczna dehydrogenaza glicerofosforanowa
(ang. cytoplasmic glycerophosphate dehydrogenase)

indek komorkowy
(ang. Cell Index)
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CL-test

COVID-19

CRP

CcVv

DC-SIGN

DHAP

DOAC

DPP-4

EHRs

ELISA

EMA

ESC

ET-1

FBG

FBP

FCCP

FDA

FFA

GDM
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Wykaz skrotow

test krzepnigcia i fibrynolizy
(ang. Clot Formation and Fibrinolysis Test)

koronawirus
(ang. coronavirus disease 2019)

biatko C-reaktywne
(ang. C-reactive protein)
Ssercowo-naczyniowy
(ang. cardiovascular)

receptor lektynowy typu C
(ang. C-type lectin receptor)

fosforan dihydroksyacetonu
(ang. dihydroxyacetone phosphate)

bezposrednie doustne antykoagulanty
(ang. direct oral anticoagulants)
dipeptydylopeptydaza 4

(ang. dipeptidyl peptidase-4)
elektroniczna dokumentacja medyczna
(ang. electronic health records)

test immunoenzymatyczny

(ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
Europejska Agencja Lekow

(ang. European Medicines Agency)

Europejskie Towarzystwo Kardiologiczne
(ang. European Society of Cardiology)

endotelina-1

(ang. endothelin 1)

fibrynogen

(ang. fibrinogen)
fruktozo-1,6-bisfosfataza

(ang. fructose 1,6-bisphosphatase)

4-(trifluorometoksy)fenylohydrazon cyjanku karbonylu

(ang. carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone)
Agencja ds. Zywnosci i Lekow

(ang. Food and Drug Administration)

wolne kwasy ttuszczowe
(ang. free fatty acids)

cukrzyca cigzowa
(ang. Gestational Diabetes Mellitus)



GIP

GLP-1

GLUTs

GSH

GST

G3P

HDL

HUVEC

ICAM-1

IDF

IGT

INR

JC-1

KE
LDL

LVH

LVMI

MAPK

Wykaz skrétéw

glukozozalezny peptyd insulinotropowy
(ang. gastric inhibitory peptide)
glukagonopodobny peptyd-1

(ang. glucagon-like peptide-1)

transportery glukozy
(ang. glucose transporters)

glutation
(ang. glutathione)

S-transferaza glutationowa
(ang. Glutathione S-transferase)

3-fosforan aldehydu glicerynowego
(ang. glyceraldehyde 3-phosphate)

lipoproteina 0 wysokiej gestosci
(ang. high-density lipoprotein)

ludzkie komorki $rédblonka zyty pepowinowe;j
(ang. Human Umbilical Vein Endothelial Cells)

czagsteczka adhezyjna 1
(ang. Intercellular Adhesion Molecule 1)

Miedzynarodowa Federacja Diabetologiczna
(ang. International Diabetes Federation)

wspotczynnik oddziatywania
(ang. Impact Factor)

uposledzona tolerancja glukozy
(ang. impaired glucose tolerance)

PT, wyrazony jako Migdzynarodowy Wspotczynnik Znormalizowany
(ang. International Normalized Ratio)

insulinooporno$¢
(ang. insulin resistance)

jodek 5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1,3,3’-tetraetylobenzimidazo-karbocyjaniny
(ang. tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide)

Komisja Europejska

lipoproteina o niskiej gestosci
(ang. low-density lipoprotein)

przerost lewej komory
(ang. left ventricular hypertrophy)

indeks masy lewej komory
(ang. left ventricular mass index)

szlak kinazy biatkowej aktywowanej mitogenem
(ang. mitogen-activated protein kinase pathway)
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Wykaz skrétéw

MATEL1L biatko ekstruzji wielolekowej i toksyn 1
(ang. multidrug and toxin extrusion 1)

MATE?2 biatko ekstruzji wielolekowej i toksyn 2
(ang. multidrug and toxin extrusion 2)

mGPD mitochondrialna dehydrogenaza glicerofosforanowa
(ang. mitochondrial glycerophosphate dehydrogenase)
MmtDNA DNA mitochondrialny
(ang. mitochondrial DNA)

NAD* dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (utleniony)
(ang. nicotinamide adenine dinucleotide (oxidized))

NADH dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (zredukowany)
(ang. nicotinamide adenine dinucleotide (reduced))

NAFLD niealkoholowa sttuszczeniowa choroba watroby
(ang. nonalcoholic fatty liver disease)

NATPOL  Ogdlnopolskie Badanie Rozpowszechnienia Czynnikéw Ryzyka Chorob

Uktadu Krazenia
NCD chorobg niezakazna

(ang. non-communicable disease)
NFZ Narodowy Fundusz Zdrowia
NO tlenek azotu

(ang. nitrogen monoxide)

NOAC doustne leki przeciwzakrzepowe niebgdace antagonistami witaminy K
(ang. non-vitamin K antagonist oral anticoagulants)

OAC doustne leki przeciwzakrzepowe
(ang. oral anticoagulants)

OoCT transporter kationdw organicznych
(ang. organic cation transporter)

OCT-1 transporter kationow organicznych 1
(ang. organic cation transporter 1)

OCT-2 transporter kationdw organicznych 2
(ang. organic cation transporter 2)

OCT-3 transporter kationow organicznych 3
(ang. organic cation transporter 3)

ONZ Organizacja Narodow Zjednoczonych
(ang. United Nations)

PAI-1 srodbtonkowy inhibitor aktywatora plazminogenu-1
(ang. plasminogen activator inhibitor-1)

PCOS zespot policystycznych jajnikow
(ang. polycystic ovary syndrome)
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PI3K/Akt

PKA

PKC

PMAT

pNA

PPAR-y

PSM
PT

PTD

RAGE

R&D

RBC

ROS

RTCA-DP

SGLT2

SLC

SMCs

SR-B

TAFI

Wykaz skrétéw

szlak kinazy 3-fosfoinozytydu /kinazy biatkowej B
(ang. phosphoinositide 3-kinase/protein kinase B pathway)

kinaza biatlkowa A
(ang. protein kinase A)

kinaza biatkowa C
(ang. protein kinase C)

btonowy transporter monoaminy
(ang. plasma membrane monoamine transporter)

p-nitroanilina

(ang. p-nitroaniline)

receptory y aktywowane przez proliferatory peroksysomow
(ang. peroxisome proliferator-activated receptors y)
pochodne sulfonylomocznika

czas protrombinowy
(ang. Prothrombin Time)

Polskie Towarzystwo Diabetologiczne
(ang. Polish Diabetes Society)

receptor AGE

(ang. Receptor for Advanced Glycation Endproducts)
badania i rozwdj

(ang. research and development)

erytrocyty

(ang. red blood cells)

reaktywne formy tlenu

(ang. reactive oxygen species)

system do monitorowania proliferacji komoérek adherentnych w czasie
rzeczywistym

(ang. Real-Time Cell Analyzer)

kotransporter glukozowo-sodowy 2

(ang. sodium/glucose cotransporter 2)

grupa biatek transportujacy substancje rozpuszczone
(ang. solute carriers)

komorki migéni gladkich

(ang. smooth muscle cells)

receptor zmiatacz klasy B

(ang. scavenger receptor-class B)

inhibitor fibrynolizy aktywowany trombing
(ang. thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor)

15



Wykaz skrétéw

TC cholesterol catkowity
(ang. total cholesterol)

TFPI inhibitor szlaku czynnika tkankowego
(ang. tissue factor pathway inhibitor)

TG trojglicerydy
(ang. triglycerides)

TGF-p1 transformujacy czynnik wzrostu 1
(ang. transforming growth factor 1)

TGt czas generacji endogennej trombiny
(ang. thrombin generation time)
TMB 3,3",5,5'-tetrametylobenzydyna
(ang. 3,3°,5,5 -tetramethylbenzidine)
TNF-A czynnik martwicy nowotworow
(ang. tumor necrosis factor )

t-PA tkankowy aktywator plazminogenu

(ang. tissue plasminogen activator)
TSOAC celowane doustne antykoagulanty

(ang. target-specific oral anticoagulants)
TT czas trombinowy

(ang. Thrombin Time)
TXA2 tromboksan A

(ang. thromboxane A2)
TZD tiazolidynediony (agonista PPAR-y)
T1DM cukrzyca typu 1

(ang. Type 1 Diabetes Mellitus)

T2DM cukrzyca typu 2
(ang. Type 2 Diabetes Mellitus)

UKPDS brytyjskie wieloosrodkowe badanie z randomizacja
(ang. United Kingdom Prospective Diabetes Study)

VCAM-1 czasteczka adhezyjna 1 komoérek naczyniowych
(ang. Vascular Cell Adhesion Molecule 1)

VKA antagonista witaminy K
(ang. vitamin K antagonist)

WHO Swiatowa Organizacja Zdrowia
(ang. World Health Organization)

AYM potencjat blony mitochondrialnej
(ang. mitochondrial membrane potential)

2-NBDG 2-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino)-2-dezoksyglukoza
(ang. 2-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino)-2-deoxyglucose)
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Uzasadnienie podjetej tematyki badawczej

Wprowadzenie

W ciagu ostatnich dziesigcioleci, dynamiczny rozwdj gospodarczy, postepujacy pro-
ces starzenia si¢ spoteczenstwa, urbanizacja oraz wspotczesny styl zycia (tj. przewlekty
stres, zte nawyki zywieniowe, brak aktywnosci fizycznej oraz niedobor snu) doprowa-
dzity do znacznego obcigzenia $wiatowej populacji chorobami cywilizacyjnymi.
Obecnie cukrzyca (DM, ang. Diabetes Mellitus), obok chordb uktadu sercowo-naczynio-
wego, stanowi jedng z najbardziej rozpowszechnionych chorob cywilizacyjnych XXI

wieku [1-3].

Monitorowanie danych epidemiologicznych dotyczacych rozpowszechnienia cu-
krzycy zar6wno na catym $wiecie jak 1 w skali kraju jest szczego6lnie istotne w celu pla-
nowania oraz implementacji odpowiednich interwencji prewencyjnych. Poczawszy od
2000 r. Migdzynarodowa Federacja Diabetologiczna (IDF) rozpoczgta regularne publi-
kowanie, co 2-4 lata, szacunkowych danych dotyczacych rozpowszechnienia cukrzycy,
kiedy to pierwsze szacunki wykazaty, iz liczba dorostych z cukrzyca obejmuje 151 mi-
lionéw ludzi na catym $§wiecie. W 2021 r. IDF oglosita, ze liczba ta wzrosta niemal czte-
rokrotnie, szacujac, ze obecnie az 537 miliondw 0so6b dorostych choruje na cukrzyce
(Ryc. 1), a prawie potowa z nich jest wcigz niezdiagnozowana. Z kazdym kolejnym
rokiem warto$¢ ta sukcesywnie wzrasta [4]. Na tej podstawie grono ekspertow IDF
przewiduje, iz do 2045 roku liczba 0sob dotknigtych cukrzycg wzro$nie do 783 milionow,
co obecnie stanowi jedno z najpowazniejszych zagrozen dla globalnego zdrowia i naj-
wigkszych wyzwan zdrowotnych obecnego wieku [5]. Zgodnie z danymi przedstawio-
nymi przez Narodowy Fundusz Zdrowia (NFZ), a takze w oparciu o badania serii
NATPOL dowodzace, 1z okoto 20-25% oséb chorych zyje z nierozpoznang cukrzyca,
stwierdzono, iz w 2019 r. na cukrzyce¢ chorowaty niemal 3 miliony Polakow (tj. 7.8%

krajowej populacji) [6,7].

Raport opublikowany w 2022 r. przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO)
wykazat, ze az 95% wszystkich zdiagnozowanych przypadkow cukrzycy to pacjenci cier-
piacy na cukrzyce typu 2 (T2DM). Natomiast pozostate 5% obejmuje zarowno grupe
pacjentow z cukrzycg typu 1 (TLDM) oraz cukrzyca cigzowa (GDM) [7]. T2DM jest
pierwszg chorobg niezakazng (NCD), ktéra zostata powszechnie uznana za cicha epide-

mi¢ XXI wieku przez Organizacje Narodow Zjednoczonych (ONZ) [3,4].
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Uzasadnienie podjetej tematyki badawczej

Europa

61 milion6w

Ameryka
Péinocna i
Karaiby

51 milion6w Bliski \Llsatm-: :

73 miliony
Afryka
24 miliony Zachodni Pacyfik
Azja =
Potudniowo- 206 milion6w

Ameryka Wschodnia

Potudniowa i ——
Srodkowa 90 milion6w

32 miliony

Rycina 1. Rozpowszechnienie cukrzycy na §wiecie, u dorostych w wieku 20-79 lat,
w 2021 r. [5].



Uzasadnienie podjetej tematyki badawczej

Patogeneza T2DM

U 0s6b zdrowych poziom glukozy we krwi jest regulowany dzieki prawidlowemu wy-
dzielaniu insuliny i glukagonu na zasadzie ujemnego sprzg¢zenia zwrotnego [8,9]. W opar-
ciu o definicj¢ WHO, cukrzyca jest powszechnie definiowana jako zespo6t schorzen me-
tabolicznych objawiajacych si¢ przewlekta hiperglikemia, tj. zwigkszonym stezeniem
glukozy we krwi [8]. Stan hiperglikemii uwarunkowany jest zaburzeniami wystepuja-
cymi na poziomie wydzielania i/lub dziatania hormonu anabolicznego, insuliny (Ryc. 2).
Zatem do bezposrednich przyczyn hiperglikemii zaliczamy nastgpujace defekty patofi-
zjologiczne: zaburzenie wydzielania insuliny — gdy trzustka nie wytwarza wystarczajace;j
ilosci insuliny oraz catkowite zahamowanie procesu wytwarzania insuliny; i/lub uposle-
dzenie dziatania insuliny spowodowane spadkiem wrazliwosci tkanek obwodowych
(np. watroby, mieéni szkieletowych, tkanki thuszczowej) na dziatanie powyzszego hor-
monu — gdy organizm nie jest w stanie w sposob skuteczny wykorzysta¢ endogennej in-

suliny w procesie metabolizmu weglowodanow (tzw. insulinoopornos¢, IR) [5,10].

Rycina 2. Zaburzenia wystgpujace na poziomie dziatania oraz wydzielania hormonu
anabolicznego, insuliny, prowadzace do rozwoju klinicznie jawnej T2DM [11].

Wzrost poziomu glukozy, aminokwasdw oraz wolnych kwasow tluszczowych we krwi
po spozytym positku (tzw. bodziec hiperglikemiczny) powoduje zmniejszenie wydziela-
nia glukagonu przez komoérki A i tym samym wyzwala dwufazowa sekrecj¢ insuliny.
Ponadto zwigkszone st¢zenie endogennych hormonéw inkretynowych uwalnianych przez

btone §luzowg jelita cienkiego po positku, tj. glukagonopodobny peptyd-1 (GLP-1) oraz
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Uzasadnienie podjetej tematyki badawczej

glukozozalezny peptyd insulinotropowy (GIP), a takze neuroprzekaznikow odpowie-
dzialnych za przywspotczulng aktywacje cholinergiczng nerwu blednego réwniez
wzmaga wydzielanie insuliny. Najpierw obserwowany jest natychmiastowy, skokowy
wyrzut insuliny zdeponowanej w ziarnisto$ciach cytoplazmatycznych komorek B wysp
trzustkowych (trwajacy kilka minut), po ktorym nastepuje zwigkszona synteza i uwalnia-
nie insuliny (trwajace az kilkadziesiat minut). W przypadku gdy st¢zenie glukozy utrzy-

muje si¢ na wysokim poziomie nastepuje dtugotrwate uwalnianie insuliny [12-14].

Pierwsza faza wydzielania insuliny odgrywa istotng rol¢ w utrzymaniu homeostazy
glukozy w osoczu, gdyz odpowiada za przygotowanie tkanek obwodowych na spozycie
positku, hamowanie endogennej syntezy glukozy w watrobie oraz hamowanie procesu
lipolizy. Uposledzenie powyzszego procesu lub catkowity zanik jest bardzo wezesnym
oraz czgstym zaburzeniem, objawiajacym si¢ hiperglikemig popositkowa, ktore ujawnia
si¢ w toku rozwoju petlnoobjawowej T2DM, a takze uposledzonej tolerancji glukozy
(IGT). Natomiast w stanie przedcukrzycowym druga faza wydzielania insuliny przebiega
prawidtowo lub jest uposledzona w nieznacznym stopniu. Faza ta odpowiada za niewiel-
kie hamowanie produkcji glukozy w watrobie oraz zwigkszone wykorzystanie glukozy
w tkankach obwodowych. Cho¢ znaczenie drugiej fazy wydzielania insuliny jest stosun-
kowo niedoceniane w porownaniu z fazg pierwsza, jest ona réwniez niezbedna dla utrzy-
mania prawidtowej homeostazy glukozy [14,15]. W poczatkowym stadium u pacjentow
z T2DM obserwujemy hiperinsulinemig, ktora jest odpowiedzig kompensacyjng komo-
rek B trzustki na zjawisko wzrostu oporno$ci tkanek obwodowych na insuling. Z czasem
czynnos¢ komorek B zanika wraz z jednoczesnym narastaniem hiperglikemii (Ryc. 2),
co w konsekwencji prowadzi takze do stopniowego uposledzenia drugiej fazy sekrecji
insuliny. Dlatego tez u pacjentéw z T2DM krzywa dobowej insulinemii wraz z progresja

choroby ulega zjawisku tzw. wyptaszczenia [11-13,16-17].

W przeprowadzonych dotychczas badaniach [18-22], u pacjentow ze stanem przedcu-
krzycowym, z rozwinigtg cukrzyca, a takze u krewnych pierwszego stopnia pacjentow
z cukrzyca, u ktorych nie wykazano istotnych nieprawidlowosci wzgledem tolerancji glu-
kozy odnotowano takze uposledzenie pulsacyjnego i oscylacyjnego charakteru wydziela-
nia insuliny [13,17]. Ponadto u pacjentéw w poczatkowym stadium zaobserwowano na-
silone wydzielanie niedojrzatych ziarnisto$ci bogatych w proinsuling (zanim nastapi ich
konwersja do insuliny) z komorek B, tzw. hiperproinsulinemia, jako odpowiedz na zjawi-
sko hiperglikemii oraz stan IR [13,23,24].
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Zaburzenia ukladu krzepniecia i fibrynolizy u pacjentow z T2DM

Ztozone 1 wieloczynnikowe zaburzenia metaboliczne wspotistniejace z cukrzyca,
m.in. hiperglikemia i IR, prowadza do zaburzenia rownowagi fizjologicznej migdzy pro-
cesami krzepnigcia i1 fibrynolizy, co sprzyja rozwojowi stanu prozakrzepowego. Stan ten
przejawia si¢ zwickszong liczbg ptytek krwi, ich nadmierng aktywacja, zaburzeniami
czynnikow krzepnigcia, hipofibrynoliza oraz dysfunkcja srodbtonka. Powyzsze zjawisko
jest powszechnie okre$lane mianem trombofilii cukrzycowej (tzw. nadkrzepliwos$¢) [25-
28]. Niewatpliwie oprocz hiperglikemii 1 IR, do gléwnych czynnikdéw przyczyniajacych
si¢ do stanu prozakrzepowego u chorych na cukrzyce zaliczane sg réwniez inne zaburze-
nia metaboliczne, takie jak hipoglikemia, dyslipidemia, otylo$¢ czy niealkoholowa sthusz-

czeniowa choroba watroby (NAFLD) (Ryc. 3) [25].

Rycina 3. Zaburzenia hemostazy u pacjentow z T2DM.

Zaburzenia hemostazy

Zaburzenia hemostazy wystepujace u pacjentow z T2DM obejmujg zarowno niepra-
widlowo$ci w obrgbie mechanizméw hemostazy pierwotnej, ptytkowo-naczyniowej oraz

zaburzenia procesOw hemostazy wtornej, osoczowej. Zrozumienie mechanizméw zaan-
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gazowanych w inicjacje i progresj¢ zaburzen hemostazy ma kluczowe znaczenie w daze-
niu do skutecznej prewencji chordb sercowo-naczyniowych u pacjentow z cukrzycg oraz

opracowywaniu nowych strategii terapeutycznych.

Zgodnie z obecnymi doniesieniami, ptytki krwi odgrywajg istotng rol¢ w patogenezie
| progresji powiktan naczyniowych u cukrzykow (Ryc. 3). Niewatpliwie hiperglikemia
I IR zwigkszaja liczbe, adhezje i agregacj¢ ptytek krwi poprzez zmniejszenie skuteczno-
$ci przeciwagregacyjnej prostaglandyny I, prostacykliny PGl i tlenku azotu (NO) oraz
spadek ptynnosci btony, zmieniony metabolizm ptytek krwi (zaburzenie homeostazy Ca

i Mg) oraz wzrost aktywnos$ci receptorow glikoproteinowych i tromboksanu Az (TXA2)
[29-31].

Czynniki krzepnigcia (tzw. koagulanty) to szereg biatek, zaangazowanych w proces
krzepnigcia, wspotdziatajacych z ptytkami krwi w procesie tworzenia skrzepu. Liczne ba-
dania wykazaly, Ze istnieje dostrzegalny zwigzek miedzy wspolistniejagcym przewlektym
stanem hiperglikemii, IR 1 zwigkszonym poziomem czynnikoéw krzepnigcia w osoczu,
w tym fibrynogenu, czynnika VII, VIII, XI, XIl, czynnika von Willebranda (VWF),
czynnika tkankowego (TF) oraz trombiny (lla) (Ryc. 3). U cukrzykow obserwuje si¢
zarowno ilo$ciowe, jak i jako$ciowe zmiany czynnikdw krzepnigcia i antykoagulantow,
co skutkuje tworzeniem skrzepéw opornych na lize [25,32]. Ponadto przewlekty stan
hiperglikemii indukuje proces nieenzymatycznej glikozylacji naturalnych antykoagulan-
tow, takich jak antytrombina III (AT III), biatko C i S, co moze objawia¢ si¢ zmniejsze-
niem ich poziomu oraz zaburzeniami w ich aktywnosci i sprzyja powstawaniu blaszki
miazdzycowej oraz ryzyku wystapienia incydentow zakrzepowych u pacjentow z T2DM
[33].

U chorych na cukrzyce stan przewleklej hiperglikemii, IR oraz zwigkszone wytwarza-
nie reaktywnych form tlenu (ROS) przys$piesza proces glikooksydacji biatek i lipidow,
co skutkuje zwigkszonym wytwarzaniem produktow koncowych zaawansowanej glikacji
(AGEs), ktore nastepnie gromadza si¢ w $cianie naczyn i bezposrednio zaburzajg jego
strukture oraz funkcje. Ponadto stan zapalny o niskim stopniu ztosliwosci spowodowany,
m.in. zwigkszonym poziomem biatka C-reaktywnego (CRP), roéwniez sprzyja nieodwra-
calnym zmianom w $rédbtonku [16,26,34,35].

Do nieprawidtowos$ci w obrebie $rdédblonka zaliczyé mozna réwniez zaburzenie
dwoch gtéwnych szlakow sygnalizacji insuliny: szlaku kinazy 3-fosfoinozytydu/kinazy
biatkowej B (PI3K/Akt) i szlaku kinazy biatkowej aktywowanej mitogenem (MAPK).
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Przeglad aktualnej literatury dowodzi, iz w warunkach zwigkszonej opornosci tkanek ob-
wodowych na insuling i kompensacyjnej hiperinsulinemii, insulina wykazuje dzialanie:
pronadci$nieniowe, aterogenne, trombogenne i prokoagulacyjne oraz dochodzi do upo-
sledzenia sygnalizacji zaleznej od PI3K oraz braku wplywu na szlak MAPK lub jego
wzmozona aktywacja, co w konsekwencji prowadzi do zaburzenia rownowagi mi¢dzy
wytwarzaniem NO, a wydzielaniem endoteliny-1 (ET-1). W nastepstwie niniejsze zabu-

rzenia takze przyczyniajg si¢ do dysfunkcji srodbtonka [16,35].

Zaburzenia czynno$ci srodblonka majg ogromne znaczenie w patogenezie powiktan
naczyniowych, poniewaz $§rédblonek stanowi nie tylko najbardziej wewnetrzng warstwe
naczyn krwionosnych biorgcych udziat w modulowaniu napigcia i struktury $ciany na-
czyn, ale takze odgrywa kluczowa rolg w utrzymaniu réwnowagi hemostatycznej poprzez
wydzielanie szeregu mediatorow, ktore reguluja agregacje ptytek krwi, napiecie naczyn,
proces krzepnigcia krwi oraz fibrynolize [12-15,26]. Zatem dysfunkcja $rodbtonka jest
gtowng przyczyna wielu powiktan makro- i mikronaczyniowych. Mikroangiopatie sa to
uszkodzenia matych naczyn krwionosnych prowadzace do retinopatii cukrzycowej,
ktora moze doprowadzi¢ do Slepoty; neuropatii cukrzycowej (tj. uszkodzenie nerwow)
i nefropatii cukrzycowej doprowadzajacej do niewydolno$ci nerek. Natomiast makroan-
giopatie to uszkodzenia duzych naczyn krwiono$nych. Do ich konsekwencji mozna zali-
czy¢ takie jednostki chorobowe jak: zawal mig¢$nia sercowego, udar moézgu, chorobe

wiencowg oraz miazdzyce [36].

Wszystkie powyzej omoOwione procesy sprzyjaja powstawaniu i wzrostowi blaszki
miazdzycowej oraz jej destabilizacji, co stanowi morfologiczne podloze wystepowania
powiktan miazdzycowych — chorob naczyn obwodowych, ostrych zespotow wienco-

wych, czy udaru.

Hipofibrynoliza

Dostegpne sa rowniez doniesienia, iz przewlekty stan zwigkszonego stezenia glukozy
we krwi oraz zjawisko IR u pacjentow z T2DM powoduja wzrost poziomu dwoch gtow-
nych czynnikow antyfibrynolitycznych: inhibitora aktywatora plazminogenu-1 (PAI-1)
| inhibitora fibrynolizy aktywowanego trombing (TAFI), co w konsekwencji skutkuje
spadkiem poziomu czynnikow fibrynolitycznych. Ponadto w przebiegu cukrzycy obser-
wuje si¢ zaburzenie procesu generacji trombiny, ktore prowadzi do generowania skrze-
pOw o nieprawidtowe;j, gestszej strukturze (zwiekszone usieciowanie wtoknika), co takze

utrudnia proces fibrynolizy [25-28,29].
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Uklad czerwonokrwinkowy

Mahindrakar i wsp. dowiedli, iz u cukrzykow wystepuja takze zaburzenia w obrebie
integralnosci, zywotnosci, odksztatcalno$ci 1 lepkosprezystosci erytrocytow. Zwickszona
agregacja oraz zmniejszona odksztatcalnos$¢ erytrocytow jest najprawdopodobniej spo-
wodowana wzmozong glikozylacjg spektryny, biatka wystepujacego na powierzchni

blony erytrocytarnej, w tej grupie pacjentow [37].
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Postepowanie przeciwzakrzepowe w T2DM

Ze wzgledu na niekorzystny profil naczyniowy u cukrzykoéw, obejmujacy nasilone
srodowisko zakrzepowe i przyspieszong miazdzycg (Ryc. 4), ryzyko niedokrwienia na-
czyn jest w tej populacji niemal dwukrotnie zwigekszone, w tym choroby niedokrwiennej
serca (CAD), udaru czy nawet zgonu. W zwigzku z powyzszym do$¢ czesto konieczne

jest wdrozenie odpowiedniej terapii przeciwzakrzepowe;j i/lub przeciwplytkowej [38,39].

Rycina 4. Stan hiperglikemii, insulinoopornos¢, a zwigkszone ryzyko rozwoju chorob
uktadu krazenia u pacjentow z T2DM.

Obecnie brak jednoznacznie ustalonych wytycznych dotyczacych optymalnego poste-
powania przeciwzakrzepowego w stanie prozakrzepowym u chorych na cukrzyce,
a powszechnie stosowane strategie terapeutyczne sa3 w duzej mierze podobne zar6wno

U pacjentow ze zdiagnozowang cukrzyca, jak i bez [25,26,29].

Wyréwnanie metaboliczne zaburzen biochemicznych (tj. zoptymalizowana kontrola
glukozy i lipidéw oraz utrata masy ciata), zgodnie z wytycznymi Europejskiego Towa-
rzystwa Kardiologicznego (ESC) z 2019 r. dotyczacymi cukrzycy, stanu przedcukrzyco-

wego i chordb sercowo-naczyniowych oraz zaleceniami klinicznymi Polskiego Towarzy-
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stwa Diabetologicznego (PTD) z 2022 r. dotyczacymi postgpowania u chorych na cu-
krzyce, stanowi podstawe leczenia przeciwzakrzepowego u pacjentow z T2DM.
Aktualne wytyczne zalecaja takze rozwazenie zastosowania terapii doustnymi lekami
przeciwzakrzepowymi: preparatami niebedgcymi antagonistami witaminy K — nowymi
doustnymi lekami przeciwzakrzepowymi (NOAC) lub antagonistami witaminy K (VKA)
[25,40,41].

Do niedawna terapia VKA, pochodnymi kumaryny, takimi jak warfaryna oraz aceno-
kumarol, byla uwazana za podstawowg strategi¢ w leczeniu doustnymi lekami przeciw-
zakrzepowymi (OAC). Efekt przeciwkrzepliwy, zalezny od dawki, osiggany jest dopiero
po 3-5 dniach od zastosowania VKA. Poczatkowo VKA wykazujg dzialanie prozakrze-
powe poprzez blokowanie naturalnych antykoagulantow, biatka C, Si Z, co jest powig-
zane z ryzykiem wystgpienia powiktan zakrzepowych, zwlaszcza w pierwszych dniach
terapii. Nastgpnie VKA wykazuja opoznione dziatanie przeciwzakrzepowe poprzez ha-
mowanie czynnikow krzepniecia II, VII, IX i X. Niestety kliniczne zastosowanie VKA
jest ograniczone poprzez waski indeks terapeutyczny, duzg zmienno$¢ w odpowiedzi far-
makologicznej, konieczno$¢ czestego monitorowania INR oraz rozlegtymi interakcjami

lek—pozywienie [25,42-46].

W ostatniej dekadzie rozwdj bezposrednich doustnych antykoagulantéw (DOAC),
W tym inhibitora trombiny (dabigatran) 1 inhibitorow czynnika Xa (rywaroksaban, apik-
saban i edoksaban), zrewolucjonizowat dotychczasowe podejécie przeciwzakrzepowe
[29,47]. W literaturze fachowej spotykane jest zamienne nazewnictwo niniejszej grupy
lekéw, m.in. DOAC, NOAC czy celowane doustne antykoagulanty (TSOAC).

Trombina, osoczowa proteaza serynowa, jest jednym z gtownych celéw opracowywa-
nia lekow przeciwzakrzepowych, poniewaz odgrywa wazng role w tworzeniu skrzepéw
krwi poprzez przeksztalcanie fibrynogenu w fibryne, aktywacj¢ czynnikow krzepnigcia
V, VIII, XI, XII i stymulowanie ptytek krwi, indukujac w ten sposob ich agregacje. Z dru-
giej strony, ograniczenie wytwarzania trombiny poprzez hamowanie trypsynopodobnego
czynnika proteazy serynowej, czynnika Xa, stanowi rownie obiecujgcg strategi¢ antyko-
agulacyjna. Mechanizm dziatania nowych doustnych selektywnych inhibitoréw czynnika
Xa skierowany jest na punkt zbiezny wspolnego szlaku zewnetrznej 1 wewnetrznej ka-
skady krzepnigcia krwi. Zatem trombina nie jest bezposrednio hamowana, co prowadzi

do zmniejszenia ryzyka wystgpienia niepozadanego krwawienia [48].
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Wedhlug najnowszych doniesien naukowych, terapia z zastosowaniem NOAC wyka-
zuje lepsza skutecznos¢, korzystniejszy profil bezpieczenstwa, a takze mniejsze ryzyko
zatorowosci systemowej, powaznych krwawien 1 powiktan cukrzycy oraz interakcji z po-
karmem w porownaniu ze standardowg terapig VKA [49-52]. Obecnie DOAC stanowig
preferowang grupg lekow u 0sob bez bezwzglednych wskazan do terapii VKA 1 sa prze-
pisywane zardowno w celach terapeutycznych, jak i profilaktycznych powiktan zakrze-
powo-zatorowych. Jednakze, pomimo postepu w terapii przeciwcukrzycowej i przeciw-
zakrzepowej, cukrzyca nadal wigze si¢ ze zwigkszong chorobowoscig 1 Smiertelnoscia,
glownie z przyczyn sercowo-naczyniowych, co sktania badaczy do poszukiwania nowych
zwigzkow o dzialaniu przeciwzakrzepowym, w tym réwniez pochodnych o strukturze

sulfonamidowej.
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Postepowanie w T2DM

W poczatkowym stadium T2DM leczenie rozpoczyna si¢ od terapii behawioralne;j,
ktora jest nieodzownym elementem leczenia pacjentow zarowno z T1DM, jak i T2DM.
Cele terapii behawioralnej obejmujg modyfikacj¢ stylu zycia, a wigc zmiang nawykow
zywieniowych, redukcje masy ciata oraz wprowadzenie umiarkowanego, regularnego
wysitku fizycznego (co najmniej co 2-3 dni), a takze unikanie stresu i przestrzeganie od-
powiedniej dtugosci czasu snu. Jednakze gdy utrzymanie optymalnej kontroli metabo-
licznej choroby nie jest mozliwe za pomocg wyzej wymienionych $rodkow, do terapii
behawioralnej nalezy dotaczy¢ odpowiednig terapi¢ lekowa [41]. Leki przeciwcukrzy-

cowe obecnie najczesciej stosowane W terapii T2DM zestawiono w Tabeli 1.

Na rynku farmaceutycznym dostgpnych jest pie¢ klas srodkdéw terapeutycznych o r6z-

nym mechanizmie dzialania hipoglikemizujacego:

1. leki zwigkszajace wrazliwos¢ obwodowa na insuling — metformina oraz agonista
receptorow y aktywowanych przez proliferatory peroksysoméw (PPAR-y) —
pioglitazon;

2. leki zwigkszajace sekrecj¢ insuliny: pochodne sulfonylomocznika i glinidy;

3. leki zwickszajace wydzielanie insuliny w sposob zalezny od nasilenia hiperglike-
mii — leki inkretynowe: analogi GLP-1 (tzw. inkretynomimetyki), tj. dulaglutyd,
eksenatyd, liksysenatyd, liraglutyd, semaglutyd, tirzepatyd; oraz tzw. gliptyny —
inhibitory dipeptydylopeptydazy 4 (inhibitory DPP-4), tj. linagliptyna, saksaglip-
tyna, sitagliptyna, wildagliptyna;

4. leki zmniejszajace wchianianie glukozy — inhibitory a-glukozydazy, tj. akarboza;

5. leki zmniejszajace wchianianie zwrotne glukozy w nerkach — inhibitory kotranspor-
tera 2 glukozy zaleznego od jonow sodowych (inhibitory SGLT2), tzw. flozyny
lub gliflozyny, tj. dapagliflozyna, empagliflozyna, ertugliflozyna, kanagliflozyna
[53].
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Tabela 1. Porownanie lekow obecnie najczesciej stosowanych w terapii T2DM —
zgodnie ze stanowiskiem Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego (2023 r.).

metformina pochodne agonisci inhibitory agonista inhibitory
sulfonylomocznika  receptora DPP-4 PPAR-y SGLT-2
GLP-1
Efekt/ mechanizm Zmniejszenie Zwigkszenie wydzie- Zwigkszenie Zwigkszenie Zwigkszenie Indukcja
produkcji lania insuliny. wydzielania stezenia wrazliwo$ci cukromoczu.
glukozy insuliny insuliny obwodowej
w watrobie. zalezne od wydzielanej na insuling.
Zwigkszenie nasilenia w zalezno$ci
wrazliwo$ci hiperglikemii, od nasilenia
obwodowej hamowanie hiperglikemii.
na insuling. taknienia.
Sila dzialania duza duza duza Srednia duza duza
hipoglikemizujacego
Insulina w osoczu 1 " " T ! i
Cholesterol 1 - 1 J lub — - —lub 1
frakcji LDL
Cholesterol 1 - 1 1 1 1
frakcji HDL
Troéjglicerydy l - ! - ! —
Masa ciala J lub— 1 W - T !
Ryzyko hipoglikemii - 1 - - - -
Dzialania Zaburzenia Hipoglikemia, Zaburzenia Istotne Retencja Zakazenia
niepozadane zotadkowo- przyrost masy ciata. zotadkowo- nie wystgpuja. plynow, zewngetrznych
jelitowe. jelitowe przyrost masy narzadow
(nudnosci, ciata, plciowych,
wymioty). wzrost ryzyka odwonienie
ztaman kosci (szczegblnie
dhugich. u 0sob
starszych).
Przeciwwskazania Niewydolno$é¢ Niewydolnos¢ serca, Neuropatia Niewydolnos¢  Niewydolnosé Znaczny
narzagdow watroby, nerek. zotadkowo- watroby. serca, spadek
(serca, mozgu, jelitowa. watroby, filtracji
watroby, nerek, rak pecherza  kigbuszkowe;j.
oddechowa), moczowego.
alkoholizm.
Objasnienia: ,,|” — spadek; ,,1” — wzrost; ,.—’ — brak efektu.

Terapia z wykorzystaniem $rodkow hipoglikemizujacych podlega statej indywiduali-
zacji pod katem wptywu lekow zaréwno na parametry glikemiczne (tj. ryzyko hipoglike-
mii), jak i pozaglikemiczne (tj. ryzyko sercowo-naczyniowe, choroby wspotistniejace,
masa ciala, czy gospodarka lipidowa). Obecnie metformina stanowi lek pierwszego wy-
boru przy rozpoczynaniu farmakoterapii T2DM, jesli nie istniejg zadne przeciwskazania
do jej zastosowania. W sytuacji, gdy mimo zastosowania metforminy w monoterapii
w zalecanych dawkach maksymalnych badZ tolerowanych niemozliwe jest utrzymanie
docelowych wartosci HpA1c lub gdy w wywiadzie obecna jest choroba wspotistniejgca
z T2DM: miazdzycowa choroba sercowo-naczyniowa, skurczowa niewydolno$¢ serca,
przewlekta choroba nerek oraz w przypadku wysokiego ryzyka sercowo-naczyniowego,
terapi¢ metforming nalezy kontynuowac¢ w terapii skojarzonej z drugim lekiem hipogli-

kemizujgcym, tj. agonista receptora GLP-1/ inhibitor SGLT-2, lub insuling bazows.
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Jezeli po kilku tygodniach stosowania skuteczno$¢ terapeutyczna wdrozonego leczenia
nie zostala osiggnigta, niezbedna jest inicjacja terapii skojarzonej trojlekowej z dalszym
zastosowaniem metforminy. Majac na uwadze postepujacy charakter T2DM,
terapia z wykorzystaniem insuliny bazowej w indywidualnie dobranym schemacie poda-
wania jest do$¢ czesto wskazana, a jej wprowadzenie w terapii skojarzonej z metforming
jest mozliwe z pomini¢ciem etapéw posrednich (terapii podwojnej 1 potrojnej). Na dal-
szych etapach leczenia zarbwno w skojarzeniu z insulinoterapig prosta, jak i ztozong
rekomendowane jest dalsze stosowanie metforminy oraz innych doustnych lekow hipo-
glikemizujacych czy agonistow receptora GLP-1 (iniekcje podskorne). Zatem metfor-
mina wystepuje zawsze w kazdym schemacie leczenia, na kazdym etapie rozwoju T2DM,
zarowno w monoterapii, jak i w skojarzeniu z innymi lekami przeciwcukrzycowymi,
w przypadku braku przeciwskazan do jej stosowania oraz dobrej tolerancji przez pa-
cjenta. Ponizej przedstawiono schematy (Ryc. 5 i 6) obrazujace najnowsze zalecenia kli-
niczne (2023 r.) dotyczace postgpowania u chorych na T2DM zgodnie ze stanowiskiem
PTD [41].

Pacjenci z cukrzycg typu 2 uprzednio nieleczeni farmakologicznie

Miazdzycowa choroba CV, niewydolno$¢ skurczowa serca, przewlekia choroba nerek,
bardzo wysokie ryzyko CV zwigzane z licznymi czynnikami ryzyka CV

v ‘-
Metformina + inhibitor SGLT-2
lub agonista GLP-1

Monoterapia metforming

Jezeli HbA,. powyzZej celu Jezeli HbA;. powyzej celu
) 4 ) + 4
inhibitor| | inhibitor guonisa
SGIT2 | | Dpp-4 | | PSM| |receptora) | TZD
Jezeli HbA,. powyzej celu
Rozwaz dodanie jednego, Rozwaz dodanie jednego,
a nastepnie drugiego leku innej klasy: a nastepnie drugiego leku innej klasy:
> agonista receptora GLP-1 o agonista receptora GLP-1
lub inhibitor SGLT-2 o inhibitor SGLT-2
o inhibitor DPP-4 o inhibitor DPP-4
o PSM o PSM
o TZD o TZD
o insulina bazowa o insulina bazowa

+
Insulina bazowa (o ile nie zostata wczesniej wdrozona) lub insulinoterapia ztozona
w terapii skojarzonej z lekami doustnymi lub agonistg receptora GLP-1.

Rycina 5. Schemat leczenia 0sob z T2DM uprzednio nieleczonych farmakologicznie
zgodnie ze stanowiskiem PTD (2023 r.).
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Pacjenci z cukrzyca typu 2 uprzednio leczeni metforming

Miazdzycowa choroba CV, niewydolno$¢ skurczowa serca, przewlekta choroba nerek,
bardzo wysokie ryzyko CV zwigzane z licznymi czynnikami ryzyka CV

v+ ‘-
Metformina + inhibitor SGLT-2
lub agonista GLP-1

Jezeli HbA,. powyzej celu Jezeli HbA;. powyzej celu

Kontynuacja monoterapii metforming

] 4 ] ¥ 4
inhibitor| |inhibitor SIEE
SGIT2 | | Dpp-4 | | PSM| |receptora) | TZD

Jezeli HbA;. powyzej celu

v

Rozwaz dodanie jednego, Rozwaz dodanie jednego,
a nastepnie drugiego leku innej klasy: a nastepnie drugiego leku innej klasy:

© agonista receptora GLP-1 agonista receptora GLP-1
lub inhibitor SGLT-2 inhibitor SGLT-2

o
o

o inhibitor DPP-4 o inhibitor DPP-4

o PSM o PSM

o TZD o TZD

o insulina bazowa o insulina bazowa

Jezeli HbA,. powyzej celu
+

Insulina bazowa (o ile nie zostata wczes$niej wdrozona) lub insulinoterapia ztozona
w terapii skojarzonej z lekami doustnymi lub agonistg receptora GLP-1.

Rycina 6. Schemat leczenia 0s6b z T2DM uprzednio leczonych farmakologicznie
zgodnie ze stanowiskiem PTD (2023 r.).
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Metformina — przeglad historyczny

Historia metforminy jest $cisle zwigzana z Rutwicg lekarska (tac. Galega officinalis),
Ryc. 7, a doktadnie z surowcem roslinnym, zielem, pozyskiwanym z Rutwicy lekarskiej
(fac. Herba galegae), ktore od Sredniowiecza stanowito ztoty Srodek w leczeniu standw
Wzmozonego pragnienia oraz czestego oddawania moczu, a wigc typowych objawdw po-
wszechnie znanej choroby, cukrzycy [54-57]. Herba galegae jest bogatym, naturalnym
zroédtem alkaloidow, w tym guanidyny oraz jej pochodnych o mniejszej toksycznosci,
galeginy i hydroksygaleginy [58]. W latach dwudziestych XX wieku, galegina byta
testowana u ludzi pod katem wiasciwosci hipoglikemizujacych, ale niestety po zastoso-
waniu klinicznym okazala si¢ by¢ substancja wysoce toksyczng [54-57]. Ze wzgledu na
toksyczno$¢ guanidyny, w 1922 r. dwaj irlandzcy chemicy, Werner i Bell, przeprowadzili
pionierskg syntezg czasteczki, pochodnej alkaloidu galeginowego, metforminy (Ryc. 7),
ktéra zachowuje dzialanie hipoglikemizujace zwigzku macierzystego. Jednakze przez
dhugi czas nie byta ona stosowana klinicznie, najprawdopodobniej ze wzgledu na poja-
wienie si¢ insulinoterapii w latach dwudziestych niniejszego wieku, co spowodowato

utrate zainteresowania potencjalnymi metodami leczenia cukrzycy [57].

A.

Rycina 7. A. Rutwica lekarska. B. Struktura chemiczna chlorowodorku metforminy [59].

Dopiero po dokonaniu rozréznienia cukrzycy na cukrzyce insulinowrazliwg (ang. in-
sulin-sensitive diabetes) oraz cukrzyce insulinoniewrazliwa (ang. insulin-insensitive dia-
betes), w latach pigcdziesiatych XX wieku zsyntetyzowano kolejne pochodne galeginy
0 wlasciwos$ciach obnizajacych stezenie glukozy we krwi, tj. fenforming i buforming
[60]. Z chemicznego punktu widzenia galegina to izoprenylowa pochodna guanidyny,

natomiast metformina, fenformina i buformina to biguanidy, a wiec zwigzki zawierajace
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w swojej budowie dwie sprzezone czasteczki guanidyny, z terminalnym atomem azotu
dodatkowo podstawionym kolejno nastgpujacymi ugrupowaniami: dwie grupy mety-
lowe; ugrupowanie fenyloetylowe; podstawnik n-butylowy (Ryc. 8). Biguanidy wyka-
zujg silniejsze dziatanie hipoglikemizujace w pordwnaniu ze zwigzkami zawierajagcymi

tylko jedng czasteczke guanidyny [54-57].

BIGUANID T BUFORMINA NH NH
S < TNTNT UNH
H H 2
FENFORMINA @\/\ |\||H NH METFORMINA j‘\l—' hFH
HAHJLNHQ \hf -

Rycina 8. Struktury pierwszych pochodnych biguanidu.

Przetom nastgpit w latach siedemdziesiatych, kiedy to fenformina oraz buformina zo-
stalty wycofane z rynku farmaceutycznego z powodu odnotowanych licznych przypad-
kow ciezkiej lub $miertelnej kwasicy mleczanowej, tym samym na znaczeniu zyskata
metformina [54,61]. Wprawdzie metformina niesie ze soba ryzyko wystapienia kwasicy
mleczanowej, jednakze tylko u pacjentow z zaburzeniami czynnosci nerek, u ktorych jest
przeciwskazana do zastosowania [62]. W oparciu o liczne doniesienia, w tym wyniki
badania United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS), w ktorych dowiedziono
akceptowalnego profilu ryzyka zastosowania metforminy, lek ten, oprocz uzyskania
rejestracji na terenie Europy, zostal rdGwniez dopuszczony przez amerykanska Agencje
ds. Zywnosci i Lekéw (FDA) do sprzedazy w Stanach Zjednoczonych [54,60].
Obecnie metformina jest najczesciej przepisywanym doustnym lekiem przeciwcukrzyco-
wym na $wiecie, ktory jest przyjmowany przez ponad 150 miliondw pacjentOw rocznie

[63].

Zastosowanie metforminy

Podstawowym wskazaniem rejestracyjnym metforminy jest leczenie dorostych pa-
cjentow z T2DM, zwlaszcza ze wspotistniejaca nadwaga, zarbwno w monoterapii,
jaki i w skojarzeniu z innymi lekami hipoglikemizujgcymi badz insuling. Obecnie jest to

jeden z najczgsciej zalecanych lekow przeciwcukrzycowych w leczeniu T2DM na calym
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swiecie. W Polsce metformina jest rowniez zarejestrowana w leczeniu zespotu policy-
stycznych jajnikow (PCOS) oraz w zapobieganiu T2DM w stanie przedcukrzycowym
[62]. Warto rowniez wspomnie¢, iz metformina to jedyny lek o dziataniu przeciwcukrzy-
cowym, ktory jest zalecany przez Amerykanskie Towarzystwo Diabetologiczne (ADA)

u pacjentow ze stanem przedcukrzycowym jako profilaktyka T2DM [64].

Ze wzgledu na dziatanie plejotropowe metforminy jest ona rowniez stosowana w kilku
pozarejestracyjnych wskazaniach (ang. off-label): w leczeniu zespotu metabolicznego,
T1DM oraz w GDM. Zostata ona sklasyfikowany przez FDA jako lek nalezacy do kate-
gorii B stosowania w czasie cigzy [64]. Niemniej jednak, w Polsce nie rekomenduje si¢
jej stosowania w czasie cigzy, a zmiana stylu zycia i terapia z wykorzystaniem insuliny

wcigz stanowi podstawe leczenia pacjentek z GDM [54].

Struktura oraz wlasciwosci fizvkochemiczne i farmakokinetyczne metforminy

Metformina, pochodna alkaloidu galeginowego, zawiera w swojej strukturze dwa sil-
nie zasadowe szkielety guanidyny (pKa = 12.5) potaczone wspdlnym atomem azotu.
W rusztowaniu tym dwa atomy wodoru przy atomie azotu (N1) zostaly podstawione
dwoma ugrupowaniami metylowymi (-CHs). Zatem z chemicznego punktu widzenia,
metformina, jest dimetylowa pochodng biguanidu (N,N-dimetylobiguanid) o silnych wta-
$ciwosciach zasadowych (pKa = 2.8 i 11.5) [65-67]. W praktyce farmaceutycznej met-
formina stosowana jest doustnie (tac. per 0s) w postaci soli — chlorowodorku metforminy
(chlorowodorek N,N-dimetylobiguanidu), ktory jest syntetyzowany za pomocg reakcji
addycji cyjanowej z dicyjanodiamidu i chlorku dimetyloamoniowego (Ryc. 9) w tempe-
raturze 120-140 °C w ciagu 4 godzin z wydajnoscia 69% (oczywiscie istnieje kilka pro-
cedur roéznigcych si¢ warunkami reakcji czy strategia oczyszczania, ktore sg opatento-

wane przez firmy farmaceutyczne) [56,67].
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Rycina 9. Reakcja addycji cyjanowej [68].

W roztworach wodnych, jaki i w warunkach fizjologicznych (~ 6.9-7.4) metformina
wystepuje jako monoprotonowany kation ze wzgledu na wysoka wartos¢ pKa. Ponadto
niska warto$¢ logP (logP oktanol : woda = — 2.6) wskazuje, iz metformina przejawia silne
wlasciwos$ci hydrofilowe. W zwiazku z powyzszym, ta mata, wysoce polarna czasteczka
metforminy charakteryzuje si¢ dobra rozpuszczalnos$ciag w wodzie oraz staba rozpuszczal-
noscig w thuszczach [56,69-71]. Jak powszechnie wiadomo czasteczki zdysocjowane
(zjonizowane) czy hydrofilowe przenikaja przez blony komodrkowe o wiele trudniej niz
czasteczki mate, niezdysocjowane (niezjonizowane) i lipofilne [72]. Zatem wymienione
powyze] wlasciwosci fizykochemiczne metforminy niestety ograniczaja jej dyfuzje
bierng przez btony komérkowe oraz tym samym przyczyniajg si¢ do jej powolnego i nie-
catkowitego wchtaniania z gornego odcinka jelita cienkiego. W konsekwencji skutkuje
to niecatkowitg absorpcja leku, co stanowi podstawowy element ograniczajacy osiagnie-
cie odpowiedniej dostepnosci biologicznej (tzw. biodostepnosci).
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Zgodnie z danymi zawartymi w karcie charakterystyki postaci leku [62] catkowita bio-
dostepnos¢ metforminy po podaniu per 0s postaci krotkodziatajacej w dawce 0.5-1.5 g
wynosi okolo 50-60%. Maksymalne st¢zenie metforminy osiggane jest po uplywie
ok. 2.5 godziny. Jedynie w nieznacznym stopniu metformina wigze si¢ z biatkami osocza,
dlatego tez po wchlonigciu ulega ona szybkiej dystrybucji do tkanek oraz erytrocytéw
(najprawdopodobniej jest to jej drugi kompartment dystrybucji) [63]. Cho¢ mitochondria
sg glownym celem dziatania metforminy, moze ona rowniez oddzialywac z erytrocytami,
ktore sg komoérkami krwi pozbawionymi organelli komorkowych, takich jak jadro,
mitochondria, czy rybosomy. Najprawdopodobniej metformina oddziatuje na erytrocyty
poprzez wptyw na ptynnosc¢ ich btony komorkowej [73]. Metformina nie podlega proce-
sowi biotransformacji, gdyz dotychczas nie zidentyfikowano zadnych jej metabolitow.
Stad tez brak metabolizmu w watrobie istotnie wyr6znia farmakokinetyke metforminy od
farmakokinetyki pozostatych biguanidéw. Metformina wydalana jest gtdwnie wraz z mo-
czem (przesaczanie kiebuszkowe i wydzielanie kanalikowe) W postaci niezmienionej.
Pozostata, niewchlonigta frakcja jest eliminowana W okoto 20-30% wraz z katem
[56,62,74]. Proces eliminacji wynosi ok. 6.5 godziny i jest on przedtuzony u pacjentow
z zaburzeniami czynnosci nerek, a takze bezposrednio koreluje z klirensem kreatyniny
[57,62].

Wieloletnie doswiadczenia eksperymentalne dotyczace farmakokinetyki metforminy
poparte licznymi badaniami klinicznymi, wskazuja na to, iz okoto 35-40% pacjentow
przyjmujacych powyzszy lek w monoterapii nie jest w stanie osiaggna¢ odpowiedniego
stezenia glukozy we krwi na czczo. Zgodnie z aktualng wiedza stezenie metforminy
w osoczu oscyluje w zakresie od 54 do 4133 ng/ml [75]. Ponadto u zdrowych ochotnikow
zaobserwowano znaczne roznice w wartosci klirensu nerkowego metforminy (150—
700 ml/min) [76]. Powyzsze doniesienia $wiadcza o znacznej zmiennosci w zakresie od-
powiedzi na metforming (tzw. zmienno$¢ wewnatrzosobnicza oraz mig¢dzyosobnicza).
Zmienno$¢ wewnatrzosobnicza moze by¢ spowodowana wieloma czynnikami, takimi
jak: wiek, pte¢, choroby wspotistniejace, nieodpowiednio dobrana dawka leku, czy nie-
przestrzeganie przez pacjentow zalecen lekarskich oraz interakcje metforminy z innymi
lekami lub mikrobiomem [54]. Duza zmienno$¢ migdzyosobnicza w odpowiedzi klinicz-
nej na metforming u pacjentow z T2DM stwarza rowniez potrzebe identyfikacji elemen-
tow genetycznych, ktore moga wplywac na skutecznos$¢ terapii z wykorzystaniem met-

forminy. Przeglad obszernego pismiennictwa sugeruje prawdopodobna role czynnikoéw
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genetycznych; polimorfizm az 31 gendéw ze szczegdlnym uwzglednieniem nadrodziny
genéw SLC; w odpowiedzi na leczenie metforming. Zatem nalezy doktadnie przyjrzeé
si¢ roli transporterow oraz biatek kodowanych przez rodzing genéw SLC, m.in. btono-
wym transporterom monoamin (PMAT), transporterom kationdw organicznych OCT1,
OCT2 oraz OCT3, a takze funkcji bialek ekstruzji wielolekowej i toksyn MATE1
I MATEZ2, gdyz sa one zaangazowane w procesy wchianiania, dystrybucji i wydalania
metforminy z organizmu, co w konsekwencji moze przyczynia¢ si¢ do zmienno$ci mig-

dzyosobniczej parametrow farmakokinetycznych metforminy [77].

Farmakogenetyka

Po podaniu metforminy per 0s nastepuje jej absorpcja ze Swiatla jelita, ktéra odbywa
si¢ gldwnie za posrednictwem transporteréw: PMAT, kodowanego przez gen SLC29A4,
oraz najprawdopodobniej OCT3, kodowanego przez gen SLC22A3, zlokalizowanych na
blonie podstawnej komodrek absorpcyjnych kosmkow jelitowych (tzw. enterocytow)
[63,78]. Dalszy transport metforminy z enterocytow do ptynu $rédmiazszowego prze-
biega z udziatem transportera OCT 1, kodowanego przez gen SLC22A1, umiejscowionego
na btonie podstawno-bocznej enterocytow. Poprzez swoje uczestnictwo w watrobowym
wychwycie metforminy, transportery OCT1 oraz prawdopodobnie takze transportery
OCT3, obecne w btonie podstawno-bocznej hepatocytow, odpowiadajg za jej glowny cel
dzialania — metabolizm glukozy. Za$ w nerkach, metformina jest wychwytywana z kra-
zenia do komorek nabtonka nerki przez transporter OCT2, kodowany przez gen
SLC22A2, gdzie ulega ekspresji na btonie podstawno-bocznej, a nastepnie jest wydalana
z moczem przy pomocy bialek MATEL (gen SLC47Al) i MATE2 (gen SLCA47A2),
ktore w ten sposob regulujg klirens nerkowy metforminy [63,76,78,79]. Na rycinie 10
zobrazowano transport metforminy z udziatem transporteréw oraz biatek kodowanych

przez rodzing genow SLC.
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Rycina 10. Transport metforminy z udzialem transporteréw oraz biatek kodowanych
przez rodzing genow SLC.

Zatem transportery lekow odgrywaja kluczowa rol¢ w farmakokinetyce metforminy.
Stad tez warianty genetyczne genow transportujacych leki sg stusznymi kandydatami do
przeprowadzania doglebnych badan. W swoim ostatnim przegladzie systematycznym,
oceniajacym zalezno$¢ migdzy polimorfizmami OCT1 a danymi biochemicznymi 1 kli-
nicznymi u pacjentéw przyjmujacych metforming, Mofo Mato 1 wsp. wykazali, iz nie-
ktére polimorfizmy genu SLC22A1 byly bezposrednio powigzane ze zmienng odpowie-
dzig na lek [80]. Ponadto Xiao i wsp. wykazali interakcje pomiedzy SLC47A1 (wariant
rs2289669), a SLC22A1 (wariant rs594709), ktoéra wplywata na poziom glukozy i insu-
liny, IR oraz poprawe stezenia lipidow we krwi po zastosowaniu leczenia metforming
u chinskiej populacji pacjentow [81]. Natomiast Choi i wsp. scharakteryzowali dwa nie-
synonimiczne warianty SLC47A2, ktore sa powigzane ze znacznie nizszym wychwytem
metforminy [82]. Za§ Zacharenko i wsp. dowiedli, iz warianty migdzygenowe,
tj. 1s3119309, rs7757336 i rs2481030, zlokalizowane miedzy SLC22A2 i SLC22A3,
sg istotnie zwigzane z brakiem odpowiedzi na metformine wsérod pacjentow z kohorty

europejskiej [83].
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Zgodnie z powyzszym, mozna przypuszczac, iz aktywno$¢, ekspresja oraz polimor-
fizm r6éznych wariantow w genach z nadrodziny SLC kodujacych transportery PMAT,
OCT1, OCT2, OCT3 oraz biatka MATEL i MATE2 moze mie¢ wplyw na rézne efekty
terapeutyczne uzyskane po zastosowaniu metforminy w monoterapii U pacjentow
z T2DM, dlatego tez niezbedne jest prowadzenie dalszych badan na duzych kohortach

dobrze przebadanych pacjentow.

Farmakodynamika metforminy

Pomimo ponad sze$¢dziesigcioletniego doswiadczenia klinicznego oraz przeprowa-
dzenia licznych badan, zlozone mechanizmy molekularne lezace u podstawy dziatania
metforminy nie zostaty jeszcze w pelni poznane. W $wietle zgromadzonej dotychczas
wiedzy, metformina oddziatuje z wieloma celami oraz komérkowymi szlakami sygnato-
wymi, m.in. w mig$niach, tkance tluszczowej, srédblonku naczyn, a nawet mozgu,

tym samym wywiera wptyw na liczne procesy fizjologiczne i patologiczne (Ryc. 11) [78].

Rycina 11. Korzysci kliniczne wynikajace z plejotropowego dziatania metforminy.
Objasnienia: ,,1” — zwigkszanie, ,,|” — zmniejszanie.

Zatem metformina, oprocz swojej udowodnionej skutecznosci jako srodka obnizaja-
cego stezenie glukozy we krwi, wykazuje rowniez dziatanie plejotropowe, gdyz przeja-

wia umiarkowane dziatanie przeciwzapalne, przeciwutleniajace, a takze potencjalne wta-
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sciwosci kardioprotekcyjne, czy nawet przeciwnowotworowe. W ostatnich latach met-
formina, jako obiecujacy lek o potencjalnych wilasciwosciach przeciwstarzeniowych,

stala si¢ przedmiotem zainteresowania wielu badaczy i klinicystow.

Dzialanie hipoglikemizujace

Kliniczne dziatanie hipoglikemizujace metforminy wynika przede wszystkim z jej
zdolno$ci do hamowania procesu glukoneogenezy, co w konsekwencji skutkuje zmniej-
szeniem wytwarzania glukozy w watrobie. Na rycinie 12 przedstawiono schemat dziata-
nia hipoglikemizujacego metforminy. W warunkach fizjologicznych, sprotonowana po-
sta¢ metforminy predysponuje do jej gromadzenia w ujemnie natadowanych organellach,
tj. mitochondria, w st¢zeniach nawet 1000-krotnie wyzszych niz w srodowisku pozako-
morkowym [55,84]. Zdolno$¢ do akumulacji w mitochondriach jest powszechnie uwa-

zana za glowny cel dziatania metforminy [85].

Rycina 12. Mechanizm dziatania hipoglikemizujacego metforminy.

W nastegpstwie zilustrowanych zmian nastepuje zahamowanie procesu glukoneoge-
nezy, syntezy kwasow tluszczowych, biatek i cholesterolu (procesy anaboliczne), a takze
dochodzi do nasilenia wychwytu 1 utleniania kwaséw ttuszczowych oraz wychwytu glu-

kozy i nasilenia glikolizy (procesy kataboliczne) [75,84].
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Majac na uwadze, iz IR stanowi jeden z podstawowych mechanizmoéw patogenetycz-
nych rozwoju T2DM, warto wspomnie¢, iz metformina w mniejszym stopniu dziata réw-
niez poprzez: zwigkszenie wrazliwosci tkanek obwodowych na insuling oraz ulatwienie
wychwytu i wykorzystania glukozy w tkankach obwodowych poprzez zwigkszenie zdol-
nosci transportowych wszystkich rodzajow transporterow glukozy przez btony komor-
kowe (GLUTSs, kodowanych przez SLC2A4). [62,63,86]. Ponadto metformina zmniejsza
wchianianie glukozy w Srodkowej czgsci jelita cienkiego i wykazuje zdolnos$¢ do zwigk-
szania uwalniania GLP-1 poprzez jelitowy szlak metaboliczny zalezny od AMPK
oraz wplywa na metabolizm kwasow zoétciowych i mikrobiom, co zwigksza wydzielanie

insuliny i obniza poziom glukozy w osoczu [54,62,73,84,87].

Kardioprotekcyjne wlasciwo$ci metforminy

Oprocz wiasciwosci hipoglikemizujacych metforminy, w wielu badaniach klinicznych
i eksperymentalnych wykazano rowniez jej korzystny wplyw na uktad sercowo-
naczyniowy, w tym na profilaktyke chorob serca i naczyn [88,89]. Ochronne dziatanie
metforminy na uktad sercowo-naczyniowy zostato po raz pierwszy odkryte przez brytyj-
ska grupe badawcza w ponad dziesiecioletnim, wieloosrodkowym, randomizowanym,
prospektywnym badaniu UKPDS, w ktérym wzigto udziat az 1704 pacjentow z nadwaga
oraz T2DM. Uzyskane w niniejszym badaniu wyniki dowodza, iz metformina nie tylko
znaczaco zmniejsza zgony zwigzane z cukrzyca (o 42%), ale takze zmniejsza ryzyko
zawalu migsénia sercowego (0 39%) oraz ryzyko udaru moézgu (o 41%.). Ponadto zaob-
serwowano takze 36% spadek $miertelnosci ogolnej [90]. Te niezwykle korzystne wyniKki
uzyskane w badaniu UKPDS ugruntowaty jej wiodaca pozycje wsrod lekéw hipoglike-
mizujacych stosowanych w T2DM oraz zachecity naukowcow do zbadania kardioprotek-

cyjnego mechanizmu dziatania metforminy.

Aktualny stan wiedzy dowodzi, iz mechanizm odpowiedzialny za kardioprotekcyjne
dziatanie metforminy jest ztozony i wielokierunkowy. Dane do§wiadczalne i kliniczne

sugeruja bezposredni wptyw na metabolizm, strukture oraz funkcje serca (Tab. 2) [91].
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Tabela 2. Dane do$§wiadczalne i kliniczne oceniajgce wptyw metforminy na metabolizm,
strukture oraz funkcje serca.

Rodzaj badania Obserwowany efekt po zastosowania metforminy

e hamowanie adhezji monocytéw do komorek $rodbtonka przy zmniejszo-
nym wydzielaniu cytokin prozapalnych oraz zapobieganie tworzeniu si¢
komoérek piankowatych [92],

e oslabienie apoptozy kardiomiocytow wywotanej stresem oksydacyjnym
[93],

model komérkowy ] B ) .
e znaczgce hamowanie nadekspresji transformujgcego czynnika wzrostu Bl

In vitro (TGF-B1) i czynnika wzrostu fibroblastow 2 (bFGF) [93],
e spadek poziomu czasteczek adhezyjnych: VCAM-1 i ICAM-1, indukowa-
nych przez czynnik martwicy nowotworow (TNF-A) [94],
o wzrost uwalniania tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA) [88].
¢ hamowanie apoptozy kardiomiocytoéw wywotanej stresem oksydacyjnym
i zapobieganie progresji niewydolnosci serca [95],
¢ poprawa przebudowy mig$nia sercowego poprzez zmniejszenie zwitdknie-
model zwierzecy nia, przerostu i uszkodzen miocytow wywotanych na skutek niedokrwie-
in vivo nia [96],

e poprawa czynnos$ci mi¢s$nia sercowego (zachowana frakcja wyrzutowa le-
wej komory) [97,98],

e zmniejszenie rozmiaru zawatu serca, przeciwdzialanie przerostowi oraz
apoptozie migénia sercowego [99].

e znaczgce zmniejszenie przerostu lewej komory (LVVH) oraz indeksu masy
lewej komory (LVMI) u pacjentéw z CAD, insulinoopornoscig i/lub sta-
nem przedcukrzycowym [100],
badania kliniczne e korzystny wptyw na profil lipidowy osocza, w tym obnizenie cholesterolu
catkowitego (TC), cholesterolu frakcji lipoprotein o niskiej gestosci (LDL)
i trojglicerydow (TG) oraz znaczace zmniejszenie masy ciata u pacjentow
z T2DM [101].

Przeglad literatury specjalistycznej dowodzi, iz metformina wykazuje rowniez wtasci-
wosci przeciwzakrzepowe. Chociaz mechanizm przeciwzakrzepowego dziatania metfor-
miny pozostaje nadal niewyjasniony, dostepne dowody z badan in vitro wskazujg na jej
zdolno$¢ do zmniejszania aktywacji 1 adhezji ptytek krwi oraz dziatanie przeciwagrega-
cyjne, polegajace na zmniejszaniu agregacji spontanicznej oraz indukowanej ADP
[27,102,103]. Xin i wsp. doniesli, ze metformina ma zdolno$¢ hamowania uwalniania
mtDNA (mitochondrialnego DNA), co prowadzi do hamowania aktywacji ptytek krwi
poprzez szlak zalezny od receptora lektynowego typu C (DC-SIGN) i w ten sposob za-
pobiega zakrzepicy zarowno zylnej, jak i t¢tniczej [104].

Przeglad uzyskanych wynikéw z przeprowadzonych dotychczas badan klinicznych
oceniajgcych wpltyw metforminy na uktad sercowo-naczyniowy zostal zamieszczony
w sekcji 3.2.2. w publikacji pt. ,,Is metformin a geroprotector? A peek into the current

clinical and experimental data.” (Publikacja 1).
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Modyfikacje strukturalne szkieletu metforminy

Silnie hydrofilowy charakter metforminy utrudnia jej zdolno$¢ do przenikania przez
btony komoérkowe na drodze dyfuzji biernej, co prowadzi do jej powolnego wchtaniania,
a wigc stanowi element ograniczajacy jej biodostepnos¢ po podaniu doustnym.
Ponadto istnieje duza zmienno$¢ mi¢dzy- i wewnatrzosobnicza w odpowiedzi klinicznej
na metforming. Obecnie dostepnych jest kilka doniesien na temat modyfikacji struktural-
nych metforminy (pochodne, proleki) przeprowadzonych w celu poprawy jej parametrow
fizykochemicznych oraz farmakokinetycznych. Huttunen i wsp. zsyntetyzowali szereg
prolekéw metforminy zawierajacych w swojej budowie ugrupowanie tioalkilowe
(RSNR1R2) [105,106]. Ze wzglgdu na lepsza przenikalno$¢ przez btony komorkowe,
tioalkilowe proleki metforminy szybko gromadzg si¢ w erytrocytach, gdzie nast¢pnie sg
biokonwertowane przez endogenne tiole (RSH), tj. zredukowany glutation (GSH),
do leku macierzystego, metforminy, a nast¢gpnie w sposob ilo§ciowy uwalniaja metfor-
ming do osocza. Zastosowanie niniejszej strategii prolekowej znacznie zwigkszyto wchia-
nianie i biodostgpnos¢ leku macierzystego [105-107] oraz wydtuzyto biologiczny okres

pottrwania metforminy po podaniu doustnym u szczuréw [106].

Modyfikacja strukturalna ugrupowania umiejscowionego przy atomie siarki pozwala
na popraw¢ wlasciwosci fizykochemicznych tioalkilowego proleku metforminy,
np. poprzez dodanie grup polarnych mozna zwigkszy¢ jego rozpuszczalnos¢ w wodzie,
natomiast przez wydtuzenie lub rozgatg¢zienie tancucha alkilowego mozna poprawic jego
lipofilowo$¢. Zgodnie z powyzszym, Huttunen 1 wsp. zsyntetyzowali tioalkilowy prolek
metforminy zawierajacy w swojej strukturze podstawnik oktylowy. Modyfikacja ta po-
zwolita uzyskac czasteczke o znacznej lipofilowosci, a tym samym zwigkszonej przeni-
kalno$ci w monowarstwie komorek gruczolakoraka ludzkiego nabtonka jelita grubego

(Caco-2), ktory stanowi dobry model do oceny wchtaniania potencjalnego leku w warun-
kach in vitro [107].

Dalsze prace eksperymentalne zespotu doktor Kristiiny Huttunen doprowadzity do
uzyskania zwigzkow zawierajacych w swojej strukturze ugrupowanie sulfonamidowe
(RSO2NR1R2), ktore staty si¢ obiecujgcymi kandydatami [108]. W warunkach in vitro
zsyntetyzowany prolek o-nitro-p-trifluorometylosulfonamidowy ulegat bioaktywacji
przez S-transferazg glutationowg (GST) w ludzkich oraz szczurzych frakcjach subkomor-

kowych watroby. Natomiast dwie pozostale czgsteczki, tj. 0-nitrobenzenosulfonamid
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oraz p-nitrobenzenosulfonamid, byty stabilne enzymatycznie, co czyni je pochodnymi,

a nie prolekami [89].

Ostatnie doniesienia zespotu pod kierownictwem pani dr hab. Markowicz-Piaseckiej
wskazuja na bezposredni zwigzek miedzy strukturalng modyfikacjg szkieletu metforminy
w sulfonamidy, takie jak nitrobenzenosulfonamidy, fluorowcowane benzenosulfona-
midy, alkilosulfonamidy, a mozliwoscia otrzymania potencjalnych zwigzkéw o silniej-
szych wiasciwosciach przeciwzakrzepowych niz lek macierzysty, metformina [89,109,
110]. Nowe sulfonamidowe pochodne metforminy korzystnie wptywaja na hemostaze

osoczowg, w tym tworzenie skrzepu, jego stabilizacj¢, fibrynolize, a takze aktywno$¢

ptytek krwi [108].

Ponadto Xin i wsp. dowiedli, iz wprowadzenie grupy sulfonamidowej do pochodne;j
biguanidu moze hamowac tworzenie skrzepu poprzez zmniejszenie agregacji ptytek krwi,
adhezji i retrakcji skrzepu. Ich nowo zsyntetyzowana N-trifluorometanosulfonylowa
pochodna biguanidu utrudnia aktywacj¢ integryny GPIIb/I1la i ekspresje biatka transbto-
nowego typu 1 (CD62P) [111].

W chemii medycznej ugrupowanie sulfonamidowe stanowi uprzywilejowany, czesto
powtarzajacy si¢ motyw strukturalny, ze wzgledu na szerokie spektrum dziatania farma-
kologicznego sulfonamidéw. Od wielu lat znajduja one zastosowanie kliniczne w rdoz-
nych jednostkach chorobowych, tj. infekcje bakteryjne, wirusowe, czy grzybicze;
cukrzyca (np. gliklazyd, glipizyd, glibenklamid, glikwidon czy glimepiryd);
hipercholesterolemia (rozuwastatyna); nadcisnienie (np. tiazydy, furosemid, indapamid,
chlortalidon); stany zapalne (nimesulid, celekoksyb); psychoza (sulpiryd); jaskra (aceta-
zolamid, dorzolamid i brynzolamid); padaczka (zonisamid, topiramat); a nawet rak
(np. SLC-0111, lek o dziataniu przeciwnowotworowym, ktory jest obecnie w Il fazie
badan klinicznych). Stad tez liczne czgsteczki oparte na strukturze sulfonamidu sg obec-
nie powszechnie stosowane do projektowania i opracowywania nowych potencjalnych
zwigzkow leczniczych, o lepszej skutecznosci 1 mniejszej toksyczno$ci. Zgodnie z prze-
gladem literaturowym, sulfonamidy z powodu szerokiego zakresu bioaktywnosci,
réwniez cieszg si¢ szczegdlnym zainteresowaniem w Kierunku zmiany ich przeznaczenia
terapeutycznego [108,111-113]. Zatem zastosowanie chemicznej modyfikacji struktural-
nej metforminy z wykorzystaniem sulfonamidow zawierajacych dodatkowe ugrupowania

moze by¢ niezmiernie wazne w celu pozyskania potencjalnych lekow o korzystnych
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wlasciwosciach obnizajacych poziom glukozy i wysoce pozadanej aktywnos$ci antykoa-

gulacyjnej.
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Repozycjonowanie lekow

Konwencjonalne odkrywanie i opracowywanie lekéw jest zmudnym oraz niezwykle
czasochtonnym procesem, ktéry obarczony jest duzymi kosztami badan i rozwoju (R&D)
oraz bardzo wysokim ryzykiem niepowodzenia. Z powszechnie dostgpnych raportow
wynika, iz przecietny koszt catkowity odkrywania i opracowywania lekow de novo oscy-
luje w granicach 2-3 miliardow dolaréw. Natomiast catkowity proces opracowywania
nowej czasteczki leczniczej zajmuje od 10 do 16 lat [114,115]. Przeglad literatury nau-
kowej dowodzi, iz jedynie jedna czasteczka sposrod tysigca kandydatow na potencjalny
srodek leczniczy o potwierdzonej skutecznosci w badaniach przedklinicznych przechodzi
do I fazy badan klinicznych. Natomiast sposrod lekow zakwalifikowanych do | fazy ba-
dan klinicznych tylko 10% zostaje wdrozonych na rynek farmaceutyczny [114-116].
Firmy farmaceutyczne oraz naukowcy z sektora publicznego, majac na uwadze pilng po-
trzebe opracowywania nowych lekow oraz wszystkie powyzsze aspekty; poszukuja no-

wych, alternatywnych metod odkrywania lekow.

W rozwijajacej si¢ dziedzinie polifarmakologii repozycjonowanie lekow stalo sie
alternatywa dla opracowywania lekow de novo. Podejécie polegajace na zmianie prze-
Znaczenia leku umozliwia odkrywanie nowych celéow biologicznych poza zakresem pier-
wotnego wskazania terapeutycznego dla czasteczek eksperymentalnych oraz lekow
zatwierdzonych, badanych, wycofanych czy wyeliminowanych w trakcie badan klinicz-
nych. W literaturze fachowej dla strategii okreslanej mianem ,,repozycjonowania lekow”
spotykane sa réwniez pojecia stosowane zamiennie, tj. ,,przekierowywanie lekéw”
lub ,,znajdowanie nowych zastosowan dla starych lekéw” (ang. drug repurposing,
drug re-profiling, drug re-tasking, drug repositioning). Repozycjonowanie lekow jest
bardzo owocng $ciezkg umozliwiajgcg pozyskiwanie lekéw o nowych wskazaniach tera-
peutycznych, ktora pozwala na skrocenie czasu, jak i ograniczenie kosztow zwigzanych
z badaniami wstepnymi, a wigc opracowywaniem nowych receptur, optymalizacjg che-
miczng, przesiewowa analizg in vitro oraz in vivo, badaniami toksykologicznymi czy kli-
nicznymi. Leki o zmienionym przeznaczeniu sg zazwyczaj zatwierdzane w ciggu 3-12 lat,
za$ ich catkowity koszt jest az o potowe mniejszy (Ryc. 13) [114-116]. Podejscie zmiany
przeznaczenia leku jest takze zwigzane z wyzszym wskaznikiem powodzenia w procesie
zatwierdzania leku przez organy regulacyjne ds. lekow w porownaniu z czgsteczkami
leczniczymi opracowanymi de novo. Wynika to z dostepnosci juz wczesniej zatwierdzo-

nych, przez organ regulacyjny ds. lekéw, danych dotyczacych dawki oraz narazenia
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(poprzednie badania przedkliniczne oraz I-1Ib faza badan klinicznych), czy profilu bez-
pieczenstwa (toksykologia przedkliniczna i III faza badan klinicznych zatwierdzonego
leku) [117]. Istniejg dwie glowne strategie zmiany przeznaczenia leku: on-target —
cel biologiczny leku jest ten sam, ale choroba jest inna, oraz off-target — zarowno cel,

jak i wskazania medyczne sg nowe [114].

Rycina 13. Porownanie procesu odkrywania i opracowywania lekow de novo ze
strategig repozycjonowania [114].

Zmiana przeznaczenia lekéw w poszukiwaniu nowych substancji leczniczych zyskata
ogromne zainteresowanie w ostatnich latach ze wzgledu na globalne zagrozenie zwigzane
z pandemig COVID-19 (ang. coronavirus disease 2019), wywotang przez wirus SARS-
CoV-2, ktore wymagato pilnego opracowania skutecznego leku. W ciagu szeéciu mie-
sigcy od wybuchu pandemii, Komisja Europejska (KE), bazujac na pozytywnej opinii
wydanej przez Europejska Agencje Lekow (EMA) przyznata warunkowe pozwolenie na
dopuszczenie do obrotu analogu nukleozydu, remdesiviru, do leczenia COVID-19
[117,118]. Za$ pierwotnie remdesivir zostal opracowany do leczenia goraczki krwotocz-
nej.

Niniejsza strategia koncentruje si¢ na wirtualnym przeszukiwaniu bibliotek lekow
w celu poszukiwania podobienstw w efekcie oraz sposobie dziatania czgsteczek, a takze
w kierunku ujawnienia nowych celow, m.in. badanie powigzan miedzy strukturg che-
miczng leku a dzialaniem niepozadanym, czy zaleznos$ci migdzy lekami a chorobami.
Zatem repozycjonowanie lekow nie tylko dostarcza dane charakteryzujace cele i fenotypy

chorob, czy profile lekow, ale pozwala uzyskac cate mapy szlakow [116,118].

47



Uzasadnienie podjetej tematyki badawczej

Metody obliczeniowe, tzw. zmiana przeznaczenia lekow in silico (komputerowe repo-
zycjonowanie) sa takze powszechnie stosowane do repozycjonowania lekow [119].
Ponadto generowanie oraz walidacje hipotez dotyczacych repozycjonowania lekow ofe-
ruje rowniez elektroniczna dokumentacja medyczna (EHRs) powigzana z prowadzeniem

nadzoru nad bezpieczenstwem farmakoterapii (ang. pharmacovigilance) [120].

Obserwacje kliniczne lekarzy sg rowniez waznym elementem podej$cia ukierunkowa-
nego na zmiang przeznaczenia. Zdarza si¢, ze lek moze takze wywiera¢ zaskakujace dzia-
fanie farmakologiczne, ktore pierwotnie nie bylo zamierzone. Modelowym przyktadem
jest minoksydyl, lek opracowany w latach pie¢dziesiatych XX wieku przez firme Upjohn,
ktory miat znalez¢ zastosowanie w leczeniu wrzodow zotadka i dwunastnicy. Jednakze
zsyntetyzowana czasteczka wykazywata efekt silnie rozszerzajacy naczynia krwionosne.
Poczatkowo minoksydyl zostat zatwierdzony przez FDA w leczeniu cigzkich postaci nad-
ci$nienia t¢tniczego, ale ze wzgledu na liczne dziatania niepozadane powyzsze wskazanie
rejestracyjne zostalo usunigte. Nieoczekiwanym efektem farmakologicznym byla kli-
niczna odpowiedz minoksydylu w przypadku pacjentéw borykajacych si¢ z tysieniem
androgenowym. Lek ten poczatkowo byt przepisywany przez lekarzy off-label, a nastep-
nie w 1986 r. zostat zatwierdzony przez FDA do stosowania w powyzszej jednostce cho-

robowej [121].
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Politerapia a leki o wielu celach

Nieustanny postep w dziedzinie biochemii, biologii molekularnej oraz genetyki po-
zwala naukowcom identyfikowa¢ nowe cele molekularne odgrywajace kluczowa role
w mechanizmach lezacych u podstawy danej choroby. Wraz z sekwencjonowaniem ludz-
kiego genomu oraz licznymi pracami nad genomem liczba celow molekularnych wcigz
wzrasta [122]. W przemysle farmaceutycznym konwencjonalne strategie odkrywania le-
kéw bazuja na podejsciu: ,,jeden lek < jeden cel <> jedna choroba”. Dzigki niniejszym
strategiom opracowano wiele lekow dziatajacych na okres$lone cele biologiczne oraz zi-
dentyfikowano molekularne mechanizmy interakcji lek—cel. Jednakze podejscia te nie

doceniaja ztozonosci szlakow chorobowych [123].

Politerapia (tj. terapia skojarzona, ang. polytherapy) daje optymalne korzysci kliniczne
W leczeniu wieloczynnikowych chordb przewlektych, tj. dwéch lub wiecej przewlektych
schorzen, ale niestety stwarza takze wysokie ryzyko klinicznie istotnych interakcji lek—
lek i lek—pozywienie, dziatah niepozadanych, toksycznosci i polipragmazji. W celu
zwigkszenia efektu terapeutycznego oraz poprawy stosowania si¢ do zalecen lekarskich
przez pacjentow, na rynek farmaceutyczny wprowadzono preparaty ztozone, ktére zawie-
raja odpowiednio dobrane dawki dwoch lub wigcej substancji farmakologicznie czyn-
nych. Wsrod najczesciej stosowanych preparatow zlozonych znajduja si¢ kombinacje le-

kow hipoglikemizujacych, hipotensyjnych i hipolipemizujacych [26,124].

Zastosowanie strategii ukierunkowanej na wiele celow, w ktorych pojedyncza cza-
steczka selektywnie moduluje rozne cele molekularne jednego, unikalnego szlaku choro-
bowego lub wielu szlakow chorobowych, stanowi obiecujacg alternatywe dla terapii sko-
jarzonej. Zatem podejscie wielocelowe moze zapewnic¢ lepszg skutecznos$¢ i bezpieczen-
stwo w poréwnaniu z lekami jednocelowymi. Leki multimodalne tgczg rozne podjed-
nostki strukturalne w jednym rusztowaniu, umozliwiajac w ten sposob identyfikacje mo-
lekularng za pomoca wiecej niz jednego bioreceptora [124-128]. Majac na uwadze
znaczny odsetek pacjentow chorych na cukrzyce o wysokim ryzyku sercowo-naczynio-
wym, punktem przelomowym bytoby opracowanie leku multimodalnego, ktéry zarowno
obniza poziom glukozy we krwi, jak 1 wykazuje dziatanie przeciwzakrzepowe, co jest
niezwykle pozadane w leczeniu oraz przeciwdzialaniu powiktaniom wspotistniejacym

Z niniejszg jednostka chorobowa [126-128].
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Realizacja celu naukowego

Cele naukowe rozprawy doktorskiej

Na przestrzeni ostatniej dekady, metformina, stala si¢ obiecujacym kandydatem
W strategii repozycjonowania lekow, ze wzgledu na jej dobry profil bezpieczenstwa,
dhugotrwate stosowanie u ludzi oraz wiele cennych wlasciwosci, szczegotowo opisanych
we wstepie niniejszej dysertacji, obejmujacych jej wielokierunkowy wptyw na glikemig
oraz plejotropowy mechanizm dziatania, w tym korzystny wptyw na profil lipidowy oso-
cza, zwigkszenie aktywnosci fibrynolitycznej 0s0cza oraz redukcje stresu oksydacyjnego;
a takze jej ochronny wplyw na uktad sercowo-naczyniowy. Wszystkie omoéwione powy-
zej wielokierunkowe wilasciwosci farmakologiczne metforminy uzasadniajg jej wiodaca
pozycje w leczeniu pacjentow z T2DM, a takze otwieraja nowe mozliwos$ci zastosowania

tej wyjatkowej czasteczki w profilaktyce i leczeniu wielu ztozonych jednostek chorobo-
wych.

Jednakze mimo wielu zalet, metformina, ze wzglgdu na swa budowe chemiczna i silnie
hydrofilowy charakter, wykazuje niekorzystne wiasciwosci farmakokinetyczne, m.in. re-
latywnie wolne i niecatkowite wchianianie z przewodu pokarmowego, co w konsekwen-
cji przejawia si¢ umiarkowang biodostepnos$cia oraz znacznymi roznicami mi¢dzyosob-
niczymi i wewnatrzosobniczymi w odpowiedzi klinicznej na lek. W celu poprawy profilu
farmakokinetycznego i fizykochemicznego macierzystego leku w University of Eastern
Finland zsyntetyzowano szereg analogow metforminy. Obiecujacymi kandydatami oka-

zaly sie pochodne sulfonamidowe.

Wobec powyzszego, przedmiotem przedstawionego jednotematycznego zbioru publi-
kacji naukowych, stanowigcych podstawe niniejszego osiagnigcia, byto przeprowadzenie
badan przesiewowych 14 nowych, nieopisanych dotychczas w literaturze pochodnych
metforminy o budowie sulfonamidowej. Struktury chemiczne analizowanych zwigzkoéw
zostaly przedstawione w Tabeli 3. Badania realizowane w ramach niniejszej rozprawy

doktorskiej mozna podzieli¢ na cztery etapy:

ETAP 1. Szczegotowa analiza potencjatu terapeutycznego metforminy jako s$rodka
przeciwstarzeniowego wraz z uwzglgdnieniem molekularnych mechanizméw
dziatania metforminy w kontekscie jej potencjalnego wykorzystania jako leku
0 wielokierunkowym dziataniu (Publikacja I).

ETAP 2. Ocena aktywnosci biologicznej nowych sulfonamidowych analogéw metfor-

miny (Publikacja 11 i I11).
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Realizacja celu naukowego

ETAP 3. Badania biozgodnosci nowych pochodnych metforminy w modelu ludzkich

erytrocytow (tzw. erytrotoksyczno$¢) (Publikacja 111).

ETAP 4. Ustalenie zaleznosci pomi¢dzy budowg a aktywnoscia biologiczng badanych

pochodnych (Publikacja Il i I11). Podsumowanie wynikow uzyskanych

w przeprowadzonych badaniach naukowych.

Szczegdlowe cele badawcze obejmowaly:

52

ETAP 2.

Ocena wptywu nowych pochodnych metforminy na Zywotnos$¢, integralno$¢ oraz
morfologi¢ ludzkich komorek §rodbtonka zyty pepowinowej (HUVEC) oraz ludz-
kich komorek miegsni gladkich aorty (A0SMC) z wykorzystaniem eksperymental-
nych modeli uktadu naczyniowego in vitro. Badania te przeprowadzono za pomoca
testu WST-1 oraz przy uzyciu systemu XCelligence RTCA-DP, co moze dostarczy¢
informacji na temat potencjalnej cytotoksycznosci badanych zwigzkow (Publika-
cjallilll).

Ocena wplywu nowych pochodnych metforminy na zdolno$¢ wykorzystania glukozy
w komorkach HUVEC (tzw. test utylizacji glukozy) (Publikacja 11 i 111).

Ocena wpltywu nowych pochodnych metforminy na migracje komorek
HUVEC (ang. Endothelial Cell Migration) z wykorzystaniem systemu Juli™Stage.
Zdolno$¢ do modulacji metabolizmu komorek $rodblonka naczyniowego odgrywa
bardzo wazng role w kontroli inicjacji i progresji miazdzycy (Publikacja I1).

Ocena wptywu nowych pochodnych metforminy na uwalnianie t-PA z komorek
HUVEC, odpowiedzialnego za aktywacje plazminy (Publikacja I1).

Ocena wptywu nowych pochodnych metforminy na potencjat btony mitochondrial-
nej (AYM), gdyz akumulacja w mitochondriach stanowi gtéwny subkomoérkowy cel
dziatania metforminy (Publikacja I11).

Ocena wptywu nowych pochodnych metforminy na zewnatrzpochodny (czas pro-
trombinowy, PT) i wewnatrzpochodny (czas czgsciowej tromboplastyny po aktywa-
cji, APTT) szlak krzepnigcia z wykorzystaniem rutynowych metod laboratoryjnych
(Publikacja I1i I11).

Ocena wptywu nowych pochodnych metforminy na proces polimeryzacji fibryny

(czas trombinowy, TT) (Publikacja 11 i I11).



10.

11.

12.

Realizacja celu naukowego

Ocena wptywu nowych pochodnych metforminy na aktywnos¢ jednego z naturalnie
obecnych w osoczu antykoagulantow — antytrombiny 111 (AT) (Publikacja 111 111).
Ocena wplywu nowych pochodnych metforminy na aktywnos¢ czynnika X (Publi-
kacja I1i 111).

Ocena wptywu nowych pochodnych metforminy na ogélny potencjal tworzenia
skrzepu, jego stabilizacji i fibrynolizy, z uwzglgdnieniem parametrow kinetycznych
wyzej wymienionych proceséw (Publikacja 111 111).

Ocena wptywu nowych pochodnych metforminy na proces krzepnigcia po generacji
endogennej trombiny (Publikacja Il i 111).

Ocena wplywu nowych pochodnych metforminy na aktywnos¢ jednego z dwodch
gtownych enzymoéw biorgcych udzial w hemostazie osoczowej — trombiny (Publi-

kacja I11).

ETAP 3.

Ocena wptywu nowych pochodnych metforminy na hemolizg krwinek czerwonych,
poniewaz hemozgodnos$¢ jest podstawowym kryterium ograniczajacym przydatnos¢
kliniczng nowych potencjalnych substancji leczniczych (Publikacja I11).

Ocena wptywu nowych pochodnych na morfologi¢ erytrocytow (Publikacja I11).

ETAP 4.

Podsumowanie wynikoéw badan naukowych, osiagnigtych w ramach realizacji niniej-
szej dysertacji, poprzez ustalenie zaleznosci pomiedzy budowa chemiczng nowych
sulfonamidowych analogow metforminy a ich aktywnoscig biologiczna, ze szczeg6l-
nym uwzglednieniem wtasciwos$ci antykoagulacyjnych i cytotoksycznosci w mode-

lach hodowli komorek in vitro.
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Realizacja celu naukowego

Tabela 3. Struktura chemiczna analizowanych pochodnych biguanidu: metforminy oraz
jej sulfonamidowych analogoéw 1-14.

Metformina
NH NH,
—
N7 N NH,
I
Zwiazek 1 Zwigzek 8
NH NH, \\/O NH NHQO\\/O
NN SNTONTNT
CN
Zwiazek 2 Zwiazek 9
NH NH, \Vp J\ﬂ-l NH, \\/o
SN S eSS N -5 o
T SN
Zwigzek 3 Zwigzek 10
NH NH, 2.0 NH NHZC\)\/Q
SNTONT N’S\O SNTONT N \©\
\ H \ H
O/
Zwigzek 4 Zwigzek 11
NH NH;Q 0 NH NH,0 0
— S F _ %
\l\‘l N H \'fF \l\‘l)LN H/ \©/N02
Zwiazek S Zwigzek 12
NH NH,00

Zwigzek 6 Zwigzek 13

NH NH;00 CN NH NH,0 0
N NP \NXN/ S NH,
a Alae
Zwiazek 7 Zwigzek 14

NH NH,Q 0 NH NH,0 0

Wszystkie czasteczki zaprezentowane w powyzszej tabeli zostaly zaprojektowane

oraz zsyntetyzowane przez zespot pod przewodnictwem dr Kristiiny Huttunen w Univer-
sity of Eastern Finland (Kuopio, Finlandia).
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ETAP 1. Szczeg6lowa analiza potencjatu terapeutycznego metforminy jako $§rodka przeciwstarzeniowego wraz z uwzglednieniem ;
5 molekularnych mechanizméw dzialania metforminy w kontekscie jej potenqa]nego wykorzystania jako leku 5
; o wielokierunkowym dziataniu (Publikacja I). :
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Rycina 14A. Szczegotowy schemat badan zrealizowanych w ramach pracy doktorskiej (etapy I-11).
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Cze$¢ doswiadczalna

Czes¢ eksperymentalna

Material badawczy

1. Material biologiczny wykorzystany do podstawowych badan koagulologicznych

oraz badan erytrotoksycznoS$ci

Wszystkie eksperymenty przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej
Z wykorzystaniem materialu biologicznego (osocze, erytrocyty) zostaly zatwierdzone
przez Komisj¢ Bioetyczng przy Uniwersytecie Medycznym w Lodzi (nr zgody:
RNN/105/20/KE).

Ogolna procedura przygotowania materialu biologicznego do badan przesiewowych
uktadu krzepnigcia i testu lizy krwinek czerwonych zostata zamieszczona w Publika-

cji Il oraz w Publikacji 111 i materiatach uzupetiajacych do Publikacji 111.
2. Hodowle komoérkowe (HUVEC i AoSMC)

Komoérki HUVEC i AoSMC hodowano zgodnie z wytycznymi producenta (odpowied-
nio Lonza oraz ScienCell Research Laboratories) w temperaturze 37 °C, w inkubatorze
HeLa Cell. Podziaty hodowli (tzw. pasazowanie komorek) przeprowadzano, gdy w na-
czyniach hodowlanych osiaggni¢to 80% konfluencji. W doswiadczeniach wykorzystano

komorki pochodzace maksymalnie z 4 pasazy.

Metody badawcze wykorzystane w pracy doktorskiej

Doktadna charakterystyka procedur badawczych, przygotowania probek oraz szcze-
gotowy opis aparatury i wszystkich odczynnikow uzytych w niniejszych badaniach zostat
przedstawiony w artykutach naukowych (Publikacja 11, Publikacja I11 oraz materiaty

uzupehiajagce do Publikacji 111), ktore stanowig podstawe rozprawy doktorskie;j.
1. Test zywotnosci oraz badanie morfologiczne komérek pierwotnych

Wplyw analizowanych zwigzkow na wzrost komorek liniit HUVEC 1 AoSMC oce-
niono za pomoca testu kolorymetrycznego WST-1. Badanie to opiera si¢ na redukc;ji ja-
snozoéttej soli tetrazolowej (WST-1) do ciemnozoéttego formazanu w reakcji katalizowa-
nej przez dehydrogenaze mitochondrialng w dzielagcych si¢ komoérkach (komoérkach zy-
wych). Pomiar ilo$ci powstatego formazanu przeprowadzono metoda spektrofotome-

tryczng.
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Cze$¢ doswiadczalna

Analiz¢ mikroskopowa komérek HUVEC i1 AoSMC wykonano przy uzyciu mikro-
skopu $wietlnego z kontrastem fazowym (powigkszenie 100x) oraz dedykowanego opro-

gramowania OptaView 7.
2. Badania integralnosci komorek HUVEC

W celu przeprowadzenia oceny wplywu sulfonamidowych pochodnych metforminy
na integralno$¢ oraz funkcje barierowe komoérek HUVEC zastosowano ciagly system
analizy komorek w czasie rzeczywistym RTCA-DP (XCelligence, Roche). System ten
bazuje na procesie elektronicznej detekcji oraz analizie dynamicznych zmian zachodza-
cych we wlasciwos$ciach barierowych monowarstwy komorek srodbtonka naczyniowego.
Zatem metoda ta opiera si¢ na pomiarze impedancji elektronicznej w czasie rzeczywi-

stym, wyrazonej jako bezwymiarowy parametr, tzw. indeks komoérkowy (CI).
3. Test utylizacji glukozy

Wplyw testowanych czasteczek na wewnatrzkomorkowy wychwyt glukozy w ho-
dowli komérek HUVEC zbadano za pomocg analogu deoksyglukozy, 2-NBDG. W me-
todzie tej marker fluorescencyjny 2-NBDG zostat wykorzystany jako sonda do wykry-
wania glukozy pobranej przez hodowane komorki za posrednictwem transporterow glu-
kozy. Fluorescencja generowana przez 2-NBDG jest proporcjonalna do wychwytu glu-
kozy przez komérki HUVEC.

4. Monitorowanie migracji komorek HUVEC

W celu zbadania wptywu nowych sulfonamidowych analogéw metforminy na zdol-
nos$¢ migracji komoérek HUVEC przeprowadzono test in vitro zarastania rysy (ang. wo-
und-healing assay) przy uzyciu systemu JuLI™ Stage. System ten jest tzw. rejestratorem
komorek w czasie rzeczywistym, ktory umozliwia obrazowanie i analiz¢ zywych komo-
rek. Zasada tej metody polega na mechanicznym wykonaniu zadrapania w warstwie ko-
morek HUVEC w hodowli in vitro za pomoca dostarczonego przez producenta drapaka
w celu utworzenia szczeliny przypominajacej naciecie. Komorki HUVEC monitorowano
co 30 minut w ciaggu 24-godzinnej inkubacji. Wyniki odczytano w punkcie startowym
(To) oraz po 6, 12, 18 i 24 godzinach inkubacji. Analiz¢ uzyskanych obrazéw migracji
komorek oraz pomiary szerokos$ci obszaru zarysowania wykonano za pomoca dedyko-

wanego oprogramowania (NanoEntek).
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5. Uwalnianie t-PA z komorek HUVEC

Do ilo$ciowej oceny uwalniania tkankowego aktywatora plazminogenu w supernatan-
tach hodowli komdrkowej HUVEC uzyto immunoenzymatyczny test ELISA. Niniejsza
metoda opiera si¢ na wykorzystaniu detekcyjnego biotynylowanego przeciwciata mono-
klonalnego swoistego dla t-PA, ktore wigze kompleksy t-PA lub t-PA/PAI-1 na dnie stu-
dzienki. Podczas prowadzenia eksperymentu dodano takze koniugat streptawidyna-
peroksydaza, ktory umozliwia pomiar powstatych kompleksow z t-PA. Aby przeprowa-
dzi¢ wizualizacje reakcji enzymatycznej, w metodzie tej zastosowano substrat chromo-
genny TMB. Pomiar iloSciowy barwnego produktu przeprowadzono metoda spektrofoto-

metryczng.
6. Badanie potencjalu blony mitochondrialnej JC-1

Wplyw badanych zwiazkéw na potencjal btony mitochondrialnej (AYM) komorek
HUVEC oceniono metoda cytometrii przeptywowej przy uzyciu barwnika cytofluoryme-
trycznego (tzw. sonda fluorescencyjna) JC-1, ktory wnika do mitochondriéw i zmienia
swoje wilasciwosci fluorescencyjne na skutek agregacji. Poziom agregacji odczynnika
JC-1 w mitochondriach odzwierciedla zmiany zachodzace w wartosci AYM, co zdefinio-
wano jako stosunek $redniej intensywnosci fluorescencji czerwonej (J-agregaty) do zie-
lonej (monomery). Wyzszy stosunek czerwonej do zielonej fluorescencji wskazuje na

wiekszg polaryzacj¢ blony mitochondrialne;.
7. Podstawowe parametry koagulologiczne

W ramach poszukiwania aktywnos$ci przeciwzakrzepowej nowych analogéw metfor-
miny przeprowadzono pomiar czasu APTT, PT oraz TT w ludzkim osoczu za pomoca

rutynowych metod laboratoryjnych z wykorzystaniem koagulometru Coag Chrom 3003.
8. Aktywnos$¢ AT

Aktywnos$¢ AT w ludzkim osoczu pod wptywem dziatania sulfonamidowych pochod-
nych metforminy zostala oszacowana spektrofotometrycznie przy uzyciu diagnostyczne;j
metody laboratoryjnej. We wspomnianej metodzie osocze poddano inkubacji z badanymi
zwigzkami, natomiast trombine¢ inkubowano z nadmiarem heparyny (60 sekund). Po do-
daniu chromogennego substratu do badanej probki nastgpito uwolnienie p-nitroaniliny

(pPNA) w ilosci proporcjonalnej do poziomu AT.
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9. Aktywno$¢ czynnika X

Aktywnos¢ czynnika X oceniono za pomocg rutynowej optycznej metody analizy in-
strumentalnej, kolorymetrii. W niniejszej metodzie ilo§¢ uwolnionej pNA ze specyficz-
nego substratu czynnika Xa mierzona jest spektrofotometrycznie. Aktywnos$¢ enzyma-
tyczna czynnika X jest wprost proporcjonalna do zmiany absorbancji pNA przy dtugosci
fali A = 405 nm.

10. Test tworzenia skrzepu i fibrynolizy (CL-test)

Wplyw poszczegoélnych zwigzkoéw na ogdlny potencjal hemostazy przeanalizowano
za pomocg metody turbidymetrycznej przy uzyciu wieloparametrycznego modelu,
CL-test. Proces tworzenia skrzepu, jego stabilizacji oraz lizy zostat doktadnie przeanali-
zowany poprzez ciagle rejestrowanie zmian transmitancji w czasie. Odczyt krzywych
tworzenia skrzepu i fibrynolizy przeprowadzono przy dtugosci fali A = 405 nm, stosujac
spektrofotometr Cecil CE 2021 z termostatowanym obiegiem wody (37 °C) i mieszadlem

magnetycznym oraz z zastosowaniem dedykowanego oprogramowania [129].
11. Test krzepnie¢cia po generacji endogennej trombiny

Ocena potencjatu krzepnigcia rOwniez zostata przeprowadzona za pomocg metody tur-
bidymetrycznej. Proces tworzenia skrzepu przeanalizowano poprzez ciagly odczyt zmian
transmitancji w czasie. Krzywe tworzenia skrzepu uzyskano przy diugosci fali
A = 405 nm, stosujac spektrofotometr Cecil CE 2021 z termostatowanym obiegiem wody

(37 °C) oraz przy uzyciu dedykowanego oprogramowania [129].
12. Pomiar aktywnoS$ci amidolitycznej trombiny

Dostepno$¢ centrum katalitycznego proteazy serynowej okreslono za pomocg metody
spektrofotometrycznej dodajac bezbarwng substancj¢ chromogenng D-Phe-Pip-Arg-
pNA, ktora zmienia swoj kolor na zotty na skutek hydrolizy wigzania peptydowego
| przeksztalcenia substratu w pPNA. Absorbancje badanych probek mierzono spektrofoto-
metrycznie (spektrofotometr Cecil CE 2021) oraz z wykorzystaniem dedykowanego
oprogramowania [129].

13. Test lizy krwinek czerwonych oraz badanie morfologii erytrocytow

Biozgodnos$¢ nowych sulfonamidowych pochodnych wzgledem krwinek czerwonych
oceniona zostata poprzez hemolizg erytrocytow oraz ocen¢ mikroskopowa ich morfolo-

gii. Za pomoca metody spektrofotometrycznej zmierzono ilo§¢ hemoglobiny uwolnionej
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z erytrocytow pod wplywem dziatania badanych zwiazkow po 1-godzinnej oraz 24-go-
dzinnej inkubacji. Analiz¢ mikroskopowa erytrocytow wykonano z wykorzystaniem mi-
kroskopu z kontrastem fazowym (powigkszenie 400x) oraz dedykowanego oprogramo-
wania OptaView 7 zarowno po 1 godzinie, jak i 24 godzinach inkubacji z analizowanymi

analogami metforminy.
14. Analiza statystyczna uzyskanych danych

Analiz¢ statystyczng przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Statistica 12.0
(StatSoft) oraz GraphPad Prism 5. Zgodnos¢ z rozktadem normalnym zweryfikowano za
pomocg testu Shapiro-Wilka. Za§ jednorodno$¢ wariancji zostala oceniona poprzez
zastosowanie testu Levene'a. Test t dla prob zaleznych zostat uzyty w przypadku wyni-
kow, ktore byty zgodne z rozkladem normalnym (np. badania na materiale biologicz-
nym), natomiast statystycznie istotne rdznice miedzy S$rednimi grup niezaleznych
zidentyfikowano za pomoca jednokierunkowej (jednoczynnikowej) analizy wariancji
ANOVA. Wyniki wszystkich analiz uznano za istotne statystycznie przy wartosciach

p mniejszych niz 0.05.
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Realizacja celow naukowych — wyniki i dyskusja

WYyniki przeprowadzonych badan oraz dyskusja

ETAP 1. Szczegblowa analiza potencjalu terapeutycznego metforminy jako s$rodka
przeciwstarzeniowego wraz z uwzglednieniem molekularnych mechanizméw
dziatania metforminy w kontekscie jej potencjalnego wykorzystania jako leku

0 wielokierunkowym dziataniu (Publikacja I).

Szerokie spektrum badan eksperymentalnych oraz klinicznych donosi, iz metformina
wykazuje dziatanie plejotropowe oraz korzystny wptyw na wiele r6znych stanéw patolo-
gicznych. Oprocz poprawy homeostazy glukozy, przejawia takze pozytywny wptyw na
czestos¢ wystepowania chorob zwigzanych ze starzeniem (ARD), takich jak choroby
uktadu krazenia, choroby neurodegeneracyjne czy nowotwory, co zas sugeruje jej ko-
rzystny wptyw na wydltuzenie zycia. Wiele badan przeprowadzonych na modelu zwie-
rzecym ({j. nicienie, stawonogi, gryzonie) dowodzi, ze metformina moze opdznia¢ proces
starzenia poprzez wptyw na procesy metaboliczne i komérkowe, ktére sg zwigzane z roz-
wojem ARD. Dlatego tez oczekuje si¢, iz metformina moze rowniez korzystnie oddzia-
tywac na podstawowe czynniki starzenia U ludzi, ktore leza u podstawy wielu schorzen

bezposrednio powigzanych z wiekiem.

Wynikiem przeprowadzonego studium literaturowego byto usystematyzowanie aktu-
alnej wiedzy oraz uzyskanych dotychczas danych, na temat wptywu metforminy na roz-
woj lub progresje ARD, pochodzacych zarowno z badan przedklinicznych: eksperymen-
tow z wykorzystaniem linii komérkowych (in vitro) oraz modeli zwierzecych (in vivo),
jak rowniez badan klinicznych, w tym obecnie prowadzonych randomizowanych badan
klinicznych — Targeting Aging with Metformin (TAME). W artykule naukowym pt.
,,Is metformin a geroprotector? A peek into the current clinical and experimental data.”
(Publikacja 1) przeanalizowano molekularne mechanizmy oraz szlaki zaangazowane
W potencjalne wlasciwosci przeciwstarzeniowe metforminy, ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem jej wplywu na inicjacj¢ i progresje choréb uktadu sercowo-naczyniowego,
chorob neurodegeneracyjnych oraz nowotworow. Mocne dowody eksperymentalne i kli-
niczne, uzyskane w ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat, ujawniajgce korzystny wptyw
metforminy na czynnos$¢ uktadu sercowo-naczyniowego, wynikajace z poprawy funkcji
srodbtonka, ochrony przed stresem oksydacyjnym, ograniczeniem proliferacji komorek
miegs$ni gladkich oraz jej potencjalnych witasciwosci przeciwzapalnych sg szczegdlnie

interesujgce. Konsekwencjg niniejszych zainteresowan byly badania eksperymentalne
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podejmujace kwestie potencjalnego wielokierunkowego dziatania, w tym wilasciwosci
antykoagulacyjnych, hipoglikemizujacych wraz z przeprowadzeniem oceny cytotoksycz-
nosci nowych sulfonamidowych analogéw biguanidu, o korzystniejszym profilu fizyko-
chemicznym niz metformina, z wykorzystaniem modeli hodowli komorek in vitro,

co stanowi podstawe niniejszej dysertacji.
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ETAP 2. Ocena aktywnosci biologicznej nowych sulfonamidowych analogéw metfor-

miny (Publikacja 111 111).

Substancje chemiczne mogg wywiera¢ wptyw na zywotno$¢ oraz metabolizm komo-
rek. Wobec powyzszego profil aktywnosci cytotoksycznej jest jednym z podstawowych
czynnikOw ograniczajgcych w rozwoju nowych potencjalnych czgsteczek leczniczych.
Testy zywotnosci komoérek i cytotoksycznosci z wykorzystaniem hodowli ludzkich ko-
morek pierwotnych in vitro sa powszechnie stosowane jako badania przesiewowe poten-
cjalnych kandydatéw na leki. Stuzg one do oceny wptywu (potencjalnego dziatania tok-
sycznego) zwiazku chemicznego na dang lini¢ komorkows, w tym na zywotno$¢ i inte-
gralno$¢ komorek oraz ich proliferacje. Oznaczenie profilu aktywnosci cytotoksycznej
danego zwigzku chemicznego dostarcza niezwykle cennych informacji na temat poten-
cjalnego molekularnego mechanizmu dziatania substancji w modelach komérkowych,
co stanowi podstawe¢ do prowadzenia dalszych badan eksperymentalnych. Zatem niniej-
sze badania nalezy uznac¢ za dobry wstep do badan toksykologicznych, ktore sa niezbedne
do zweryfikowania zarowno bezpieczenstwa ksenobiotyku, jak i jego prawidlowego dzia-

tania po podaniu [130,131].

Majac na wzgledzie powyzsze oraz fakt, iz Srodbtonek stanowi bezposredni punkt
kontaktu ze zwigzkiem rozpuszczonym w osoczu krwi, jak i to, ze komorki §rodbtonka
oraz komorki migsni gladkich naczyn sg podstawowymi sktadnikami §cian naczyn krwio-
nosnych, ktore odgrywaja kluczowa role w progresji chordb uktadu krazenia, w pierw-
szym etapie badah przeprowadzono analiz¢ oddziatywania nowych analogéw metfor-
miny o budowie sulfonamidowej na zywotno$¢ dwoch ludzkich linii komérek HUVEC
I AOSMC z wykorzystaniem eksperymentalnych modeli uktadu naczyniowego in vitro
za pomocg testu WST-1 (Publikacja Il i 111). Warto wspomnie¢, iz zgodnie z wcze$niej-
szymi doniesieniami, metformina nie wykazuje wplywu na Zywotno$¢ oraz morfologie
komorek HUVEC i AoSMC w stezeniach do 3.0 pmol/mL [89,132]. Sposrod wszystkich
badanych nowych sulfonamidowych pochodnych metforminy, zwiazki 2, 11 oraz 12 wy-
kazywaty najmniejszy wptyw na wzrost komérek HUVEC, gdyz w stezeniu 1.5 pmol/mL
ich zywotno$¢ zostata zachowana na poziomie 61.67%-89.21%. Ponadto sulfonamidowe
analogi metforminy 1 i 3 takze charakteryzowaty si¢ stosunkowo dobrym profilem
bezpieczenstwa w linii komoérkowej HUVEC, a wyznaczone dla nich wartosci ICsy,
a wigc stezenia powodujace 50% spadek zywotnosci komorek, wynosity odpowiednio:

3.643 £ 0.26 i 3.506 + 0.24 umol/mL. Natomiast dla pozostatych zwigzkow (4-10, 13,
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14) odnotowano silniejszy efekt hamujacy wzrost komorek sroédbtonka w stgzeniach
ok. 0.3-1.5 pmol/mL (analogi 6-8) oraz 1.0-1.5 umol/mL (pochodne 4, 5, 9, 10, 13, 14).
Oszacowane dla nich warto$ci ICso oscylowaly w zakresie 0.304-1.589 pmol/mL.
Ze wszystkich badanych zwigzkow to cyjanobenzenosulfonamidy (6-8) okazaty si¢ naj-
bardziej toksyczne, gdyz w przypadku traktowania komoérek HUVEC zwigzkami 6-8 juz
w stezeniu 0.3 pmol/mL zaobserwowano znaczne obnizenie przezywalno$ci komorek —

spadek zywotnos$ci na poziomie 45.42-56.92%.

W przeciwienstwie do komérek HUVEC, wszystkie analizowane pochodne (1-14)
wykazywaty znacznie stabszy wplyw na zywotno§¢ komorek AoSMC; dlatego tez nie
okreslono dla nich wartosci ICso w stezeniach do 1.5 umol/mL. Zatem mozna uznac,
iz wszystkie badane zwiagzki charakteryzowaty si¢ stosunkowo dobrym profilem bezpie-
czenstwa w linii komérkowej AoSMC. Na przyktad dla zwigzkéw 6-8 w stezeniu
0.3 pmol/mL odnotowano znaczne obnizenie zywotno$ci komoérek HUVEC, podczas gdy
komorki AoSMC stymulowane za pomocg wspomnianych pochodnych metforminy

w stezeniu 0.3 umol/mL utrzymywaty zywotno$¢ na poziomie az 81.44—83.74%.

Przeprowadzono réwniez analiz¢ mikroskopowg komérek HUVEC 1 AoSMC po 24-
godzinnej inkubacji z badanymi zwigzkami (1-14) za pomocg mikroskopu z kontrastem
fazowym. W badaniu tym zastosowano testowane pochodne w tych samych zakresach
stezen, ktore zostaty uzyte w badaniach zywotnosci oraz w stezeniach przyczyniajacych
si¢ do 50% spadku zywotnosci komoérek. Reprezentatywne mikrofotografie komoérek
HUVEC oraz AoSMC stymulowanych badanymi zwigzkami przedstawiono w Publika-
cji 11, 111. Ocena morfologiczna wykazata, iz traktowanie komorek HUVEC zwigzkami
1-10, 13, 14 skutkowato wzrostem liczby zaokraglonych i skurczonych komoérek w ob-
razie mikroskopowym. Co wiecej, dla biguanidow 4-9 i 11 zaobserwowano takze ten-
dencj¢ do wydtuzania komorek $rodbtonka. Niemniej jednak wszystkie te zmiany zostaty
zaobserwowano w stezeniach odpowiadajacych ich wartosciom ICsg lub w najwyzszym
testowanym stezeniu (1.5 pmol/mL badZ 3.0 umol/mL). Mikroskopia fazowo-kontra-
stowa ujawnita takze znaczny spadek liczby zywych komérek HUVEC po stymulacji po-
chodnymi z podstawnikiem cyjanowym (6-8) w stezeniach zblizonych do ich warto$ci
ICso oraz wyzszych, co doskonale obrazuje wyniki uzyskane z testu WST-1. Ponadto ba-
dania mikroskopowe wykazatly, iz wszystkie analizowane zwigzki (1-14) przejawiaty

znacznie mniejszy wplyw na morfologi¢ komoérek AoSMC, co objawiato si¢ jedynie po-
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jawieniem zaokraglonych oraz obkurczonych komorek. Natomiast zmiany morfolo-
giczne komoérek AoSMC, charakteryzujace si¢ zwigkszong tendencja do zlepiania,
zaobserwowane po traktowaniu ich zwigzkami 13, 14 nie byly powigzane ze znacznymi

zmianami w ich zywotnosci.

Nowe sulfonamidowe analogi metforminy poddano dalszym testom na poziomie ko-
morkowym — badanie integralnosci komorek HUVEC w czasie rzeczywistym przy uzy-
ciu systemu RTCA-DP wykonujacego pomiary impedancji elektrycznej komorek wyra-
zonej przy uzyciu bezwymiarowego parametru CI. Parametr ten dostarcza informacji na
temat statusu biologicznego komodrek w czasie rzeczywistym, a wigc odzwierciedla
zmiany zachodzgce we wilasciwosciach barierowych pod wptywem dziatania badanych
zwigzkow — w liczbie, zywotnosci, adhezji oraz ksztalcie komorek adherentnych, a takze
w przepuszczalnosci monowarstwy komorek [133]. Zatem system RTCA-DP stanowi
niezwykle cenne narzedzie do oceny potencjalnej cytotoksycznos$ci analizowanych mo-
lekut. Wczesniej przeprowadzone badania eksperymentalne nie wykazaty, aby metfor-
mina wptywala na integralno$¢ czy adhezj¢ komorek HUVEC w catym badanym zakresie
stezen: 0.006—-1.5 umol/mL [89].

W kazdym punkcie czasowym analizy w ciagu 36-godzinnej inkubacji komorek $rod-
btonka z pochodnymi 1-8 zaobserwowano bezposrednig odpowiedz komorek HUVEC
manifestujgcg si¢ statystycznie istotnym zmniejszeniem wartosci parametru nCI (Publi-
kacja I1). Wigkszy spadek wartosci nCl odnotowano w stgzeniu 1.0 umol/mL w porow-
naniu do 0.3 umol/mL czy komorek niestymulowanych (komorek kontrolnych). Analiza
statystyczna dowodzi, iz sposrod zwigzkow 1-8, pochodna z podstawnikiem alkilo-
wym (1) wywierata najmniejszy wptyw na funkcj¢ komoérek HUVEC, gdyz nie odnoto-
wano dla niej statystycznie istotnego spadku wartosci NCl w obu badanych stezeniach po
36 godzinach inkubacji, a otrzymane warto$ci byty porownywalne do prob kontrolnych.
Ponadto dla zwigzku 3 odnotowano statystycznie istotny spadek integralnosci komoérek
srodbtonka, ktory ksztaltowal si¢ na poziomie 5.56-8.20% w obu badanych stezeniach
(0.714 £ 0.035 w stezeniu 0.3 pmol/mL oraz 0.694 + 0.054 w stezeniu 1.0 pmol/mL
w porownaniu z kontrolg 0.756 £+ 0.192; odpowiednio p < 0.01; p <0.001) po 36-godzin-
nej stymulacji. Zatem odnotowany spadek integralnosci komoérek HUVEC dla analogu
metforminy (3) byt takze bardzo zblizony do warto$ci uzyskanej dla proby kontrolne;.
Najbardziej niekorzystny wptyw na wilasciwosci barierowe komérek HUVEC przeja-

wiaty pochodne cyjanowe (6-8) w obu badanych st¢zeniach. Po 36-godzinnej inkubacji
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odnotowano znaczny spadek nCl do wartosci 0-0.20 dla zwiazkoéw 6-8, podczas gdy
analogi metforminy 1-5 zmniejszaty integralno$¢ komorek $rodbtonka o 40-60% w za-

leznosci od punktu czasowego analizy oraz zastosowanego stezenia.

Podobnie do leku referencyjnego, metforminy, zaden z jej sulfonamidowych analogow
9-14 nie wykazywal wptywu na funkcj¢ komorek HUVEC w obu analizowanych stgze-
niach (0.3 lub 0.6 umol/mL) w ciagu pierwszych 12 godzin stymulacji (Publikacja I11).
Natomiast po 24-godzinnej inkubacji komérek HUVEC ze zwigzkami 9-14 zaobserwo-
wano statystycznie istotne obnizenie wartosci NCl 0 30-60% w obu badanych st¢zeniach
(w zaleznosci od punktu czasowego prowadzonego doswiadczenia). Biguanidy 9-14 po-
wodowaty wiekszy spadek wartosci nCl w stezeniu 0.6 pmol/mL w pordéwnaniu do
0.3 umol/mL oraz komorek kontrolnych. Sposrod zwigzkoéw 9—14 najmniejszy wptyw na
integralno$¢ komorek HUVEC wykazywata pochodna 12 z podstawnikiem aminowym
umiejscowionym w pozycji orto- w pierscieniu aromatycznym. Odnotowany spadek in-
tegralno$ci komorek srédblonka dla zwigzku 12 wynosit 30.53% w stezeniu 0.3 umol/mL
oraz 33.47% w stezeniu 0.6 umol/mL (1.116 £0.1721i 1.068 + 0.206 w poréwnaniu z kon-
trolg 1.606 = 0.085; p < 0.001) po 36-godzinnej stymulacji.

Odnotowane zmiany warto$ci parametru NCl (dla zwigzkow 2-5, 9-14), bezposrednio
odzwierciedlajace zmiany w integralno$ci komorek $rodbtonka, nie prowadza do zwiek-
szonej $miertelno$ci komoérek HUVEC, a wiec obserwowane efekty nie sg nieodwra-
calne. Natomiast cyjanobenzenosulfonamidy (6-8) powodujg znaczny spadek wartosci
parametru nCl, a wigc wykazuja niekorzystny wptyw na $rodbtonek, a to prowadzi do
obumarcia znacznej liczby komoérek HUVEC, co zostato potwierdzone w tescie WST-1

oraz ocenie mikroskopowej.

Majac na uwadze wielokierunkowy wplyw metforminy na glikemi¢ postanowiono
przetestowacé wszystkie NOwo zsyntetyzowane zwiazki pod katem ich potencjalnej zdol-
nos$ci do zwigkszania wychwytu glukozy z komorek srodbtonka. Ze wzgledu na wysoka
cytotoksycznos¢ odnotowang dla zwigzkéw 6-8 (ICsp = 0.461 £ 0.13 umol/mL (zw.6);
ICs0=0.304 £ 0.12 pmol/mL (zw.7); ICs0=0.791 £ 0.13 pmol/mL (zw.8)) zdecydowano
0 zastosowaniu pochodnych 1-8 w stgezeniach do 0.3 umol/mL (Publikacja I1).

Zas zwiazki 9-14 stosowano w stezeniach do 0.6 umol/mL (Publikacja I11).

Zgodnie z powyzszym do dalszych badan oceniajacych zdolno$¢ utylizacji glukozy
w modelu hodowli komorkowej HUVEC wybrano wszystkie analizowane zwigzki (1—

14). Badanie to przeprowadzono z wykorzystaniem fluorescencyjnego analogu glukozy
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2-NBDG, ktory jest powszechnie stosowany zaréwno do monitorowania zuzycia glukozy
w komorkach zywych oraz jako wskaznik zywotnosci komorek. W obu eksperymentach
jako kontrole negatywng zastosowano D-glukoze, ktora wykazywata zdolnos¢ do hamo-
wania wychwytu 2-NBDG w stezeniu 0.1 pmol/mL. Natomiast jako kontrole pozytywng
zastosowano lek macierzysty, metforming. Istotny wzrost wychwytu 2-NBDG zaobser-
wowano w komoérkach stymulowanych metforming we wszystkich badanych st¢zeniach.
Sposrod wszystkich analizowanych zwigzkéw biguanidy 1-5 oraz 13 znacznie zwicgk-
szaly wewnatrzkomorkowy wychwyt znakowanej fluorescencyjnie glukozy w obu bada-
nych stezeniach, tym samym wykazywaty dzialanie najbardziej zblizone do metforminy.
Na przyktad dla komérek HUVEC inkubowanych w obecnos$ci pochodnej 2 odnotowano
nastepujace zwickszenie wychwytu glukozy: 13.9 + 0.3 umol/L w stezeniu 0.1 pmol/mL
oraz 14.6 = 1.0 umol/L w st¢zeniu 0.3 pmol/mL (p < 0.001). Podobny efekt odnotowano
dla m- i p-metoksybenzenosulfonamidéw oraz p-aminobenzenosulfonamidéw (9, 10
i 14). Jednakze zmiany te zostaly odnotowane wytgcznie w najwyzszym badanym ste¢ze-
niu (0.6 umol/mL). Uzyskane wyniki wskazuja, iz pochodna 11 réwniez przejawia zdol-
no$¢ do zwigkszania wychwytu glukozy z komoérek $rédbtonka w stezeniu 0.6 pmol/mL,
jednak zarejestrowane zmiany nie byly statystycznie istotne (8.1 = 0.7 umol/L w odnie-
sieniu do kontroli 6.4 + 1.1 umol/L; NS, p > 0.05). Zwiazki 7 i 8 posiadajgce w pierscieniu
aromatycznym ugrupowanie cyjanowe umiejscowione odpowiednio w pozycji meta-
oraz para- takze przyczyniaty si¢ do zwigkszonego zuzycia glukozy w komorkach $rod-

btonka (p < 0.05); jednakze jedynie w stezeniu 0.3 umol/mL.

Miazdzyca Stanowi jedng z gtownych przyczyn przedwczesnej $miertelnosci U pacjen-
tow z T2DM. W jej rozwoju uczestniczy szereg procesow prozapalnych, proliferacyjnych
I prokoagulacyjnych. Kluczowa rolg w rozwoju miazdzycy tetnic odgrywa uposledzona
funkcja komorek $rodbtonka, ktorg mozna scharakteryzowaé jako zmiane W migracji
I przepuszczalnosci komorek [134]. Oprocz utraty bariery srodblonkowej na rozwoj
zmian miazdzycowych wptywa réwniez migracja i proliferacja komorek migsni gtadkich
[135]. Zatem zaprojektowanie zwigzkéw o potencjalnym dziataniu hamujacym migracje
komorek patologicznych moze okazaé si¢ niezwykle cenne w hamowaniu inicjacji oraz

progresji zmian miazdzycowych.

W oparciu o wyniki uzyskane z badan prowadzonych z wykorzystaniem linii komor-
kowej HUVEC wskazujace na wysoka toksycznos¢ 0-, m-, p-cyjanobenzenosulfonami-

dow (6-8) postanowiono w dalszych badaniach oceniajacych migracje komorek HUVEC
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przetestowaé wytacznie zwigzki 1-5. Komoérki HUVEC inkubowane wraz ze wspomnia-
nymi pochodnymi w stezeniach 0.3 pmol/mL oraz 1.0 umol/mL poddano zatem badaniu
oceniajgcemu migracje komorek srodblonka przy uzyciu testu in vitro zarastania rysy
(ang. wound-healing assay) — Publikacja Il. Do przeprowadzenia niniejszego badania
zastosowano system JuLi™Stage, ktory umozliwia monitorowanie komorek zywych
W czasie rzeczywistym. Jako zwigzek odniesienia zastosowano metforming w stezeniach
0.3 oraz 1.0 umol/mL. Uzyskane dane wskazuja, iz metformina nieznacznie moduluje
migracje komorek w ciggu 24-godzinnej inkubacji, co przejawiato si¢ zwigkszeniem sze-
rokosci rysy W warstwie komorek HUVEC w poréwnaniu do kontroli. Szeroko$¢ zaryso-
wania zmierzona po 24-godzinnej inkubacji komérek HUVEC z metforming w wyzszym
badanym stezeniu (1.0 umol/mL) wynosita — 419.8 +42.3 um w odniesieniu do kontroli
272.4 + 42.2 um. Jednak zadna ze zmian zarejestrowanych dla metforminy nie okazata
si¢ statystycznie istotna. Bardzo zblizone wartosci uzyskano takze dla pozostatych bada-
nych zwigzkow (1-5). Po 24-godzinnej inkubacji, zaobserwowano niewielkie hamowa-
nie szybkosci zarastania rysy przez hodowane komoérki HUVEC traktowane zwigzkami
1-4, jednakze odnotowane warto$ci rowniez nie byly statystycznie istotne. Jedynie
w przypadku komorek srodblonka traktowanych pochodng z podstawnikiem acetylowym
umiejscowionym w pozycji para- w pierscieniu aromatycznym (5) przy wyzszym bada-
nym st¢zeniu 1.0 pmol/mL zarejestrowano statystycznie istotne zahamowanie migracji
komorek HUVEC (454.5 + 62.0; p < 0.05). Niemniej jednak efekt ten moze wynikac
z wiasciwosci hamujacych wzrost komorek HUVEC (ICs0 zw.5) = 1.589 £ 0.13 pmol/mL),
stad tez niezwykle wazna jest kontynuacja dalszych badan. Przeprowadzono takze do-
ktadng analiz¢ zwizualizowanych zmian — obrazow uzyskanych z eksperymentu ocenia-
jacego wpltyw dzialania metforminy oraz zwigzkow 1-5 na migracje komorek HUVEC
W miejscu mechanicznego utworzenia rysy. Mikrofotografie dla metforminy oraz zwigz-
kow 115 w stezeniu 1.0 umol/mL zostaty zatgczone w materiatach uzupetniajgcych do
Publikacji I1. Dla komérek HUVEC traktowanych badanymi zwigzkami 1-5 w obrazie
mikroskopowym odnotowano wzrost liczby zaokraglonych komorek. Natomiast metfor-
mina nie indukowala znaczacych zmian w morfologii i migracji komérek HUVEC.
Analiza mikroskopowa potwierdzita uzyskane wartosci dla zwigzkéw 1-5 oraz wykazata,
iz analog metforminy 5 w sposoéb umiarkowany hamuje migracje komérek HUVEC po
24-godzinach inkubacji.
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W warunkach hemostazy, uktad fibrynolityczny stanowi przeciwwage dla ztozonego
procesu krzepnigcia krwi. Zatem ten fizjologiczny proces petni rolg zapobiegawczg przed
rozwojem zakrzepicy [136]. Zwazywszy, iz powstawaniu skrzepliny sprzyjaja zaburzenia
fibrynolizy, w ktérych kluczowa role petni proteaza serynowa, t-PA, katalizujgca kon-
wersj¢ plazminogenu do plazminy, postanowiono oceni¢ rowniez wptyw zwigzkow 1-5
w stezeniach 0.3 oraz 1.0 umol/mL na uwalnianie najwazniejszego endogennego akty-
watora plazminogenu z komoérek srédbtonka. Nawigzujae do badan prowadzonych przez
Panig Promotor, metformina znacznie zwigksza uwalnianie t-PA z komérek HUVEC
w zakresie stgzen: 0.006—1.5 pmol/mL [89]. Natomiast wszystkie badane sulfonamidowe
analogi metforminy (1-5) zmniejszaja ilos¢ uwalnianego t-PA z komoérek HUVEC (Pu-
blikacja I1). Na przyktad dla zwigzku z ugrupowaniem n-butylowym (1) odnotowano
znaczace obnizenie stezenia t-PA w supernatantach komorkowych do 2427.2 +
246.0 pg/mL przy 0.3 umol/mL (p <0.01) oraz 1709.5 £219.1 pg/mL przy 1.0 umol/mL
(p <0.001) w poréwnaniu z 2895.4 + 208.7 pg/mL (warto$¢ uzyskana dla kontroli).
Pozostate zwigzki wykazywaly analogiczny mechanizm dzialania wzglgdem uwalniania
t-PA w modelu komérkowym HUVEC. Jednakze, aby doktadnie przeanalizowac zwigzek
migdzy wplywem metforminy i badanych pochodnych (1-5) na aktywnos¢ fibrynoli-
tyczng krwi oraz przeciwzakrzepowy potencjat §ciany naczyniowej nalezy przeprowadzic¢
dalsze poglebione badania oceniajace aktywno$¢ plazminy — gldwnego enzymu prze-
ksztalcajacego fibryng i fibrynogen w produkty ich degradacji; a takze warto oszacowac

stosunek ilo$ci PAI-1 do t-PA.

W swojej pracy badawczej Patel i wsp. wykazali, iz stan hiperglikemii zwigksza wy-
twarzanie H>O2 i Oz, a takze prowadzi do hiperpolaryzacji btony mitochondrialnej w ko-
morkach HUVEC; co w konsekwencji przyczynia si¢ do postepujacej dysfunkcji §rod-
btonka [137]. Ponadto Lin i wsp. zwroécili uwage na bezposrednig zaleznos¢ migdzy
hiperpolaryzacja mitochondridéw, a zmniejszong wrazliwoscig na dziatanie insuliny
[138]. Tak jak wspominatam w czgsci teoretycznej niniejszej dysertacji, gtownym celem
dziatania metforminy jest mitochondrium. Przeglad dost¢pnego pismiennictwa donosi,
iz metformina indukuje depolaryzacj¢ btony mitochondrialnej, zwigksza stosunek
AMP/ATP oraz mleczanu do pirogronianu i zmniejsza produkcje glukozy [139]. Dlatego
tez w kolejnym etapie badan oszacowano wpltyw zwigzkéw 9-14 na potencjat blonowy

mitochondriow (A¥M) w komérkach HUVEC na podstawie fluorescencji sondy JC-1
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z wykorzystaniem cytometru przeptywowego (Publikacja I11). Analizy oparte na cyto-
metrii oraz mikroskopii z zastosowaniem sondy fluorescencyjnej sa obecnie powszechnie
stosowane w celu monitorowania potencjatu btony mitochondrialnej jako cennego
wskaznika zywotnos$ci komoérek oraz polaryzacji i funkcji mitochondriéow [140,141].
W badaniu tym zmiany stosunku fluorescencji czerwonej do zielonej zaleza wylacznie
od potencjatu btony mitochondrialnej. Czynniki takie jak rozmiar, ksztatt czy gestos¢ mi-
tochondriéw nie majg wptywu na zaobserwowane zmiany fluorescencji. Statystycznie
istotne zmniejszenie stosunku fluorescencji czerwonej do zielonej (p < 0.05) odnotowano
dla komorek HUVEC traktowanych FCCP (kontrola pozytywna). Po 24-godzinnej sty-
mulacji z metforming 0.5 i 1.0 pmol/mL oraz sulfonamidowymi analogami metforminy
9-11 przy 0.3 umol/mL i 0.6 pumol/mL, a takze z pochodng 12 w stezeniu 0.3 pmola/mL
nie zaobserwowano zmian istotnych statystycznie. Inkubacja komérek HUVEC z bigua-
nidami podstawionymi grupg aminowa w pozycji meta- i para- (13, 14) w obu badanych
stezeniach: 0.3 1 0.6 pmol/mL oraz w pozycji orto- (12) w najwyzszym badanym stezeniu
doprowadzita do znacznego spadku mitochondrialnego potencjalu membranowego
(A¥YM), co zostato zdefiniowane jako nizszy stosunek fluorescencji czerwonej do zielo-
nej (p < 0.001). W zwigzku z powyzszym nowe potencjalne srodki terapeutyczne oparte
na szkielecie metforminy (szczegdlnie 0-, m-, p-aminobenzenosulfonamidy 12-14) ze
wzgledu na swe dziatanie ukierunkowane na mitochondria mogg okaza¢ si¢ niezwykle
cennymi czgsteczkami w zapobieganiu dysfunkcji §rodbtonka oraz w leczeniu wtornych

defektow zwigzanych z cukrzyca.

Naukowcy dowiedli, iz u pacjentéw z cukrzyca wystepuja nieprawidtowosci w funk-
cjonowaniu uktadu krzepniecia [142] oraz fibrynolizy [143], co znacznie zwigksza po-
tencjat prozakrzepowy w tej grupie pacjentow, a tym samym nasila u nich ryzyko wysta-
pienia zakrzepicy. W zwiazku z powyzszym oraz ze wzgledu na potencjalne ryzyko wy-
stapienia interakcji pomiedzy czasteczkg leku a krwig, ktore moze prowadzi¢ do aktywa-
cji kaskady krzepnigcia krwi postanowiono w dalszej czeSci pracy przeprowadzi¢ row-
niez ocen¢ wpltywu nowo zsyntetyzowanych pochodnych metforminy (1-14) na aktywa-
cj¢ uktadu krzepnigcia (tzw. ocena hemokompatybilno$ci) z wykorzystaniem rutynowych
laboratoryjnych testow diagnostycznych (Publikacja Il oraz Publikacja I11). Kaskade
krzepnigcia krwi mozna podzieli¢ na trzy szlaki: wewnetrzny, zewngtrzny oraz wspolny,
prowadzacy do powstania fibryny. Majac na uwadze powyzsze przeprowadzono testy

oceniajgce wszystkie te trzy szlaki — pomiar czasu PT (dla zewnatrzpochodnego szlaku
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krzepnigcia), czasu APTT (dla wewnatrzpochodnego szlaku krzepniecia) oraz czasu TT
(dla procesu polimeryzacji fibryny). Analiza niniejszych parametréw jest niezwykle
wazna, gdyz np. skrécenie czasu PT badz APTT na skutek dziatania czgsteczek chemicz-
nych moze unaocznia¢ stan, w ktérym to czynniki antykoagulacyjne sg niezdolne do row-
nowazenia tendencji prozakrzepowych, co tym samym wigzatoby si¢ ze zwigkszonym
ryzykiem wystapienia zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej. Natomiast wydtuzenie
czasu PT i APTT moze wskazywac na potencjalne wtasciwosci antykoagulacyjne kseno-
biotyku. Odnotowane zmiany w postaci skrocenia badz wydtuzenia czasu PT i APTT
mogg by¢ zwigzane ze stezeniem fibrynogenu (FBG) oraz poszczegdlnych osoczowych
czynnikow krzepniecia krwi, a takze aktywnos$cig enzymow kaskady krzepnigcia krwi.
Za$ obserwowane zmiany czasu TT moga by¢ spowodowane stezeniem FBG, stopniem
polimeryzacji i stabilizacji fibryny oraz aktywnoscig antytrombiny. W eksperymentach
tych wykorzystano osocza, w ktorych odnotowane stezenia FBG zawieraly si¢ w prze-

dziale wartosci referencyjnych (2—4 g/L).

Weczesniejsze badania wskazuja, iz metformina nie wptywa zarowno na wewngetrzny,
jak i zewnetrzny szlak krzepnigcia (APTT, PT), jak réwniez na proces polimeryzacji fi-
bryny (TT), parametry kinetyczne tworzenia skrzepu i fibrynolizy (CL-test) oraz aktyw-
no$¢ czynnika X [89,132]. Natomiast istotne statystycznie zwigkszenie aktywnosci AT
odnotowano dla metforminy wytacznie w najwyzszym badanym stezeniu [144].
Natomiast wyniki osiagniete w ramach niniejszych badan dowodza, iz w przeciwienstwie
do analogow alkilowych wszystkie sulfonamidowe pochodne metforminy posiadajace
w swojej budowie pierscien aromatyczny (5, 9-14) wywieraly istotny statystycznie
wplyw na poszczeg6lne parametry hemostazy osoczowej — PT, APTT badz TT, co mani-
festowato si¢ ich wydtuzeniem 1 moze to wskazywac na ich potencjalne dziatanie anty-
koagulacyjne. Niewatpliwie, sposrod wszystkich pochodnych aromatycznych biguanidu,
te z podstawnikiem umiejscowionym w pozycji meta- w pierscieniu benzenowym (9, 11,
13) w zaleznos$ci od badanego stezenia indukowaty zwiekszenie wszystkich trzech bada-
nych parametrow (wydtuzenie czasu PT, APTT oraz TT). Jednakze w przypadku powyz-
szych analogoéw metforminy istotne statystycznie zmiany odnotowane dla czasu APTT
oraz TT wybiegaly poza zakres warto$ci referencyjnych (APTT: 26.7-40.0s; TT: 14.0-
18.0 s). Przyktadowo dla zwigzku 11 zarejestrowano wzrost APTT na poziomie 44.92 +
5.09 s (wzgledem kontroli: 34.88 + 5.69 s; p < 0.05) oraz TT na poziomie 20.05 + 0.58 s
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(wzgledem kontroli: 13.50 = 0.28 s; p < 0.01). Zwiazek 4 oraz 5 réwniez wywieraly ko-
rzystny wptyw na wydtuzenie czasu APTT i TT w zakresie stezen 0.6—1.5 pmol/mL,
jednakze stezenia te sg bliskie wyznaczonym dla nich wartosciom ICso wzgledem komo-
rek HUVEC. W przypadku wszystkich analizowanych sulfonamidowych analogéw met-
forminy zawierajacych ugrupowanie alkilowe (1-3) zaobserwowano istotne statystycznie
skrocenie czasu TT, jednakze mieszczace si¢ w zakresie wartosci referencyjnych, a dla
analogu 1 odnotowano rowniez istotne statystycznie wydtuzenie czasu APTT w steze-

niach 0.06-0.6 umol/mL, takze mieszczgce si¢ ha poziomie wartosci odniesienia.

Jak przedstawitam w cze$ci teoretycznej niniejszej dysertacji stan przewlektej hiper-
glikemii indukuje nieenzymatyczng glikozylacj¢ naturalnych antykoagulantow, w tym
m.in. AT, co moze objawiac¢ si¢ spadkiem jej poziomu lub aktywnosci [33]. Ta osoczowa
a-glikoproteina odgrywa kluczowa role w hemostazie, gdyz jest ona gtdéwnym inhibito-
rem trombiny (cz. lla) oraz czynnika Xa. Ponadto AT hamuje rowniez takie czynniki
krzepniecia krwi jak: Vlla, [Xa, Xla, XIla, kalikreing oraz plazming. Wyniki moich badan
ujawnity, iz zwigzki 1, 3-5, 9, 11 i 14 znaczaco zwigkszaty aktywnos¢ AT w stgzeniach
0.6-1.5 umol/mL (Publikacja Il, Publikacja I11). Niewatpliwie najsilniejszy efekt za-
obserwowano dla pochodnych aromatycznych (9, 11, 14), co moze ttumaczy¢ wptyw tych
zwigzkow na wydtuzenie wszystkich trzech parametrow: PT, APTT oraz TT. W przy-
padku pochodnych (1, 4-5) zarejestrowane statystycznie istotne zmiany miescily si¢
w zakresie wartos$ci referencyjnych (80—-130%); natomiast dla pozostatych zwiazkow (3,
9, 11, 14) odnotowane warto$ci wykraczaty poza zakres referencyjny, co moze mie¢ zna-
czenie dla prowadzenia dalszych badan. Przyktadowo dla zwigzku 1 zaobserwowano
znaczny wzrost aktywnosci AT przy stezeniu 0.6 pumol/mL i 1.5 pmol/mL, ktory wynosit
odpowiednio 120.00 + 2.71% 1 123.00 = 5.20% (p < 0.01). Natomiast w przypadku
zwigzku 9 wzrost aktywnosci w najwyzszych badanych stezeniach (0.6—1.5 pmol/mL)
ksztattowat si¢ nastepujaco 136.00 + 3.74% 1 150.50 + 14.20% (p < 0.05).

Ze wzgledu na te obiecujgce wyniki wskazujgce na potencjalne wlasciwosci przeciw-
zakrzepowe badanych pochodnych postanowiono zweryfikowac rowniez czy zwigzki te
moga wywiera¢ wplyw na aktywnos$¢ czynnika X powstajacego zar6wno na szlaku we-
wnatrz-, jak 1 zewnatrzpochodnym kaskady krzepniecia krwi (Publikacja 11, Publika-
cja I11). Czynnik ten jest zatem pierwszym elementem wspolnego szlaku krzepniecia,
a jego aktywna posta¢ wchodzi w sktad kompleksu protrombinazowego odpowiedzial-

nego za aktywacj¢ protrombiny do trombiny, ktora nastgpnie przeksztatca fibrynogen
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w fibryne. W $wietle zgromadzonych wynikow zwiazki 1, 5, 9, 11-14 w sposob staty-
stycznie istotny zmniejszaty aktywno$¢ czynnika X w stezeniu 1.5 pmol/mL. Ponadto
znaczacy spadek aktywnosci czynnika X zauwazono takze w stezeniu 0.6 pmol/mL
w przypadku zwigzkow 9, 12, 13 (p<0.05) oraz 14 (NS, p>0.05). Co ciekawe,
dla m- podstawionych benzenosulfonamidow (9, 11, 13) spadek ten moze by¢ takze Scisle
zwigzany ze znacznym wydtuzeniem takich parametréw jak: PT, APTT i TT; cO rowniez
potwierdzatoby ich potencjalne dziatanie przeciwkrzepliwe. Ponadto zaobserwowano,
iz pochodna 1 hamowata wewng¢trzny szlak krzepnigcia (1APTT), a zwiagzki 5, 12, 14
wydluzaly zarowno czas APTT, jak i wydluzaly proces polimeryzacji fibryny (1TT)
w stezeniach, w ktorych zaobserwowano dla nich znaczny spadek aktywnosci czynnika
Stuarta-Prower’a. Warto wspomnie¢, iz spadki aktywno$ci czynnika X zarejestrowane
dla zwigzkéw 9, 11-14 w najwyzszym badanym stezeniu wykraczaty poza zakres warto-
Sci referencyjnych. Za$ wszystkie pozostate warto$ci miescity si¢ w przedziale 77-131%,

a wiec na poziomie referencyjnym aktywnosci czynnika Stuarta-Prower’a.

Na podstawie wynikow uzyskanych z badan przesiewowych uktadu krzepniecia (PT,
APTT, TT) oraz badan nad aktywnoscig AT i czynnika X, zwiagzki 1-5, 9, 11, 12, 14
w stezeniach 0.006—1.5 pmol/mL poddano dalszym poglgbionym badaniom oceniajagcym
ich wptyw na og6lny potencjat tworzenia skrzepu i fibrynolizy (CLauc ) przy uzyciu wie-
loparametrycznego modelu (CL-test) z wlasnym programem komputerowym (Publika-
cja I1i I11). Badanie to jest oparte na pomiarze parametrow kinetycznych nastgpujacych
procesow: tworzenie skrzepu, jego stabilizacja oraz fibrynoliza za pomoca cigglego mo-
nitorowania zmian transmitancji w czasie. W doswiadczeniach tych dodanie wysokiego
stezenia egzogennej trombiny (0.5 IU/mL) do probki zawierajacej trzykrotnie rozcien-
czone osocze oraz 10 pl badanych zwiazkow i 10 pl t-PA wyzwalato proces tworzenia
skrzepu fibrynowego. Wyniki niniejszych badan wskazuja, iz wigkszo$¢ analizowanych
biguanidow wydaje si¢ zwigksza¢ ogolny potencjat tworzenia skrzepu i fibrynolizy
(1CLAuc) przy jednoczesnym wydtuzeniu catkowitego czasu procesu tworzenia skrzepu
I jego lizy (1T). Sposrod wszystkich badanych zwigzkoéw, biguanidy 4, 5, 9 oraz 12 oka-
zaly si¢ neutralne pod wzgledem wptywu na ogdlny potencjat tworzenia skrzepu i fibry-

nolizy.

Dotychczasowe osiggniecia wskazuja, iz stabilnos¢ skrzepu fibrynowego jest regulo-

wana zarOwno przez mechaniczne wlasciwosci widkien fibryny, jak i ich podatnos¢ na
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fibrynoliz¢ katalizowang przez enzymy (tzw. wlasciwosci fibrynolityczne). Zatem struk-
tura fibryny bezposrednio przyczynia si¢ do regulacji szybkosci fibrynolizy, np. wraz ze
zmniejszaniem rozmiaru wiokien fibryny zmniejsza si¢ rowniez szybkos$¢ fibrynolizy
[145]. Stad tez wszelkie odnotowane zmiany warto$ci parametrow takich jak:
poczatkowa predkosé wykrzepiania osocza (Fvo), maksimum wykrzepiania (Fmax) oraz
czas wykrzepiania osocza (Tf) moga wskazywac, iz badane zwigzki wptywaja na struk-
turg powstajacego skrzepu, co w nastepstwie moze przyczyniac si¢ do zmiany szybkosci
procesu fibrynolizy. W $wietle uzyskanych wynikow, zwigzek 11, posiadajacy w swojej
strukturze chemicznej grupe nitrowa w pozycji meta w pierscieniu benzenowym,
wykazywal potencjalne wlasciwosci przeciwzakrzepowe, co przejawialo si¢ istotnym sta-
tystycznie zmniejszeniem maksimum wykrzepiania (| Fmax) oraz poczatkowej predkosci
wykrzepiania osocza (|Fvo), a takze wydtuzeniem czasu wykrzepiania osocza (1Tf)
w najwyzszych badanych stezeniach (0.3-1.5 umol/mL; p < 0.05, p < 0.01). Potencjat
przeciwkrzepliwy pochodnej 11 moze wynika¢ z jej hamujacego wptywu na amidoli-
tyczng aktywnos$¢ trombiny, co postanowiono oceni¢ w dalszej czgsci pracy badawcze;j.
Podobne wlasciwosci przejawiata rowniez pochodna 4, jednakze wszystkie istotne staty-
stycznie zmiany wartos$ci nast¢gpujacych parametrow: Fmax, Fvo i Tf zostaly odnotowane
wylacznie W stezeniu 1.5 pmol/mL, a wigc W stezeniu wyzszym niz oszacowana dla niej
warto$¢ ICsp wzgledem komorek HUVEC. Dalsza doktadna analiza procesu tworzenia
skrzepu wykazata, iz sulfonamidowa pochodna metforminy podstawiona ugrupowaniem
n-oktylowym (2) w stezeniu 1.5 pmol/mL (p < 0.05) oraz m-nitrobenzenosulfonamid (11)
w zakresie stezen 0.3—1.5 pmol/mL wydtuzaly czas trombinowy (1Tt), co sugeruje,

iz zwiagzki te mogg wpltywac na proces polimeryzacji fibryny.

Zbadano rowniez wptyw tych zwigzkow na proces stabilizacji tworzenia skrzepu.
Zgodnie z uzyskanymi wynikami stwierdzono, iz WSzystkie zwigzki wybrane do niniej-
szego badania wydluzajg czas stabilizacji skrzepu (1Tc¢), O znalazto réwniez swoje 0d-
zwierciedlenie w zwigkszeniu pola pod krzywg stabilizacji skrzepu (1Sc), a wszystkie
odnotowane efekty byty zalezne od badanego stezenia. Wyniki te wskazuja, iz analizo-

wane zwiazki mogg wptywac na strukturg powstajacego skrzepu.

W odniesieniu do parametréw fibrynolizy mozna stwierdzi¢, iz analizowane zwiazki
2-5, 9, 11, 12, 14 nie wpltywaly na poczatkowg predkos¢ fibrynolizy skrzepu (Lvo con-
stans), czas fibrynolizy (Tl constans), a takze na pole pod krzywa fibrynolizy (SI con-
stans) w caltym zakresie badanych stezen. Statystycznie istotny wptyw na czas fibrynolizy
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(1T1) zaobserwowano jedynie w przypadku pochodnej 1 (0.3-0.6 pmol/mL) (p < 0.05),
co byto bezposrednio zwigzane z podwyzszong wartoscig parametru Fmax. Dla pochod-
nych 9 i 14 odnotowano znaczne zwigkszenie maksimum fibrynolizy (1Lmax); co naj-
prawdopodobniej byto spowodowane wzrostem wartosci Fmax. Natomiast zwigzek 11
w stezeniu 1.5 pumol/mL znaczaco zmniejszat maksymalng predkos¢ fibrynolizy (| Lmax;
p < 0.05). Zmiana ta jest Scisle zwigzana ze statystycznie znamiennym zmniejszeniem
maksimum wykrzepiania (| Fmax; p < 0.05) odnotowanym w najwyzszym badanym ste-
zeniu. Niewatpliwie wszystkie otrzymane warto$ci parametru Lmax odzwierciedlajg
zmiany obserwowane dla parametru Fmax, a zatem wszystkie utworzone skrzepy ulegly
calkowitej lizie. Ponadto niniejsze wyniki sugeruja, iz wszystkie utworzone skrzepy ule-
gty lizie w czasie zblizonym do czasu fibrynolizy odnotowanego W przypadku prob kon-
trolnych, a zatem inkubacja z badanymi zwigzkami nie wigze si¢ z ryzykiem opdznienia

procesu fibrynolizy.

Proces generowania trombiny stanowi centralny element procesu hemostazy, na kto-
rego przebieg ma wptyw szybkos$¢ jej powstawania, jej struktura oraz stabilno$¢ mecha-
nicznai fibrynolityczna [146,147]. W tym dynamicznym procesie generowania trombiny,
czes¢ utworzonej trombiny oddziatuje zwrotnie na dwa wezesne stadia uktadu krzepnie-
cia— aktywacja czynnika V i VIII. Na skutek aktywacji wyzej wymienionych czynnikow
krzepnigcia nastepuje wzmocnienie funkcji czynnika/éw Xa i IXa, ktore sa zaangazo-
wane w dalszy proces tworzenia trombiny [148]. Przeglad dostepnej literatury dowodzi,
iz zmieniony wzorzec generacji trombiny przyczynia si¢ do istotnych implikacji fizjolo-
gicznych — zmian w procesie krzepnigcia osocza. Na przyktad nadmierne nasilenie pro-
cesu generacji trombiny bezposrednio koreluje ze zwigkszonym ryzykiem zakrzepowym.
Zatem proces generowania trombiny ma kluczowe znaczenie dla opracowywania nowych
srodkow przeciwzakrzepowych lub hemostatycznych [146-148]. Dlatego tez w kolejnej
czesci badan przeprowadzono eksperymenty oceniajace wpltyw zwigzkow 1-5, 9, 11, 12,
14 na proces krzepnigcia po generacji endogennej trombiny (Publikacja 11 i Publika-
cja I11). Poprzez ciggly pomiar zmian transmitancji, badanie to dostarcza cennych infor-
macji o wytwarzaniu endogennej trombiny — szybkos$ci generowanej trombiny w osoczu
oraz o zapoczgtkowaniu kaskady krzepniecia. Na skutek dodania niewielkiej ilosci trom-
biny (0.00312 1U/mL) oraz chlorku wapnia (0.005 mmola/mL), do probek zawierajacych
trzykrotnie rozcienczone osocze, zaindukowano reakcje zwrotng prowadzaca do wytwo-

rzenia endogennej trombiny oraz zapoczatkowania procesu krzepnigcia. Analiza krzywej
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generacji trombiny ujawnita, iz zwigzki 2 (1.5 umol/mL), 4 (0.6 umol/mL) i 5 (0.06—
0.3 umol/mL) oraz pochodne 9, 11, 12, 14 w calym badanym zakresie st¢zen znacznie
op6zniaty proces generowania endogennej trombiny. Ponadto w przeprowadzonym eks-
perymencie zwiazki 2 i 5 przy najwyzszym badanym stezeniu (1.5 umol/mL; p < 0.01)
oraz pochodne metforminy 9 i 11 w zakresie stezen 0.6—1.5 umol/mL (odpowiednio;
p <0.01, p<0.05) przyczynily si¢ do istotnego statystycznie zmniejszenia pola pod
krzywa tworzenia skrzepu (|S); podczas gdy dla pozostatych analogow metforminy cal-
kowity potencjal krzepniecia pozostawat staty (S constans). Zmniejszenie maksimum wy-
krzepiania (Fmax) zaobserwowano dla zwigzkéw 2 1 5 przy najwyzszym testowanym
stezeniu (1.5 pmol/mL), dane te sugeruja, iz struktura chemiczna powyzszych sulfona-
midéw moze wptywaé na strukture skrzepu. Zadna z pozostatych badanych pochodnych
nie indukowata znaczacych zmian maksimum wykrzepiania (Fmax constans).
Ponadto stwierdzono istotne wydtuzenie czasu wykrzepiania osocza (1Tf) i zmniejszenie
poczatkowej predkosci wykrzepiania osocza (| Fvo) dla nastgpujacych sulfonamidow:
4 (0.3-0.6 umol/mL), 5 (0.3-1.5 pmol/mL) oraz 9, 11, 12, i 14 (w calym zakresie bada-
nych stgzen). Stad tez przypuszczamy, iz wspomniane czgsteczki mogg wywiera¢ ko-
rzystny efekt na krzepnigcie osocza poprzez wplyw na aktywnos¢ trombiny badz poprzez
zmiang¢ aktywnos$ci czynnikow krzepnigcia, CO W nastepstwie prowadzi do opdznienia

powstawania skrzepu po generacji endogennej trombiny.

Bioragc pod uwage silny wptyw zwigzkéw 9-14 na proces polimeryzacji fibryny,
przejawiajacy si¢ istotnym statystycznie wydtuzeniem czasu TT i ich zdolno$¢ do hamo-
wania wewnatrzpochodnego szlaku krzepnigcia krwi (fAPTT) czy opdzniania procesu
generacji endogennej trombiny (TGt) oraz role przypisywang trombinie w rozwoju 1 pro-
gresji zakrzepicy, a takze fakt, iz inhibicja trombiny (cz. Ila) stanowi jeden z kluczowych
celow terapeutycznych lekow innowacyjnych obecnie powszechnie stosowanych w far-
makoterapii przeciwzakrzepowej, podjeto probe przetestowania tych zwigzkow pod ka-
tem ich oddziatywania na aktywno$¢ amidolityczng trombiny (Publikacja 111) [149].
Badanie to przeprowadzono w oparciu o metod¢ spektrofotometryczna, a osiagnigte wy-
niki wyrazono jako predko$¢ reakcji enzymatycznej (dA/dt) oraz maksymalna aktywno$¢
trombiny (Amax).

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, iz wszystkie badane pochodne 9-14
wykazywaty nieznaczne dziatanie hamujgce predko$¢ reakcji enzymatycznej (dA/dt) oraz

maksymalng aktywno$¢ trombiny (Amax); zmiany te byly jednak statystycznie
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nieistotne. Niewatpliwie, p-aminobenzenosulfonamid (14) najsilniej hamowat maksy-
malng aktywno$¢ trombiny (Amax) oraz szybkos¢ reakcji enzymatycznej (dA/dt) w ca-
tym analizowanym zakresie stezen (0.3-1.5 umol/mL); co potwierdza wcze$niejsze wy-
niki pozyskane z testu krzepnigcia, tj. istotne statystycznie opdznienie procesu generacji
endogennej trombiny (1TGt), a takze znaczace wydluzenie parametrow APTT i TT.
Ponadto dla zwiagzku 11 w stezeniu 1.5 pmol/mL zaobserwowano takze spadek predkosci
reakcji enzymatycznej (JdA/dt; NS, p > 0.05), co mogtoby wyjasnia¢ zmiany odnotowane
we wspominanym stezeniu w: CL-teScie — istotne statystycznie zmniejszenie maksimum
wykrzepiania (| Fmax; p <0.05) oraz poczatkowej predkosci wykrzepiania osocza (| Fvo;
p < 0.05), a takze wydtuzenie czasu wykrzepiania osocza (1Tf ; p < 0.01); czy w tescie
krzepnigcia — istotne statystycznie opdznienie procesu generacji endogennej trombiny
(1TGt; p <0.001). Istotny statystycznie spadek szybkoS$ci reakcji enzymatycznej (dA/dt)
zaobserwowano réwniez dla para- podstawionych benzenosulfonamidy (9, 13); jednak te
korzystne efekty odnotowano przy najwyzszym stezeniu, ktore przyczynito si¢ do znacz-
nego spadku zywotnosci komorek HUVEC, dlatego tez wyniki te nie uwaza si¢ za wazne.
Badania te nie wykazaty statystycznie znaczacych zmian w aktywnosci trombiny dla po-
zostalych pochodnych metforminy. Zatem niniejsze wyniki sugeruja, iz wydtuzenie czasu
TT wykazane w przypadku zwigzkéw 10, 12 moze by¢ spowodowane ich wptywem na

proces polimeryzacji fibryny.
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ETAP 3. Badania biozgodnosci nowych pochodnych metforminy w modelu ludzkich
erytrocytow (tzw. erytrotoksyczno$¢) (Publikacja 111).

Kazdy lek, ktory po wchionigciu przemieszceza si¢ do krwi, ma bezposredni kontakt
Z erytrocytami — moze zosta¢ zwigzany na ich powierzchni badz dyfundowac¢ do ich wne-
trza [72]. Zatem kwestia hemozgodnosci jest kluczowym kryterium ograniczajacym przy-
datnos¢ kliniczng nowych potencjalnych substancji leczniczych. Erytrocyty sa wrazliwe
na utrate integralnosci oraz hemoliz¢ z powodu naprezen $cinajgcych €zy zmian ci$nienia
osmotycznego. Dlatego tez w trakcie opracowywania nowych kandydatow na leki istotne
jest, aby zaprojektowane czasteczki nie wchodzity w niekorzystne interakcje z elemen-
tami morfotycznymi krwi. Ponadto erytrocyty stanowig prawdopodobnie drugi kompart-
ment dystrybucji metforminy [63]. Stad tez w ramach niniejszej pracy postanowiono oce-
ni¢ biozgodnos¢ nowych pochodnych w modelu ludzkich erytrocytow. Majac na wzgle-
dzie badania przeprowadzone przez Robert F. i wsp., ktore dowodza, iz okres pottrwania
metforminy w tych komarkach krwi jest znacznie dtuzszy niz ten odnotowany w osoczu —
23.4 £ 1.9 h wobec 2.7 £ 1.2 h [150], postanowiono przeprowadzi¢ ocen¢ wptywu no-
wych pochodnych metforminy na hemoliz¢ krwinek czerwonych oraz badanie morfolo-
giczne tych komorek krwi zaréwno po 1 godzinie, jak i 24 godzinach inkubacji ze wszyst-
kimi badanymi zwigzkami (1-14). Eksperymenty oceniajgce potencjalng erytrotoksycz-
nos¢ zwigzkow 1-8 przeprowadzitam w ramach wczes$niej realizowanych badan pod kie-
rownictwem pani dr hab. Markowicz-Piaseckiej, a osiggniete wyniki zostaty szczegétowo
omoéwione w publikacji naukowej pt. ,,Sulfonamide metformin derivatives induce mito-
chondrial-associated apoptosis and cell cycle arrest in breast cancer cells.”, ktorej jestem
rowniez wspotautorem. Pomimo, iz zwigzki 1-5 w stezeniu 1.5 umol/mL w statystycznie
istotny sposob zwickszaty odsetek zhemolizowanych erytrocytow po 1 i 24-h inkubacji,
nalezy je uzna¢ za hemokompatybilne, gdyz oszacowany stopien hemolizy czerwonych
krwinek nie przekroczyt klinicznie istotnego poziomu — 10%. Jednakze benzenosulfona-
midowe pochodne metforminy z ugrupowaniem -CN podstawionym w pierScieniu aro-
matycznym w pozycji 0-, m- i p- (6-8) przyczyniaty si¢ do znaczacej hemolizy krwinek
czerwonych, przekraczajacej 15% w stezeniu 1.5 umol/mL. Zwiazki te uznano za bio-
kompatybilne w zakresie stezen 0.006—0.6 umol/mL, gdyz tu stopien hemolizy nie prze-
kroczyt 10%. Po 1-godzinnej inkubacji zarowno pochodne metoksylowe podstawione
w pozycji meta- (9), para- (10), jak i m-nitrobenzenosulfonamid (11) nie wykazywaty

statystycznie istotnego wptywu na integralno$¢ btony erytrocytarnej w catym badanym
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zakresie stezen. Pozostale zwigzki (12—14) znaczaco zwigkszaly odsetek zhemolizowa-
nych erytrocytéw; jednakze stopien hemolizy erytrocytow wynosit mniej niz 5%,
co uwaza si¢ za klinicznie nieistotne. Przykladowo, stopien hemolizy erytrocytow po
1-godzinnej inkubacji zawiesiny erytrocytow w obecno$ci zwigzku 12 (0.6 pmol/mL)
wynosit 1.72 + 0.57 (wobec kontroli 0.966 + 0.116; p < 0.05). Zaden z badanych zwiaz-
kow 9-14 rowniez nie wywotywat istotnej klinicznie hemolizy po 24 godzinach inkuba-
cji. Niewatpliwie zwigzki (1-5, 9-14) mozna uzna¢ za potencjalnie bezpieczne w zakre-
sie stezen 0.006—1.5 pmol/mL, gdyz % hemolizy w Zadnym przypadku nie przekroczyt
10%.

Erytrocyty poddano rowniez analizie morfologicznej z wykorzystaniem mikroskopu
z kontrastem fazowym. W przypadku erytrocytow traktowanych zwigzkami 1-6, 9-14
nie zaobserwowano zmian patologicznych, a wiec zmian nieodwracalnych, takich jak:
anizocyty czy owalocyty, zarowno po 1 godzinie oraz 24 godzinach inkubacji. Niemniej
jednak zauwazono tendencj¢ do tworzenia echinocytéw oraz stomatocytow na skutek
traktowania erytrocytow pochodnymi 1-6, 9-14 (po 1-h i 24-h). Jednakze sg to zmiany
fizjologiczne i w peni odwracalne. Po 24 godzinnej ekspozycji erytrocytow na wyzej
wymienione zwigzki zaobserwowano nasilenie zmian fizjologicznych w poréwnaniu do
eksperymentu prowadzonego przez 1 godzing. Sposrdéd wszystkich badanych zwiazkow
pochodne cyjanowe podstawione w pozycji meta i para w pier§cieniu benzenowym (7—
8) indukowaty rozleglta echinocytoze, eryptoze i owalocytoze, co odzwierciedla wyniki
uzyskane w tesScie okreslajacym integralno$¢ blony erytrocytarnej. Podsumowujac,
nowe sulfonamidowe pochodne metforminy 1-5, 9-14 uznano za hemokompatybilne,
gdyz nie wykazuja one wplywu na integralno$¢ btony erytrocytarnej oraz morfologie
krwinek czerwonych w calym badanym zakresie stezen (0.006—1.5 pmol/mL), w ktorym
to byly one testowane w ramach eksperymentéw stanowigcych podstawe niniejszej roz-

prawy doktorskiej.
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Podsumowanie osiagnietych wynikow

ETAP 4. Ustalenie zaleznosci pomi¢dzy budowa a aktywnoscig biologiczng badanych
pochodnych (Publikacja Il i Il1l). Podsumowanie wynikow uzyskanych

w przeprowadzonych badaniach naukowych.

W ramach prezentowanej rozprawy doktorskiej przeprowadzono analize zalezno$ci
pomiedzy budowa chemiczng nowych sulfonamidowych analogéw metforminy a ich ak-
tywnos$cig biologiczng, ze szczegdlnym uwzglednieniem wilasciwosci antykoagulacyj-
nych i cytotoksycznos$ci w modelach hodowli komorek in vitro. Na podstawie przepro-

wadzonych eksperymentow uzyskano nast¢pujace rezultaty:

= Sposrod wszystkich analizowanych zwigzkow, alkilowe pochodne metforminy (1-3),
m-nitrobenzenosulfonamid (11) oraz o-aminobenzenosulfonamid (12) wykazywaty
najkorzystniejszy profil bezpieczenstwa w obu liniach komoérkowych HUVEC
i AoSMC w stezeniach do 1.5 umol/mL, co zostalo rowniez potwierdzone w bada-
niach integralnosci komorkowe;.

* Analiza statystyczna badania integralnosci 1 zywotnosci komérek HUVEC dowiodta,
iz opracowana strategia chemicznej modyfikacji szkieletu metforminy w sulfonamid
zawierajacy w swojej budowie podstawnik alkilowy, tj. n-butylowy, prowadzi do uzy-
skania zwigzku o najmniejszej cytotoksycznosci, gdyz po 36 godzinach inkubacji
z komérkami HUVEC pochodna ta nie wplywala istotnie na warto$¢ znormalizowa-
nego indeksu komorkowego w obu badanych st¢zeniach 0.3 1 1.0 umol/mL, a 0szaco-
wana dla niej warto$¢ 1Cso wynosi 3.643 + 0.26 umol/mL.

= Wszystkie sulfonamidowe analogi metforminy zaleznie od badanego st¢zenia zmniej-
szaly integralno$¢ komoérek srodbtonka naczyniowego, jednakze w przypadku pochod-
nych 2-5, 9-14 zmiany te nie byly powiazane ze zwigkszong $Smiertelnoscig komorek
HUVEC.

= Podstawienie pier§cienia aromatycznego ugrupowaniem cyjanowym w pozycji orto,
meta badz para skutkowato znaczgcym wzrostem cytotoksycznosci benzenosulfona-
midowych pochodnych metforminy, co przejawialo si¢ zmniejszeniem zywotnosci ko-
moérek HUVEC na poziomie: 78.13-98.45%, jak réwniez spadkiem integralno$ci ko-
morek §rodbtonka do wartosci bliskich zeru.

= Zarowno wszystkie pochodne alkilowe (1-4), jak roéwniez meta i para podstawione

benzenosulfonamidy (5, 9, 10, 13, 14), podobnie jak lek referencyjny, metformina,
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zwigkszaja wychwyt glukozy w komoérkach HUVEC, co moze wskazywa¢ na ich po-
tencjalne dziatanie hipoglikemizujace. Niewatpliwie w celu uzyskania petnej oceny
wplywu nowo zsyntetyzowanych analogéw metforminy na wychwyt glukozy nie-
zbedne jest przeprowadzenie dalszych eksperymentéw z wykorzystaniem innych mo-
deli komorkowych, takich jak hepatocyty, komorki trzustki czy migéni szkieletowych.
Na skutek chemicznego przeksztatcenia czasteczki metforminy w sulfonamidy zawie-
rajgce uktad aromatyczny uzyskano zwigzki (5; 9—14) hamujace zar6wno wewnatrz-
pochodny szlak krzepniecia (TAPTT), jak i proces polimeryzacji fibryny (1TT).
Natomiast wprowadzenie grupy metoksylowej, nitrowej badZ aminowej do pier§cienia
aromatycznego benzenosulfonamidowych analogéw metforminy w pozycji meta de-
terminuje ich wptyw takze na zewnatrzpochodny szlak krzepnigcia (1PT). Dane te zo-
staty dodatkowo potwierdzone eksperymentalnie w tescie oceniajacym aktywnos$¢ jed-
nego z gtownych celi innowacyjnych lekow przeciwzakrzepowych — badanie aktyw-
nosci czynnika X, ktory wykazal, iz wszystkie badane aromatyczne pochodne metfor-
miny indukowaty spadek jego aktywno$ci, potwierdzajac w ten sposob ich potencjalne
wlasciwosci antykoagulacyjne. Ponadto w obecnosci wspomnianych benzenosulfona-
midowych analogéow metforminy 9, 11 i 14 odnotowano takze wzrost aktywnosci AT.
Sposréd pochodnych alkilowych, zwigzek z podstawnikiem n-butylowym (1) w staty-
stycznie istotny sposob wydluzat czas APTT, zmniejszal aktywnos$¢ czynnika X oraz
indukowal wzrost aktywnosci AT. Za$ pochodna trifluorometylowa (4) wydhizata
proces polimeryzacji fibryny, co moze by¢ bezposrednio powigzane z jej zdolnoscia
do zwigkszania aktywnosci AT. Jednakze te korzystne wtasciwosci pochodnej 4 byty
obserwowane w stezeniach, ktore przyczyniaja si¢ do znaczacego spadku zywotnosci
komorek HUVEC.

Dalsza poglebiona analiza przy uzyciu wieloparametrycznego modelu (CL-test) do-
starcza dodatkowych dowodow na to, iz przylaczenie grupy nitrowej do pier§cienia
benzenu w pozycji meta prowadzi do uzyskania zwigzku (11) o potencjalnej aktywno-
$ci antykoagulacyjnej, wynikajacej z jego hamujacego wptywu na proces polimeryza-
cji fibryny (| Fvo, |Fmax, 1Tf), a takze zdolnosci do wydtuzania czasu potrzebnego
do rozpoczegcia procesu tworzenia skrzepu (1Tt).

Alkilowe analogi metforminy 2, 4 oraz jej aromatyczne pochodne 5, 9, 11, 12, 14

przyczynity si¢ do wydtuzenia czasu generacji endogennej trombiny (TGt) i czasu
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Krzepnigcia osocza (1Tf) oraz zmniejszenia poczatkowej predkosci wykrzepiania oso-
cza (|Fvo), co moze by¢ bezposrednio powigzane z hamowaniem aktywnos$ci amido-
litycznej trombiny, zwlaszcza w przypadku zwigzkow 9, 11, 14.

W dalszych badaniach eksperymentalnych oceniajgcych aktywnos$¢ amidolityczng
trombiny, dowiodtam, iz przeprowadzenie modyfikacji chemicznej struktury metfor-
miny w pochodng benzenosulfonamidows z przytaczonym podstawnikiem aminowym
w pozycji para- (14) pozwala uzyska¢ zwigzek 0 potencjalnych wtasciwosciach anty-
koagulacyjnych, gdyz sposrod wszystkich analizowanych pochodnych wykazywat on
najsilniejszy efekt hamujacy maksymalng aktywnos¢ trombiny (Amax) oraz szybkos¢
reakcji enzymatycznej (dA/dt) w calym badanym zakresie st¢zen.

Wszystkie przebadane sulfonamidowe analogi metforminy (1-5) zmniejszaty uwal-
nianie t-PA. W celu przeanalizowania zalezno$ci pomi¢dzy wptywem sulfonamido-
wych pochodnych metforminy na poziom t-PA a zdolnos$cig do przeksztalcania nieak-
tywnego plazminogenu w aktywng plazming¢ niezbgdne jest przeprowadzenie dalszych
pogtebionych badan oceniajacych aktywno$¢ plazminy, jak réwniez warto oszacowac
stosunek PAI-1 do t-PA

W przeprowadzonym te$cie zarastania rysy, p-acetylobenzenosulfonamid (5) w spo-
sob umiarkowany hamowat migracj¢ komorek §rédbtonka, co moze okazac si¢ nie-
zwykle cenne przy opracowywaniu czgsteczek hamujacych inicjacje oraz progresj¢
zmian miazdzycowych.

W $wietle uzyskanych wynikoéw nowe benzenosulfonamidowe pochodne oparte na
szkielecie metforminy podstawione grupa aminowa W pozycji 0-, m-, p- w pier§cieniu
aromatycznym (12-14) indukowaty znaczny spadek mitochondrialnego potencjatu
membranowego (AYM), co moze by¢ istotne w zapobieganiu dysfunkcji srédbtonka
oraz w leczeniu wtérnych defektow zwigzanych z cukrzyca.

Zadna z testowanych pochodnych (1-5, 9-14), poza cyjanobenzenosulfonamidami (6—
8), nie wykazuje niekorzystnego wplywu na integralno$¢ blony erytrocytarne;j,
gdyz stopien hemolizy krwinek czerwonych po inkubacji ze wspomnianymi analo-
gami metforminy nie przekroczyl 10%, a mikroskopia fazowo-kontrastowa wykazata
jedynie tendencje do tworzenia zmian fizjologicznych: transformacje dyskocyt —
echinocyt oraz dyskocyt — stomatocyt. W zwigzku z powyzszym wysuni¢to wniosek,
iz wszystkie te nowo zsyntetyzowane analogi metforminy (1-5, 9-14) nie oddziatuja
silnie z ich dwuwarstwa lipidowo-biatkowa, a wigc sa hemokompatybilne w catym

badanym zakresie stezen: 0.006—1.5 umol/mL.
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Benzenosulfonamidy podstawione ugrupowaniem -CN w pozycji o-, m- i p- (6-8)
przyczyniaty si¢ do znaczacej hemolizy krwinek czerwonych, przekraczajacej 15%
w stezeniu 1.5 pumol/mL, co znalazto swoje odzwierciedlenie w analizie mikroskopo-
wej — zaobserwowano rozlegla echinocytoze, eryptoze i owalocytoze. Zwigzki te
uznano za biokompatybilne w zakresie stezen 0.006—0.6 pmol/mL (stopien hemolizy
< 10%).
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Rycina 15A. Podsumowanie osiggni¢tych wynikow badan zrealizowanych w ramach pracy doktorskie;j.
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Rycina 15B. Podsumowanie osiggni¢tych wynikéw badan zrealizowanych w ramach pracy doktorskie;.



Whioski

Whioski koncowe oraz perspektywy na przyszlosé

Metformina to nie tylko jeden z najstarszych doustnych lekow przeciwcukrzycowych,
zalecany przez prawie wszystkie aktualne wytyczne jako lek pierwszego rzutu w terapii
T2DM, ale rowniez czasteczka chemiczna z bogatg perspektywa na przysztosc ze wzgle-
du na jej dobry profil bezpieczenstwa, dtugotrwate stosowanie u ludzi oraz wiele cennych
wlasciwosci, obejmujacych jej wielokierunkowy wptyw na glikemie oraz plejotropowy
mechanizm dziatania, w tym m.in. korzystny wpltyw na profil lipidowy osocza,
zwigkszenie aktywnos$ci fibrynolitycznej osocza oraz redukcje stresu oksydacyjnego;

a takze jej ochronny wptyw na uktad sercowo-naczyniowy.

Pomimo tych wszystkich korzystnych wtasciwosci, ze wzgledu na wiasciwosci fizy-
kochemiczne metforminy, jej stosowanie jest bezposrednio powigzane z kilkoma proble-
mami, m.in. relatywnie wolnym i niecatkowitym wchtanianiem z przewodu pokarmo-
wego, co W konsekwencji przejawia si¢ umiarkowang biodostepno$cig oraz znacznymi
réznicami mi¢dzyosobniczymi i wewnatrzosobniczymi w odpowiedzi klinicznej na lek.
W zwiazku z powyzszym w University of Eastern Finland zsyntetyzowanych zostato 14
nowych sulfonamidowych analogow metforminy, o korzystniejszym profilu fizykoche-
micznym, ktore nastepnie zostaty w ramach niniejszej pracy doktorskiej przebadane pod
katem ich dziatania na wybrane parametry hemostazy osoczowej i naczyniowej, jak row-
niez oceniono ich biozgodnos¢ w modelu ludzkich erytrocytow. Ponadto oszacowano ich
zdolno$¢ do wychwytu glukozy z komérek HUVEC, a takze oznaczono ich aktywnos¢

cytotoksycznag w modelach hodowli ludzkich komorek pierwotnych in vitro.

Zgodnie z osiggnigciami uzyskanymi w ramach wcze$niej prowadzonych badan,
metformina nie wptywa zaréwno na wewnatrzpochodny, jak 1 zewnatrzpochodny szlak
krzepnigcia (APTT, PT), jak rowniez na proces polimeryzacji fibryny (TT), parametry
kinetyczne tworzenia skrzepu i fibrynolizy (CL-test) oraz aktywno$¢ czynnika X
[89,132]. Niemniej jednak, metformina zwigksza uwalnianie t-PA w catym badanym za-
kresie stezen 0.006—1.5 umol/mL [89]. Ponadto metformina w statystycznie istotny spo-
sob zwigksza aktywno$¢ AT, jednakze wylacznie w stezeniu 1.5 umol/mL [144].
Natomiast na podstawie eksperymentéw przeprowadzonych w ramach prezentowanej
rozprawy doktorskiej mozna wywnioskowac¢, iz nowo zsyntetyzowane, nieopisane wcze-
$niej w literaturze analogi metforminy 0 budowie sulfonamidowej, zawierajace podstaw-
nik alkilowy (1-4) badz pierscien aromatyczny w swojej strukturze chemicznej (5, 9-14),

wywierajg korzystniejsze dziatanie na poszczegdlne parametry hemostazy osoczowej
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Whioski

niz lek referencyjny, metformina. Rezultaty przeprowadzonych analiz sugeruja,
iz m-nitrobenzenosulfonamid (11) wykazuje wysoce pozadang aktywnos$¢ przeciwkrze-
pliwa; podczas gdy m-metoksybenzenosulfonamid (9), m-aminobenzenosulfonamid (13)
oraz p-aminobenzenosulfonamid (14) wykazuja zarowno wlasciwosci przeciwhipergli-
kemiczne, jak i silniejsze dziatanie przeciwzakrzepowe niz metformina. Tak wigc uzy-
skane wyniki wskazuja, iz chemiczna modyfikacja szkieletu metforminy w sulfonami-
dowe analogi zawierajace w swojej budowie uktad aromatyczny podstawiony zwlaszcza
w pozycji meta (9, 11, 13) prowadzi do otrzymania czgsteczek o silniejszych whasciwo-
$ciach przeciwzakrzepowych niz sam lek macierzysty, metformina. Ponadto przeprowa-
dzone analizy cytotoksycznos$ci badanych zwigzkow 1-5, 914 z wykorzystaniem komo-
rek HUVEC oraz AoSMC, a takze erytrocytow sugerujg bezpieczenstwo ich potencjal-
nego zastosowania. Niemniej jednak, wytacznie na podstawie badan in vitro nie mozna
przewidzie¢ wtasciwosci nowych analogow metforminy w warunkach in vivo. Niezbgdne
jest zatem kontynuowanie badan in vivo w celu uzyskania pelnego modelu skutecznosci

| bezpieczenstwa nowo zsyntetyzowanych sulfonamidowych analogéow metforminy.

Podsumowujac, wyzej wymienione pochodne o obiecujacym dziataniu hipoglikemi-
zujacym i/lub potencjalnie silniejszym dziataniu przeciwzakrzepowym niz metformina,
moga by¢ stosowane jako czgsteczki wiodace do dalszego projektowania i opracowywa-
nia nowych, potencjalnych srodkow terapeutycznych o wielokierunkowym mechanizmie
dziatania. Zatem modyfikacja szkieletu metforminy w sulfonamidy zawierajace pierscien
aromatyczny stanowi pierwszy obiecujacy krok w rozwoju nowych pochodnych bigua-
nidu wykazujacych wlasciwosci hipoglikemizujace o korzystnym wptywie na stan nad-
krzepliwosci, a uzyskane wyniki w przyszto$ci mogg przyczyni¢ si¢ do uzyskania leku
wykazujacego wielokierunkowy mechanizm dziatania, co bytoby istotne w leczeniu oraz

przeciwdziataniu powiktaniom wspotistniejacym z T2DM.
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Streszczenie pracy

Cukrzyca jest obecnie uznawana za jedng z najbardziej rozpowszechnionych,
przewlektych chorob metabolicznych na $wiecie. W ostatnich dwoch dekadach liczba
pacjentow z rozpoznang cukrzyca gwattownie wzrasta, co stanowi jedno z najpowazniej-
szych zagrozen dla globalnego zdrowia, jak rowniez najwicksze wyzwanie zdrowotne
obecnego wieku. Zgodnie z obowigzujaca definicja Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO, ang. World Health Organization) cukrzyca jest wyniszczajagcym, wieloczynniko-
wym, przewlektym zespotem zaburzen metabolicznych objawiajacym si¢ wysokim ste-
zeniem glukozy we krwi (stan przewlektej hiperglikemii) wynikajacym z uposledzonego
wydzielania insuliny i/lub defektow dzialania insuliny. Sposréd wszystkich typow
cukrzycy, cukrzyca typu 2 (T2DM, ang. Type 2 Diabetes Mellitus) stanowi prawie 95%
wszystkich zdiagnozowanych przypadkow. W poczatkowej fazie cukrzycy leczenie roz-
poczyna sie od kompleksowej modyfikacji stylu zycia, tj. zmiany nawykow zywienio-
wych, wprowadzenia umiarkowanego wysitku fizycznego, abstynencji od alkoholu oraz
zaprzestania palenia tytoniu. Jezeli utrzymanie optymalnej kontroli metabolicznej cho-
roby nie jest mozliwe mimo zastosowania wyzej wymienionych srodkow, niezbedne jest
wlaczenie do terapii behawioralnej odpowiedniej terapii lekowej. Zgodnie z najnowszymi
zaleceniami Amerykanskiego Towarzystwa Diabetologicznego, Europejskiego Stowa-
rzyszenia Badan nad Cukrzycg oraz Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego chloro-
wodorek N,N-dimetylobiguanidu, powszechnie znany jako metformina, jest lekiem
pierwszego rzutu, stosowanym zarowno w monoterapii we wczesnych stadiach T2DM,
jak i na dalszych etapach leczenia w terapii skojarzonej z insuling lub innymi lekami

hipoglikemizujacymi, jesli nie istniejg zadne przeciwskazania do jej stosowania.

T2DM jest czesto bezposrednio powigzana z szeregiem chorob wspotistniejacych,
takich jak choroby uktadu sercowo-naczyniowego, nadci$nienie, otytos¢, hiperlipidemia,
przewlekta choroba nerek czy niealkoholowa stluszczeniowa choroba watroby.
Choroby te zaliczane sg do gldownych czynnikéw warunkujgcych stan prozakrzepowy
u diabetykow. Ze wzgledu na wysokie ryzyko incydentéw miazdzycowo-zakrzepowych,
klinicznie objawiajacych si¢ chorobg wiencowa, a takze chorobg naczyn obwodowych
lub mézgowych; choroby uktadu sercowo-naczyniowego sa najczestsza przyczyna Smier-
telnosci w tej grupie pacjentow. Warto wspomniec¢, iz od ponad 60 lat metformina sta-

nowi najczesciej przepisywany lek w terapii T2DM, a jej zastosowanie kliniczne jest po-
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parte obszerng bazg danych pochodzaca zarowno z badan przedklinicznych, jak i klinicz-
nych, ktéra obejmuje takze istotne dowody na redukcje Czgstosci zdarzen sercowo-
naczyniowych u pacjentow z cukrzycg. Przetomowe z klinicznego punktu widzenia oka-
zaty si¢ wyniki badania United Kingdom Prospective Diabetes, ktore udowodnity, iz cza-
steczka ta znaczgco zmniejsza zgony zwigzane z cukrzycg (o 42%), a takze $miertelno$¢
0g6Ing (0 36%) oraz ryzyko zawalu migsénia sercowego (0 39%) u pacjentow ze zdiagno-
zowang T2DM. Te korzystne wiasciwo$ci metforminy wynikaja z jej wielokierunkowego
wplywu na glikemie oraz plejotropowego mechanizmu dziatania, w tym korzystnego
wplywu na profil lipidowy osocza, nasilenia aktywnosci fibrynolitycznej 0socza oraz re-
dukcji stresu oksydacyjnego, a takze jej ochronnego wptywu na uktad sercowo-naczy-
niowy, w tym zmniejszenie przebudowy migs$nia sercowego oraz wiasciwosci przeciw-
miazdzycowych. Dobry profil bezpieczenstwa metforminy, dlugotrwate stosowanie u lu-
dzi oraz wszystkie wymienione powyzej wielokierunkowe wtasciwosci farmakologiczne
metforminy uzasadniaja jej wiodaca pozycje W leczeniu pacjentow z cukrzyca,
a takze otwieraja nowe mozliwo$ci zastosowania tej wyjatkowej czasteczki w profilak-
tyce 1 leczeniu wielu ztozonych jednostek chorobowych. Stad tez metformina stata si¢

obiecujacym kandydatem w strategii repozycjonowania lekow.

Cho¢ metformina wykazuje wiele korzystnych wtasciwosci farmakologicznych,
niestety ze wzgledu na swojg budowe chemiczng i silnie hydrofilowy charakter wykazuje
niekorzystne wtasciwos$ci farmakokinetyczne. Skutkuje to niska przenikalnoscia przez
blony biologiczne, co prowadzi do stabej absorpcji leku i ostatecznie ogranicza jego bio-
dostgpnos¢. W zwiazku z powyzszym czasteczka metforminy wzbudzita w ostatnich la-
tach szczeg6lne zainteresowanie wsrod badaczy oraz zachecita ich do modyfikacji struk-
tury biguanidu. Aby poprawic¢ profil farmakokinetyczny i fizykochemiczny macierzy-
stego leku w University of Eastern Finland zsyntetyzowano szereg analogéw metforminy.
Sposrod wszystkich zsyntetyzowanych pochodnych obiecujacymi kandydatami okazaty
si¢ pochodne sulfonamidowe. W celu uzyskania analogu metforminy o potencjalnym po-
dwojnym dziataniu, w tym o wilasciwosciach hipoglikemizujacych i przeciwzakrzepo-
wych, jeden z bocznych atoméw azotu w szkielecie metforminy podstawiono ugrupowa-
niem sulfonamidowym posiadajgcym w swojej strukturze grupe alkilowg lub pierscien

aromatyczny.
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Uwzgledniajac powyzsze przestanki, celem przedstawionego spojnego tematycznie
zbioru publikacji naukowych, stanowigcych podstawe niniejszej dysertacji, byto przepro-
wadzenie analizy aktywnos$ci biologicznej 14 nowych obiecujacych analogow metfor-
miny o budowie sulfonamidowej. Oceniono wptyw niniejszych zwigzkow na wybrane
aspekty hemostazy, w tym parametry osoczowe i naczyniowe oraz uktad krzepnigcia
I fibrynolize. W zaprezentowanej pracy przeprowadzono takze szczegdtowa analizg po-
tencjatu terapeutycznego metforminy jako obiecujacej czasteczki o wasciwosciach prze-
ciwstarzeniowych wraz z uwzglednieniem molekularnych mechanizmoéow jej dziatania

w kontekscie potencjalnego zastosowania jako leku o0 wielokierunkowym dziataniu.

Pierwszy etap niniejszych badan obejmowat biologiczng ocen¢ 14 sulfonamidowych
pochodnych metforminy pod katem ich wptywu na wybrane parametry hemostazy naczy-
niowej. Cytotoksyczno$¢ badanych analogéw metforminy oceniono z wykorzystaniem
eksperymentalnych modeli in vitro uktadu naczyniowego: ludzkich komorek $rédbtonka
zyty pepowinowej (HUVEC, ang. Human Umbilical Vein Endothelial Cells) oraz ludz-
kich komoérek migéni gtadkich aorty (AoSMC, ang. Aortal Smooth Muscle Cells).
Weczesniejsze badania wykazaty, iz metformina nie wpltywa na zywotno$¢ zaréwno
komorek HUVEC, jak i komérek AoSMC w catym zakresie badanych stezen 0.006—
3.0 umol/mL. Z przedstawionych badan wynika, iz sposrdéd wszystkich analizowanych
zwigzkow, alkilowe pochodne metforminy (1-3), m-nitrobenzenosulfonamid (11)
i 0-aminobenzenosulfonamid (12) wykazuja najkorzystniejszy profil bezpieczenstwa za-
rowno w liniach komorkowych HUVEC, jak i AoSMC przy stezeniach do 1.5 pmol/mL.
Zastosowanie chemicznej modyfikacji czasteczki metforminy do benzenosulfonamidow
podstawionych grupa —CN w pozycji orto, meta lub para skutkowato istotnym wzrostem
cytotoksycznosci, co przejawiato si¢ zarbwno znacznym zmniejszeniem zywotnosci ko-
moérek HUVEC, jak i spadkiem ich integralno$ci do wartosci bliskich zeru. Pozostate
zwigzki zaleznie od stezenia zmniejszaty integralnos¢ komorek HUVEC, jednakze nie

przyczyniaty si¢ one do zwigkszenia ich Smiertelnos$ci.

W dalszej czgsci badan wszystkie analogi metforminy oparte na strukturze sulfona-
midu zostaty poddane badaniom przesiewowym w celu przeprowadzenia oceny ich zdol-
nosci do utylizacji glukozy w komérkach HUVEC oraz ich potencjalnych wtasciwosci
przeciwzakrzepowych wykorzystujagc model biologiczny ludzkiego osocza. Przeprowa-
dzono pomiar czasu protrombinowego (PT, ang. Prothrombin Time), czasu cze$ciowej

tromboplastyny po aktywacji (APTT, ang. Activated Partial Thromboplastin Time) oraz
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czasu trombinowego (TT, ang. Thrombin Time). Nastepnie oceniano ich wptyw na ak-
tywnos$¢ czynnika X, trombiny i antytrombiny Il (AT, ang. antithrombin I11). Ponadto
analizowane zwigzki poddano dalszym pogl¢bionym badaniom pod katem ich wptywu
na proces tworzenia skrzepu i jego lizy (CL-test, ang. Clot Formation and Fibrinolysis
Test). Wczesniejsze badania wykazaty, iz metformina nie wptywa zar6wno na wewnatrz-
pochodny, jak i zewnatrzpochodny szlak krzepnigcia (APTT, PT), proces polimeryzacji
fibryny (TT), parametry kinetyczne tworzenia skrzepu czy fibrynolizy (CL-test) oraz ak-
tywno$¢ czynnika X w catym zakresie badanych stezen 0.006-3.0 umol/mL. Natomiast
udowodniono, iz metformina statystycznie istotnie zwigksza aktywnos¢ AT,
jednakze tylko przy st¢zeniu 1.5 umol/mL. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwier-
dzono, iz zaréwno alkilowe analogi metforminy 14, jak i jej aromatyczne pochodne 5,
9, 10, 13, 14, podobnie jak lek macierzysty, metformina, zwickszaly wychwyt glukozy
w komorkach HUVEC. W przeciwienstwie do leku referencyjnego, wszystkie aroma-
tyczne analogi metforminy (5, 9-14) istotnie wydtuzaty zarowno czas APTT, jak i TT.
Dzi¢ki strukturalnej modyfikacji szkieletu metforminy w m-podstawione sulfonamidy (9,
11, 13) uzyskano zwiazki, ktore wykazywaty wpltyw rdwniez na zewnatrzpochodny szlak
krzepnigcia (1PT). Dane te zostaty dodatkowo potwierdzone eksperymentalnie w tescie
oceniajgcym aktywno$¢ czynnika X, ktory wykazal, iz wszystkie sulfonamidy induko-
waty spadek jego aktywnoS$ci, tym samym potwierdzajac ich aktywno$¢ przeciwkrze-
pliwa. Z kolei w obecnosci pochodnych 9, 11 i 14 odnotowano réwniez wzrost aktywno-
$ci AT. Stwierdzono, iz przytaczenie grupy nitrowej w pozycji meta pierécienia benze-
nowego (pochodna 11) determinuje jej wptyw na proces tworzenia skrzepu (| poczatko-
wej predkosci wykrzepiania osocza (| Fvo), | maksimum wykrzepiania (|Fmax), 1 czasu
wykrzepiania osocza (1Tf)) oraz czas potrzebny do rozpoczgcia procesu tworzenia
skrzepu (1Tt). Ponadto test krzepnigcia wykazal, iz zaréwno alkilowe analogi metforminy
1-4, jak i jej aromatyczne pochodne 5, 9, 11, 12, 14 przyczyniajg si¢ do wydtuzenia czasu
generowania endogennej trombiny (TGt, ang. thrombin generation time), czasu krzepnig-
cia osocza (1Tf) oraz zmniejszenia poczatkowej predkosci wykrzepiania osocza (| Fvo),
co moze by¢ bezposrednio powigzane z hamowaniem przez te zwigzki amidolitycznej
aktywnosci trombiny. Ze strukturalnego punktu widzenia chemiczna modyfikacja szkie-
letu metforminy w benzenosulfonamid podstawiony ugrupowaniem aminowym w pozy-

cji para w pierscieniu aromatycznym skutkowata uzyskaniem zwiazku 14 o najsilniej-
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szym efekcie hamujacym maksymalng aktywnos¢ trombiny (Amax) i poczatkowa Szyb-
kos$¢ reakcji enzymatycznej (dA/dt) w catym badanym zakresie stezen, co zatem wska-

Zuje na jego wiasciwosci przeciwzakrzepowe.

W ostatnim etapie badan oceniono wptyw nowych pochodnych metforminy na hemo-
lize¢ krwinek czerwonych (RBC, ang. red blood cells) i morfologi¢ tych komoérek krwi.
Biozgodnos¢ niniejszych substancji w modelu ludzkich erytrocytow oceniano za pomoca
badania mikroskopowego i hemolizy RBC. Zaden z analizowanych sulfonamidowych
analogéw metforminy poza cyjanobenzenosulfonamidami (6-8) nie wykazywat nieko-
rzystnego wptywu na integralno$¢ blony erytrocytarnej oraz ich morfologi¢ (stopien he-
molizy erytrocytow < 10%); zatem wszystkie te nowo zsyntetyzowane analogi metfor-
miny (1-5, 9-14) nie oddziatujg silnie z ich dwuwarstwg lipidowo-biatkowa. W obrazie
mikroskopowym obserwowano jedynie zmiany fizjologiczne, tj. stomatocyty i echino-
cyty. Na podstawie niniejszych wynikow stwierdzono, iz zwigzki 1-5, 9-14 sa hemo-
zgodne w catym badanym zakresie stezen: 0.006—1.5 umol/mL. Analiza cytotoksyczno-
$ci badanych zwigzkow 1-5, 9-14 przy uzyciu komoérek HUVEC i AoSMC oraz erytro-
cytow sugeruje bezpieczenstwo ich potencjalnego zastosowania. Niemniej jednak,
aby uzyska¢ kompleksowy model skutecznosci i bezpieczenstwa niniejszych analogéw
metforminy opartych na strukturze sulfonamidu, niezbedne jest przeprowadzenie takze

badan in vivo.

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej dysertacji dowodzg, iz nowo zsyntetyzowane
analogi metforminy o strukturze sulfonamidowej, zawierajagce W swojej budowie
chemicznej zarowno podstawnik alkilowy (1-4), jak i pierScien aromatyczny (5, 9-14)
korzystniej wptywaja na wybrane parametry hemostazy osoczowej niz metformina.
Ponadto uzyskane dane sugerujg, iz m-nitrobenzenosulfonamid (11) wykazuje wysoce
pozadang aktywnos$¢ przeciwkrzepliwa; podczas gdy m-metoksybenzenosulfonamid (9),
m-aminobenzenosulfonamid (13) i p-aminobenzenosulfonamid (14) wykazuja zarowno
wlasciwosci przeciwhiperglikemiczne, jak 1 silniejsze dziatanie przeciwzakrzepowe
w porownaniu z lekiem odniesienia, metforming. Na tej podstawie wysunig¢to wniosek,
iz przeprowadzenie chemicznej modyfikacji szkieletu metforminy w benzenosulfona-
midy podstawione zwtaszcza w pozycji meta (9, 11, 13) prowadzi do otrzymania czaste-
czek o silniejszych wlasciwosciach antykoagulacyjnych niz lek macierzysty, metformina.

Wyzej wymienione pochodne mozna uzna¢ za wartosciowych kandydatéw na prototypy
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do dalszego projektowania i opracowywania nowych potencjalnych przedstawicieli tera-
peutycznych o wysoce pozadanych wlasciwosciach przeciwkrzepliwych lub o multimo-
dalnym dziataniu — lekow przeciwcukrzycowych o korzystnym wptywie na stan nadkrze-

pliwosci.
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Summary

Diabetes mellitus is currently ranked as one of the most widespread chronic metabolic
diseases worldwide. In the last two decades, the number of patients diagnosed with
diabetes has been increasing at an alarming rate which currently constitutes one of the
most serious threats to global health as well as the greatest health challenges of the current
century. According to the present definition provided by the World Health Organization
(WHO), diabetes mellitus constitutes a devastating, multi-factorial chronic cluster of
metabolic disorders manifested by high blood glucose concentrations (state of chronic
hyperglycaemia) arising from impaired insulin secretion and/or defects in insulin action.
Out of all types of diabetes, type 2 diabetes mellitus (T2DM) accounts for almost 95% of
all diagnosed diabetes cases. In the initial stage of T2DM, treatment begins with compre-
hensive lifestyle modification, i.e. changing dietary habits, introducing moderate physical
effort, abstaining from alcohol, as well as smoking cessation. If the aforementioned
measures fail to achieve optimal metabolic control of this disease, it is necessary to in-
corporate appropriate pharmacotherapy into the behavioral therapy. In pursuance of the
latest recommendations of the American Diabetes Association, the European Association
for the Study of Diabetes, and the Polish Diabetes Society, N,N-dimethylbiguanide
hydrochloride, well-known as metformin, constitutes the first-line drug of choice,
used both as a monotherapy in the early stages of T2DM and as combined drug therapy
with insulin or other hypoglycaemic drugs in further steps of treatment, if there are

no contraindications to its administration.

T2DM is quite often directly bound up with a number of co-morbidities, such as car-
diovascular diseases, hypertension, obesity, hyperlipidaemia, chronic kidney disease
or non-alcoholic fatty liver disease. These diseases are rated among the main contributing
factors to the pro-thrombotic state in diabetics. In view of the high risk of atherothrom-
botic events, clinically manifested as coronary artery disease and also peripheral or cere-
brovascular disease; cardiovascular diseases constitute the most prevalent cause of mor-
tality in this group of patients. It is worth mentioning that metformin has been the top-
prescribed medicine for the management of T2DM for over 60 years, and its clinical
application is supported by a vast database of both pre-clinical and clinical studies,
which also includes significant evidence for reducing cardiovascular events in diabetes
patients. The United Kingdom Prospective Diabetes study revealed landmark results
indicating that this molecule significantly reduces diabetes-related deaths by 42%,
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all-cause mortality by 36%, and the risk of myocardial infarction by 39% in patients
diagnosed with T2DM. These beneficial properties of metformin arise from its multidi-
rectional effect on glycaemia and the pleiotropic mechanism of action, including a bene-
ficial effect on the plasma lipid profile, amplification of plasma fibrinolytic activity
and reduction of oxidative stress as well as its protective effect on the cardiovascular
system, covering the reduction of myocardial remodelling, and anti-atherosclerotic prop-
erties. The good safety profile of metformin, long-term use in humans, and all the above
multidirectional pharmacological properties of metformin justify its leading position
in the treatment of patients with T2DM, as well as open new possibilities for the using
this unique molecule in the prevention and treatment of many complex disease entities.
As a result, metformin has emerged as a promising candidate in drug repositioning

strategy.

Although metformin exerts numerous advantageous pharmacological properties,
it unfortunately possesses unfavourable pharmacokinetic properties due to its chemical
structure and strongly hydrophilic character. This results in low permeability through
biological membranes, leading to poor drug absorption and ultimately limiting its
bioavailability. Considering the above, this molecule has aroused particular interest
among researchers in recent years and encouraged them to modify the structure of bigua-
nide. The scientists at the University of Eastern Finland synthesized several metformin
analogues aimed at improving the pharmacokinetic and physicochemical characteris-
tics of the original drug. Among these derivatives, sulfonamide derivatives of metformin
have become promising candidates. To obtain metformin analogue with a potential dual
action, including the hypoglycaemic and anti-coagulation properties, one of the terminal
nitrogen atoms in the metformin backbone was substituted with sulfonamide moiety

possessing an alkyl group or an aromatic ring in its structure.

Taking the aforementioned premises into consideration, the purpose of a thematically
coherent collection of scientific publications, which serves as the foundation of the pre-
sent dissertation, was to carry out an analysis of the biological activity of 14 novel prom-
ising metformin analogues with a sulfonamide structure. Hence, their effect on selected
aspects of hemostasis, including plasma and vascular parameters as well as coagulation

and fibrinolysis process, was assessed. In the paper presented herein, a detailed analysis
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of the therapeutic potential of metformin as a promising molecule with anti-ageing prop-
erties; including the molecular mechanisms of its action in the context of its potential use

as a multi-target drug, was conducted.

The first step of this studies included the biological evaluation of 14 sulfonamide
derivatives of metformin for their effect on vascular hemostasis. The cytotoxic activity of
studied metformin analogues was determined using experimental in vitro models of
the vasculature: human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) and human aortal
smooth muscle cells (AoSMC). Previous studies prove that metformin does not affect
the viability of both HUVEC and AoSMC over the entire concentration range of 0.006—
3.0 umol/mL. The research presented here suggests that among all the analyzed com-
pounds, alkyl derivatives of metformin (1-3), m-nitrobenzenesulfonamide (11) as well as
o-aminobenzenesulfonamide (12) reveal the greatest safety profile in both HUVEC
and AoSMC cell lines at concentrations up to 1.5 pmol/mL. Chemical modification of
the metformin molecule into benzenesulfonamides substituted with —CN group in
the orto, meta or para position resulted in a significant increase in the cytotoxicity of
benzenesulfonamide biguanides, which was manifested by both a significant reduction in
HUVEC cell viability and a decrease in their integrity to values close to zero. The re-
maining compounds, depending on the concentration, decreased the integrity of HUVEC
cells; however, they did not contribute to increased cell death.

In the further part of the studies, all sulfonamide-based analogues of metformin were
underwent screening to assess their glucose utilization properties in HUVECSs as well as
their potential anti-coagulation properties in the biological model of human plasma.
Prothrombin Time (PT), Partially Activated Thromboplastin Time (APTT), and Throm-
bin Time (TT) were measured. Afterwards, their influence on the activity of coagulation
X factor, thrombin, and antithrombin 111 (AT) was also assessed. Furthermore, the ana-
lyzed compounds were subjected to further in-depth studies in terms of their influence on
the process of clot formation and its lysis (CL-test). Prior research demonstrates that met-
formin does not affect both the intrinsic, and extrinsic coagulation pathway (APTT, PT),
as well as the process of fibrin polymerization (TT), the kinetic parameters of clot for-
mation or fibrinolysis (CL-test) and the activity of factor X over the entire concentration
range 0.006-3.0 umol/mL. However, metformin statistically significantly increases AT
activity, but only at a concentration of 1.5 umol/mL. Based on the obtained results,

it was found that both alkyl analogues of metformin 1-4 and its aromatics derivatives 5,
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9, 10, 13, 14, similarly to the parent drug, metformin, elevated glucose uptake in
HUVECs. Unlike the original drug, all its aromatic analogues (5, 9-14) significantly pro-
longed both APTT, and TT. Owing to the structural modification of a metformin back-
bone into m-substituted sulfonamides (9, 11, 13) resulted in compounds that also affect
the extrinsic coagulation pathway (1PT). These data were further proven experimentally
in the factor X activity test, which found that all sulfonamides induced a decrease in its
activity, thus confirming their anti-coagulant activity. In turn, an increase in the activity
of AT was also reported in the presence of derivatives 9, 11, and 14. The attachment of
the nitro group to the meta position of the benzene ring (derivative 11) determines its
effect on the process of clot formation (| initial clot formation velocity (|Fvo), | maxi-
mum clotting velocity (| Fmax), 1 plasma clotting time (1Tf)), and the time it takes to
start the clot formation process (1Tt). Moreover, the coagulation assay proved that both
alkyl metformin analogues 2, 4 and its aromatic derivatives 5, 9, 11, 12, 14 contributed
to a prolonged thrombin generation time (TGt), plasma clotting time (1Tf), and a de-
creased initial velocity of coagulation (| Fvo), which might be related to the inhibition of
the amidolytic activity of thrombin. From the structural point of view, the chemical mod-
ification of a metformin skeleton into benzenesulfonamide substituted with an amino
moiety in the para position in the aromatic ring resulted in a compound 14 with the most
potent inhibitory effect on the maximum activity of thrombin (Amax) and initial velocity
of the reaction (dA/dt) over the entire concentration range, implying its anti-coagulant

properties.

The last purpose of this research was to assess the effect of new metformin derivatives
on red blood cell (RBC) hemolysis and the morphology of these blood cells. The biocom-
patibility of these substances in a model of human red blood cells was assessed through
microscopic examination and RBC lysis test. Indubitably, none of the analyzed sulfona-
mide-based analogues of metformin besides cyanobenzenosulfonamides (6-8) revealed
an adverse effect on erythrocyte integrity as well as their morphology (the degree of RBC
hemolysis < 10%); thus all the newly synthesized metformin analogues do not interact
strongly with the lipid-protein bilayer. Only physiological changes, i.e. stomatocytes
and echinocytes, were observed in the microscopic images. On the basis of these results,
it was concluded that compounds 1-5, 914 are hemocompatible in the entire tested con-
centration range: 0.006—1.5 pmol/mL. The cytotoxicity analysis of the tested compounds
1-5, 9-14 using HUVEC and AoSMC cells, as well as erythrocytes, suggest the safety of
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their potential use. Nevertheless, to obtain a comprehensive model of the effectiveness
and safety of the present sulfonamide-based metformin analogues, it is crucial to conduct

additional in vivo research.

The results of this dissertation indicate that newly synthesized metformin analogues
with a sulfonamide structure, containing both an alkyl substituent (1-4) or an aromatic
ring in their chemical structure (9-14), have a more favourable effect on individual
parameters of plasma hemostasis than metformin. Furthermore, the obtained outcomes
suggest that m-nitrobenzenesulfonamide (11) reveals highly desirable anti-coagulant
activity; while m-methoxybenzenesulfonamide (9), m-aminobenzenesulfonamide (13)
and p-aminobenzenesulfonamide (14) exert both anti-hyperglycaemic properties and
more potent anti-coagulant activity than the parent drug, metformin. On this basis, it was
inferred a conclusion that the chemical modification of the metformin scaffold into ben-
zenesulfonamides substituted especially in the meta position (9, 11, 13) leads to mole-
cules with stronger anticoagulant properties than the reference drug, metformin.
The above-mentioned derivatives can be regarded as valuable candidates as prototypes
for further design and development of new potential therapeutic representatives with
highly desirable anti-coagulant properties or with multimodal action — antidiabetic agents

with a favourable effect on hypercoagulability.
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Figure S3. HUVEC migration in the presence of metformin and selected biguanides (compound 1 and 5). Cell migration was evaluated using wound
healing assay in JuLiStage system. Representative cell images are shown for control samples (CTR), metformin, compound 1 and 5 at
the concentration of 1.0 mM. Cells were photographed at the indicated time points (t=0, 6, 12, 18, 24 h); 40x magnification.
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Table S3. The effects of compounds 1 - 8 on the integrity of HUVECs analyzed in the RTCA-DP system.

Materialy uzupeliajace do Publikacji II

Compound | Concentration | 3 hours 6 hours 12 hours 24 hours 36 hours
CTR - 1.181+£0.124 1.124 +0.051 1.168 +0.094 1.111 + 0.166 0.756 +0.192

1 0.3 mM 0.832 + 0.091** 0.981 + 0.085 1.177 +0.149 1.207 + 0.149* 0.875 +0.090
1.0 mM 0.440 + 0.032*** 0.676 + 0.062*** 0.791 + 0.067*** 0.940 + 0.077*** 0.858 + 0.054

2 0.3 mM 0.608 + 0.038*** 0.693 + 0.022*** 0.676 + 0.047** 0.522 + 0.030*** 0.761 + 0.008***
1.0 mM 0.652 + 0.006*** 0.706 + 0.007*** 0.719 + 0.005** 0.731 + 0.002*** 0.379 + 0.032*

3 0.3 mM 0.680 +0.083*** | 0.837 +0.213** 0.927 £0.212** | 0.969 +0.156*** | 0.714 +0.035**
1.0 mM 0.233 + 0.039*** 0.554 + 0.047* 0.616 + 0.042*** 0.748 + 0.061*** 0.694 + 0.054**

1 0.3 mM 1.026 + 0.008** 0.977 +0.004** 0.940 +0.010** 0.881 + 0.013** 0.777 +0.021***
1.0 mM 0.592 +0.031*** 0.583 + 0.029*** 0.515 + 0.038*** 0.494 + 0.024*** 0.339 + 0.030***

5 0.3 mM 1.146 + 0.108 1.036 + 0.017* 0.746 + 0.010%** 0.830 + 0.001*** 0.690 + 0.017*
1.0 mM 0.438 + 0.042*** 0.501 + 0.027*** 0.513 + 0.050*** 0.557 + 0.008*** 0:275:4:0.021%**

6 0.3 mM 0.317 £0.050*** | 0.424 +0.053*** | 0.388 + 0.07*** 0.280 +0.018*** | 0.111 +0.026***
1.0 mM 0.010 + 0.003*** 0.016 + 0.005*** 0.019 + 0.005*** 0.013 + 0.003*** 0.009 + 0.003***

= 0.3 mM 0.283 + 0.050*** 0.367 + 0.027*** 0.333 + 0.030*** 0.255 + 0.26™** 0.094 + 0.014**
1.0 mM 0.013 + 0.004*** 0.018 + 0.001*** 0.020 + 0.001*** 0.016 + 0.002*** 0.013 + 0.003***

8 0.3 mM 0.312 + 0.087*** 0.461 + 0.015*** 0.416 + 0.062*** 0.321 + 0.038*** 0.198 + 0.055***
1.0 mM 0.006 + 0.004*** 0.029 + 0.006*** 0.021 + 0.004*** 0.001 + 0.007*** 0.001 + 0.001***

The results are presented as mean + SD, n =4 — 6. The table includes the calculated normalized Cell Index values (nCI) for control and compounds 1-8
after selected time points (3 — 36 h) of incubation. An asterisk denotes the statistically significant difference between sample treated with compounds

and controls ample (* p <0.05; ** p <0.01; ** p <0.001).
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Table S7. The effects of synthesized sulfonamide derivatives of metformin 1 -5 on the kinetic parameters of clot formation and fibrinolysis (CL-test).
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Parameters
Compound Concentr. Tt sl Fmax [%T] TEIs] Fvo [%T/min] Tcls] Lmax [%T] Tl Isl Lvo [%T/min] Sf[%T x min] Sc [%T x min] S1[%T x min] S [%T x min] T [s]
[mM]
0(CTR) 2176424 6579 £7.55 56677.10 203.00 £ 33.04 27443 69.69 65.23£7.32 22829 £ 65,51 1874£535 43871667 29356 £ 5199 140494297 17792+ 128.92 58114 137.78
0.06 18.97 £3.08* 7371£589% | 5861961 23057 3438 324.86 £ 130.79 70231026 25357 = 10413 2140616 50.97 £ 7.65 38925 16080 | 193.67+107.75% 633.89  269.26* 656.01= 236.60
03 16.81 % 3.05 7197678 | 6136+ 1185 22786 1 37.81 34771+ 124.80% 69.00+ 10.62 26057 % 95.60° 18531715 5245:1008" | 40713515490° | 1863710497 | 64595%26451% | 686.46%22650°
L 06 16.75 % 4.87 077562 | 6363631 2077113742 | 338.00%114.76" 6947 + 6.67 267.71£99.31° 1864 + 438 5353£526™ | 388.20%131.19" 17897 + 84.17 620.70 £ 21654 686.09 = 216.29"
15 2160 6.05 7021£3.38° | 6421903 19357 £47.31 34429+ 14970 66.90 £ 8.86 236,57 + 8020 2023646 52.36 % 6.58° 389.69 = 172,66 159.20+ 87.92 60252+ 263.77 666.67 = 234.05
0(CTR) 1964z414 60.09£633 5163691 190.14£2085 272295691 6049612 223144705 1941285 3643798 267.76 £ 72.76 122833342 12701 11141 566.70 = 105.96
0.06 1686 4.24% 66.77£5.68° | 5656857 203.43+22.00 296.57 £ 72.31% 67.40 £ 5.38* 24014 65.11 2229:430 4340907 | 32320:9405% | 148.45:47.41% 516.05 146,55 61013 = 14550
03 17542579 68.99£555° | 59241626 194.00 £ 48.64 309.14 = 68.74° 69.49%5.34° 252.00 £73.00 1983657 4600983 | 344017434 | 153.63:4380% | 5436412237 | 637.9315522*
2 06 1757+ 3.74 67401957 55,80+ 11.60 2141445085 319.00 = 63.63 66.19 +9.82 274347421 2037+7.03 1434+ 1050° 34482+ 65.62% 143.77 £ 40.07 532,93 + 111.10% 639.80 + 148.09*
15 2037741 6157 1724 61211 1465 17743 1 3491 351.43 £ 96,53 62141663 249141 8094 2007 1659 1431+ 1208° 34635 + 92.32° 13378 1 47.19 524.43 £ 14677 68616 = 190.86"
0(CTR) 18.823.69 6183 +2.64 4735:9.66 167.33 + 40.60 24617+ 3641 66.15+9.79 24150+ 9210 1925544 3350979 24997+ 3438 137.96+5357 21432609 553.83 + 86.64
0.06 16.68%3.26 6540£9.39 5745 £8.71 208.17 = 44.80 279.50= 46,51 7138836 23533+ 48.33 20382524 48521081 31415 £ 49.14% 156,16 30.07 521.91 £ 66.81°** 588.97 £67.54
3 03 16232422 68.78+4.04 | 55132755 214173205 | 299.50%38.60% 7015+ 387 22917+ 48.85 2288898 1441+ 6.00% 33521+ 5051° 14220 37.46 52182+ 88,83 60003 £91.80
06 17172317 66.604.00™ | 54732588 21150 £2276 299.50 = 40.90° 67.55 £ 4.50 234.83 £ 42.86 2353£6.67 1240394 32311 4253 13748+ 2347 502.99 £ 64.69%* 60623 £87.70
15 18.152 430 6360536 6235 6.00° 199501807 | 35550+ 66.77%% 63.92£538 253.17 £ 62.51 23.50£13.77 147,68 7.07° 368.60+ 84.14° 143.17£38.79 5504512725 | 689.17+134.48%
D(CTR) 21.022.10 6646 £3.97 5098 £3.76 20980+ 18.21 243.00+ 44.06 66.64 391 185.80 £ 33.86 2286+2.93 39.76 £423 262.61 +52.40 111,941 19.65 414317415 50080 £ 81.25
0.06 17.90 + 1.55 70.78 12.99 56.08 + 4.04 218.80 1 18.83 25440 1 42.82 70.60 1 2.68 192.40 1 34.02 22841284 14676 + 4.65" 29355 1 59.85 128.24 1 3357 46855 1 95.54 52078 1+ 76.54
" 03 1810 + 1.60 67.68 +2.97 53.62+5.86 213.40 43545 26720+ 50.90 68224335 199.60 + 3148 23444116 12114394 295.28 4 65.79 121.04 +21.89 145843 + 88,55 53852+ 8113
06 19.26 + 3.17 67.36 + 4.41 57.16 +4.14* 204.60 1+ 17.01 271.80 + 34.83* 67.86 1+ 4.50 192.60 + 30.81 23.86 +5.29 45.49 + 5.26 296.64 +39.28* 114.75 1 16.61 456.88 + 57.50* 540.82 + 63.83*
13 2150+ 1.37 5840+4.18" | 63.84+582* | 16980 +13.83* 281.40 + 41.02* 50.92 4634 195.00 + 35.57 2296 +6.37 44234510 26739+ 2991 101.06 + 16.22* 41069 + 4173 56174 + 73.93*
YETR) 2002:1.26 6628+7.48 5216351 217.20+37.39 280.80+29.23 66.46+5.58 231,40 £20.77 2412646 4079 +6.01 30189+ 4553 146,24 30.82 48891 £75.48 58438 +46.77
. 0.0 15.90 + 1.94%¢ 70.66 £8.17 5696 £4.97 205.00 £ 34.12 309.60 + 33.97** 72.16£7.80 25440+ 11.06 2020510 4754+ 413 357.76 +75.93¢ 159.03+2598 56432+ 102.00 636.86 + 37.88°
a3 17.00 £217* 7094 +4.68 57.26 +5.37 2076041330 | 331.4024.11% 6696 +11.55 244.00 + 2158 2018 +347 48435681 | 38311+50.30°** | 169.87 % 46.38* 60141+ 9065 | 649.66+38.22%
06 1622 £1.62 6922 16.62 56.60 +7.39 219.60 1 31.60 348.60 + 50.47 70121638 257.00 1 49.10 22481 6.56 4655 1 8.60 393.45 + 83.29% 158.15 + 4223 598.15 1 132.27 678.42 + 105.62
15 17444225 67.02+7.66 6112+6.91° 207.80 + 4270 336.00 + 40.02 69.08 + 820 252.80 +32.96 1828 +3.58 4835+ 4.83% 366.87 + 74.64% 146.13 1 30.60 561.34 + 104.05 66736+ 65.44

The results are presented as mean + standard deviation, n =5 — 7. The asterisk denotes a statistically significant difference between the samples treated with compounds and control; * p <0.05, ** p < 0.01,
% p <0.001. Tt—thrombin time, Fmax—maximum clotting, Tf— plasma clotting time, Fvo—initial plasma clotting velocity, Tc—clot stabilization time, .max — maximum lysis, Tl — fibrynolisis time, [.vo—
initial clot fibrinolysis velocity, Sf—area under the clot formation curve, Sc—area under the curve of a stable clot formation, Sr — area under the fibrinolysis curve, S — overall potential of clot formation and
fibrinolysis, T—total time of the process of clot formation and fibrinolysis.
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Table S8. The effects of synthesized sulfonamide derivatives of metformin 1 -5 on the process of coagulation after generation of endogenous thrombin (Coagulation Assay).

Parameters
Compound | Concentr. TGt [s] Fmax [%T] Tf [s] Fvo [%T/min] Sf [%T x min] Sc [%T x min] S [%T x min]
[mM]
0 (CTR) 148.17 + 34.31 77.82 +11.86 115.73 £ 40.18 128.05 + 31.13 103.38 +24.78 533.26 +112.97 1493.77 + 236.20
0.06 161.33 + 35.27 76.30+7.79 155.67 * 45.29% 97.22 +36.13 140.16 * 31.01* 458.27 +113.77 1449.09 + 154.09
1 0.3 162.33 + 37.96 82.67 +4.79 109.63 + 40.06 117.65 + 36.38 104.53 + 38.44 544.47 +81.13 1586.01 + 103.04
0.6 176.83 + 57.02 75.62 +9.88 138.77 + 59.29 96.52 +20.91* 119.01 + 48.07 444.40+91.71 1442.42 + 198.39
1.5 172.00 + 43.56 74.15+7.83 135.33 +£75.79 107.77 +35.80 114.89 + 64.82 452.95 +102.22 1435.77 +143.80
0 (CTR) 130.60 + 22.66 84.52 +5.26 93.72 + 17.54 133.05 + 34.97 87.96 +15.40 629.50 + 62.21 1627.12 £ 106.89
0.06 151.33 + 26.37 85.20 + 6.52 98.28 + 33.46 124.35 + 37.66 91.44 + 30.65 562.66 + 156.02 1638.19 + 135.59
2 0.3 135.67 + 25.90 85.12 + 5.67 85.08 + 25.10 142.17 + 46.90 79.63 +20.32 602.85 + 84.63 1641.98 +118.29
0.6 153.33 + 21.05 83.60 + 6.72 91.58 + 19.43 140.83 + 37.45 88.00 + 18.58 583.07 +90.13 1611.84 + 135.58
1.5 170.50 *+ 31.73* 76.35 +9.75* 101.45 + 38.76 120.32 +48.40 87.66 + 44.66 511.33 +178.11 1467.86 + 181.79**
0 (CTR) 157.2 +18.14 82.76 + 8.29 109.20 + 43.90 125.50 + 34.76 98.32 + 34.87 550.86 + 105.32 1551.16 + 128.03
0.06 155.00 + 20.58 84.78 +5.57 108.30 +35.15 108.56 + 28.63 102.35 +29.66 586.27 +95.97 1628.36 + 118.58
3 0.3 139.60 +7.44 82.66 +7.51 108.58 + 33.64 113.42 +23.98 100.51 + 28.00 766.41 +394.94 1580.91 + 150.03
0.6 158.40 + 13.03 82.44 +5.61 112.94 + 35.34 127.78 + 40.82 107.67 +29.19 560.45 + 102.47 1580.02 + 119.57
1.5 165.40 + 28.25 77.50 + 8.20 93.42 + 26.49 135.98 + 31.06 83.28 £17.34 537.91 +£99.63 1494.31 £163.29
0 (CTR) 154.14 + 23.86 74.67 +9.74 112.94 + 32.85 102.23 +31.19 94.02 +21.11 510.67 +100.18 1429.48 +196.15
0.06 161.71+39.45 79.24+7.60 129.97+38.90 96.99+11.47 119.40+39.08 515.40+98.15 1519.15+151.73
4 0.3 181.86+60.74 80.94+9.46 170.66+58.09** 83.81+30.97** 153.41+43.56*** 458.09+90.33 1521.04+185.84
0.6 219.43+38.58* 82.30+8.88 146.74+41.02* 65.83+16.80* 122.37+37.64* 421.14+95.69* 1556.25+169.91
1.5 202.71+57.08 73.63+11.18 142.07+47.27 74.69+22.75 114.15+40.37 412.12+85.19* 1385.35+201.92
0 (CTIR) 148.71 + 28.25 83.49 +4.87 83.41+17.23 149.00 + 40.89 78.61 +11.72 610.13 + 83.82 1612.34 +102.21
0.06 160.57 + 14.68* 83.37 +7.62 123.04 +59.00 103.67 + 43.45* 110.80 + 46.90 534.01 +122.74 1577.51 +142.35
5 0.3 193.29 + 39.67* 84.50 + 4.38 119.30 + 57.99 110.86 * 46.57* 110.58 + 52.91 505.31 +135.62* 1613.22 + 106.60
0.6 196.71 + 54.37 78.74 + 8.04* 127.66 + 35.79* 93.69 + 26.75** 115.19 + 39.76 462.63 + 86.60* 1427.86 + 277.45
1.5 168.67 + 35.31 73.12 + 6.99** 121.73 + 32.28* 110.63 £ 31.15* 105.87 +31.97 490.51+ 52.81** 1399.07 +139.67**

The results are presented as mean + standard deviation, n =5 —7. The asterisk denotes a statistically significant difference between the samples treated with compounds and control; * p < 0.05,
**p <0.01,* p < 0.001. TGt—thrombin generation time, Fmax—maximum clotting, Tf— plasma clotting time, Fvo—initial plasma clotting velocity, Sf—area under the clot formation curve,

Sc—area under the curve of a stable clot formation, S — overall potential of clot formation.
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Table S3. The impact of compounds 1— 4 on the integrity of HUVECS analysced in the RTCA-DP system.

Compound  Concentration 3 hours 6 hours 12 hours 24 hours 36 hours
CTR - 0.466 £ 0.026 0.460 = 0.022 0.659+0.017 1.106 £0.018 1.606 + 0.085
1 0.3 pmol/mL 0.496 £ 0.016 0.477 £ 0.009 0.695 £ 0.018 0.712 £ 0.029%** 1.001 £ 0.026%%*
0.6 pmol/mL 0.485 £ 0.034 0.471 £ 0.030 0.696 £ 0.031 0.455 £ 0.029%** 0.654 £ 0.020%**
2 0.3 pmol/mL 0.515£0.037 0.496 £ 0.031 0.701 £0.034 0.678 £ 0.020%** 1.015 £ 0.030%**
0.6 pmol/mL 0.486+0.014 0.455+0.019 0.689+0.017 0.439 £ 0.018*** 0.630 £ 0.021%**
3 0.3 pmol/mL 0.488 +£0.021 0.480 = 0.023 0.690 + 0.022 0.738 £ 0.019%%* 1.131 £ 0,033%¢*
0.6 pmol/mL 0477 £0.011 0.466 = 0.009 0.688 £0.016 0.423 £ 0.019%** 0.637 £ 0.024%**
4 0.3 pmol/mL 0.469 £ 0.025 0.463 £0.028 0.667 £ 0.022 0.750 £ 0.085%** 1.116 £ 0.172%%*
0.6 pmol/mL 0.471 £0.031 0.472 £0.031 0.671 £0.021 0.682 £ 0.077%** 1.068 £ 0.206***

The results are presented as mean + SD, n =4-6. The table includes the calculated normalized Cell Index values (nCI) for control
and compounds 1 — 4 after selected time points (3 — 36 h) of incubation. An asterisk denotes the statistically significant difference

between sample treated with compounds and controls ample (*** p < 0.001).

Table S4. The impact of compounds 56 on the integrity of HUVECs analysed in the RTCA-DP system.

Compound  Concentration 3 hours 6 hours 12 hours 24 hours 36 hours
CTR - 0.477 £0.024 0.478 £ 0.021 0.671 £0.021 1.156 £0.023 1.498+ 0.045

5 0.3 pmol/mL 0.502 = 0.005 0.485 = 0.009 0.706 £ 0.031 0.735 & 0.025*** 0.976 £ 0.034***

0.6 pmol/mL 0.559 £0.041 0.526 £ 0.030 0.784 £ 0.044 0.502 £ 0.026*** 0.696 £ 0.021%**

6 0.3 pmol/mL 0.461 £0.018 0.463 £0.015 0.673 £0.024 0.708 £ 0.040*** 0.994 £ 0.039%**

0.6 pmol/mL 0.507 +£0.041 0.492 +0.040 0.713 £0.038 0.524 £ 0.044%%* 0.677 £ 0.043***

The results are presented as mean + SD, n =4-6. The table includes the calculated normalized Cell Index values (nCI) for control
and compounds 4 — 6 after selected time points (3 — 36 h) of incubation. An asterisk denotes the statistically significant difference

between sample treated with compounds and controls ample (*** p < 0.001).
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Table S7. The effects of synthesized sulfonamide derivatives of metformin 1, 3, 4, 6 on the kinetic parameters of clot formation and fibrinolysis (CL-test).

Parameters
Compound Concentr. Tt [s] Fmax [%T] Tf [s] Fvo [%T/min] Te [s] Lmax [%T] Tl [s] Lvo [%T/min] Sf [%T x min] Sc [%T x min] S1[%T x min] S [%T x min] T[s]
[umol/mL]
0(CTR) 3237 +4.86 60.97 =541 66.87 + 6.57 143.33 +20.98 242.00 + 38.80 61.48 +1.69 199.67 +24.11 19.78 + 1.61 47.17 +7.61 240.57 + 53.65 108.37+25.25 396.11 = 85.97 307.22 +28.02
0.06 30.57+581 63.85 £5.15% 74.23 £9.97* 1483312404 27250+ 57.48 64.08 £5.41% 221.83 £ 46.84 19.80 £4.14 53.98 £8.02%* 281.64 £ 65.07* 116.14=16.93 425.61 4956 31468 £3156
1 03 3023+223 62.60 = 5.56* T1.42 £7.24% 150.17 £17.50 271.83 £55.73 62.37 £4.07 209.83 £42.74 1997 £241 52.32£9.20*% 299.12 £75.39*% 12298 =47.25 455.01 = 13835 285.62 £ 18.05*
0.6 32.92+4.64 65.03 =5.47* 75.92 = 10.48%* 153.17 £33.63 295.50 £49.70***  65.22 £ 4.81% 221.17 £+ 51.67 21.53+£3.23 56.24 + 8.08** 31177 £ 60.01*** 116.50 =20.98 495.19 £ 98.83%** 41437 £48.11**
LS 36.87 + 7.65 57.67+437 87.12 = 12.40%* 123.27 £20.53 296.67 + 40.26** 57.32+4.63 222.17 43478 18.18 £ 2.69 57.29 £ 8.78%** 27746+ 49.64 115.57 = 14.36 450.34 = 68.23 426.10 = 57.04*
0(CTR) 45951 11.03 64.45 L850 81.4311021 138.42 13497 250.67 L 51.37 64.08 L8.19 198.50 L 44.33 20.95 L 4.86 60.81 L9.35 2639717320 118352518 443.06 £ 105.01 309.45 L 36.14
0.06 4615+ 1737 66.07 = 6.67 88.73+9.22 13592 +28.74 291.17 £ 59.43%* 6523 +643 22250+ 38.84 19.45+357 68.05 +£9.01* 314.61 £ 86.23* 139.83 £ 28.49%* 486.17 £ 90.76* 313.38+2438
3 03 S1.87 £14.22* 63.47 =696 91.30 £17.35* 12217 £36.50* 278.33 +62.39 63.23+6.93 208.00 +48.14 2087 +5.49 66.71 +13.69 289.25+ 8498 120.13 =33.56 476.09 = 125.40 311.07+2343
0.6 52,35 £13.31* 63.50 + 8.06 97.88 £ 15.57** 120.57 £26.85** 318.33 +83.83* 62.72 + 8.46 227.83 +62.97 19.23 +4.75 72.09 £15.04* 332.79 £114.61% 136.47 = 39.16 541.35 £163.28* 454.47 £ 58.86%**
15 54.90 =11.71** 59.13 = 6.85* 103.83 = 18.33%* 110.87 £16.85* 356.33+112.38 58.40 = 7.19% 237.83 +69.91 19.05 +5.99 71.84 £15.19* 34227+ 116.66 12592 +42.54 540.07 = 170.89 476.77 £ 63.95%%*
0(CTR) 34.15+584 70.50 =853 72.03 £12.85 168.13 +48.29 38 +61.93 69.70 +8.09 219.50 +57.35 21.84 +4.59 57.10+9.36 285.72+71.80 14537 =40.61 516.63 =146.32 316.48 + 59.90
0.06 3471 £ 6.57 70.10 = 8.45 82.36+17.14 142.56 + 50.86 297.13 £ 60.94 69.31+£8.24 235.63 £44.75 21.25+4.25 63.70 £ 7.65* 322,59 £ 81.66* 15433 = 46.01 557.39 = 130.95 319.41 £ 50.37
4 03 30.37 £3.70% 71.96 - 8.06 73.951+831 175.63 £39.25 313.63 + 89.25** 71.26 £ 845 241.50 £ 65.18 2111+ 579 60.91 £ 5.66 34223 £94.17** 160.54 = 43.12 586.56 = 151.99* 310.55 £ 60.15
0.6 33264575 70.06 - 4.00 80.31 11099 147.70 L 38.68 305.75 £ TL16***  69.06 L 435 229.50 L 58.91 20.96 1 4.40 63.37 +£7.48* 343.68 £87.37*** 152504552 562.42 L 126.59 441.06 = 69.94**
15 37354880 6595£3.61 87.81£19.03 158.64 £32.54 349.50 +102.63** 65.40+4.01 249.75 £ 89.03 2036+743 67.08 +13.13* 359.51 £ 107.07* 148.49 = 51.68 587.63 £165.77 452.70 £ 78.10%*
0(CTR) 3136 +4.39 61.68 =517 69.36 + 6.36 151.60 +43.10 232.00 +36.83 61.18 +4.84 178.00 +22.75 20.78 £2.11 48.28 +4.97 233.73+50.33 105.79=23.07 387.80 = 75.27 348.02 + 40.50
0.06 29.70 £545 72.56 = 6.23* 70.74 + 8.90 191.40 +37.57 280.00 = 49.73* 71.48 £4.97% 200.00 + 51.43 23.82+5.76 60.51 £9.29* 332,00 £ 82.39% 143.64 = 57.98 536.15 = 148.81* 337.34£26.26
% 03 29.88 £ 1.50 69.72+7.16 71.64 £ 6.21 186.60 +22.03 282,00 = 39.88** 68.78 £7.29 194.80 + 45.62 24241734 58.94 £ 6.04* 317.14 £4347* 130.96 = 30.30 509.01 = 75.59* 311.60 = 27.68*
0.6 31621372 64.08L19.19 73.3414.91 166.80 L 32.17 275.80 + 54.66** 6438 L1842 191.60 L 34.46 22341244 55.64 £6.31% 292.90 £ 86.85* 115.19 £ 31.60 463.74 £ 123.89* 398.74 L5147
15 35.76+297 60.56 =974 83.90 + 1092 143.00 +£30.86 296.40 + 68.22* 59.58+10.13 209.20 + 60.13 20.52 £ 531 60.23 + 1357 29458 £ 9588 12254 = 41.68 47734 £ 14828 431.18 £ 58.53*

The results are presented as mean =+ standard deviation. n = 5-8. The asterisk denotes a statistically significant difference between the samples treated with compounds and control;
*p<0.05. ** p<0.0l. *** p <0.001. Tt—thrombin time. Fmax—maximum clotting. Tf— plasma clotting time. Fvo—initial plasma clotting velocity. Tc—clot stabilization time.
Lmax — maximum lysis. Tl — fibrinolysis time. Lvo—initial clot fibrinolysis velocity. Sf—area under the clot formation curve. Sc—area under the curve of a stable clot formation.
Sr — area under the fibrinolysis curve. S — overall potential of clot formation and fibrinolysis. T—total time of the process of clot formation and fibrinolysis.
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Table S8. The effects of synthesized sulfonamide derivatives of metformin 1, 3, 4, 6 on the process of coagulation after generation of endogenous thrombin

(Coagulation Assay).

Parameters
Comp. Concentr. TGt [s] Fmax [%T)] Tt [s] Fvo [%T/min] St [%T x min] Sc [%T x min] S [%T x min]
[pmol/mL]
0 (CIR) 177.17 +£24.96 7792 +445 97.78 +28.43 119.85 £33.03 84.83 £26.78 522.56 +94.09 1499.60 + 94.55
1 0.06 257.17 £57.01** 78.92 +5.46 156.28 + 70.88 79.10£32.18 135.84 £57.26 360.36 £162.14* 1494.14 £ 121.14
0.3 277.83 £109.61* 74.08 £ 6.69 158.50 +=80.12 78.30 £ 39.74** 124.89 £ 4230 350.92 £126.12** 1394.67 £ 172.60
0.6 271.00 £ 31.72** 72.52 £5.76** 142.83 +57.13 68.95 + 30.70* 113.46 £43.92 319.66 +£103.57** 1370.60 + 124.33**
1.5 299.17 £52.78** 71.65+5.47 129.20 = 30.30*** 66.78 + 24.88*** 99.96 +£22.77 310.10 £106.10*** 1356.82 £ 100.83*
0 (CTR) 194.00 = 14.35 79.57 = 8.88 111.77 £37.62 121.03 +38.44 100.59 +28.16 511.05 £129.62 1527.90 + 182.70
3 0.06 307.57 £91.84* 80.87+7.29 199.46 £ 79.61* 61.80 + 40.62* 171.36 + 61.28* 293.97 £135.21* 1494.69 £ 160.58
0.3 336.29 £ 46.69*** 78.50£11.77 185.17 £ 66.55* 46.29 £25.07** 146.36 £ 51.02 266.91 £138.64*** 1446.50 £ 228.52
0.6 354.14 £ 118.93~ 75.41 £ 10.63 214.50 £ 90.51* 48.20 £41.94** 176.15 = 82.00 269.02 £160.94** 1409.06 £ 209.79*
1.5 370.29 £ 71.36%** 75.07 £8.61 226.14 +124.87 37.94 + 15.86** 164.44 +84.20 247.76 £52.61** 1360.72 + 183.82*
0 (CTR) 155.00 £23.74 76.78 £2.08 123.94 +42.90 148.80 £ 17.48 119.46 £47.00 504.39 £53.33 1476.15 £ 35.84
4 0.06 215.00 + 38.68* 79.20+0.76 200.60 = 58.68 87.30 + 25.46* 193.55 £ 60.06 349.27 £76.22* 1492.10 £ 16.81
03 193.80 = 36.10* 77.64+£2.16 179.26 = 68.34 96.50 = 34.85 157.28 £67.23 388.62 £157.93 1503.06 = 101.75
0.6 243.00 + 38.46** 77.02 +£4.68 166.20 + 64.35 77.08 £ 35.50* 151.14 £46.84 300.09 +£138.03* 1456.82 £ 106.82
1.5 271.60 £ 73.75* 73.08+£5.25 117.54 +£33.61 65.24 +£23.33*** 110.51 £33.72 312.53 £111.68* 1372.99 £ 92.32
0(CIR) 195.40 +53.19 82.04 +3.82 101.28 +£20.61 114.34 £23.54 93.86 +18.88 526.06 + 53.59 1574.48 £ 74.97
6 0.06 251.00=36.97 8526 +4.64 210.40 £ 55.13* 68.00 £ 14.07* 208.47 £49.41** 45843 £377.59 1587.42 £ 94.52
0.3 308.60 £ 53.56* 80.84 = 5.40 190.40 £13.61** 56.58 £ 13.02%* 172.10 £ 16.03** 256.06 £ 82.50** 1511.69 £92.63
0.6 302.60 £ 45.64** 82.32+6.48 149.40 £ 35.80* 53.60 £ 9.13** 128.77 £ 32.48 295.66 £111.28* 1541.16 £ 128.88
1.5 328.40 £ 48.15* 70.60 £17.18 149.00 £ 18.23* 48.36 £ 12.89** 106.94 = 30.67 244.96 £119.58* 1329.69 £310.22

The results are presented as mean + standard deviation. n = 5-7. The asterisk denotes a statistically significant difference between the samples treated with compounds and

control; * p <0.05. ** p <0.01.*** p < 0.001. TGt—thrombin gencration time. Fmax—maximum clotting. Tf— plasma clotting time. Fvo—initial plasma clotting velocity.
Sf—arca under the clot formation curve. Sc—arca under the curve of a stable clot formation. S — overall potential of clot formation.
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Oswiadczenia autora rozprawy doktorskiej

UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W tODZI

Lodz, &5.0u. 20237,

(miejscowosé, data)

mgr farm. Agnieszka Zajda

Zaktad Chemii Farmaceutycznej,
Analizy Lekéw i Radiofarmacji
Uniwersytet Medyczny w Lodzi

prof. dr hab. n. med. Anna Kilanowicz-Sapota

Przewodniczaca Rady Nauk Farmaceutycznych

OSWIADCZENIE AUTORA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Ja, nizej podpisana Agnieszka Zajda informuj¢ Przewodniczaca Rady Naukowej ds. Dyscypliny Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, iz zar6wno badania stanowigce podstawe mojej

rozprawy doktorskiej, jak i sama praca pt.
»Analiza aktywnosci biologicznej nowych analogéw metforminy o budowie sulfonamidowej”

nie byly wczesniej podmiotem procedur zwigzanych z uzyskaniem stopnia naukowego w zadnej

wyzszej uczelni, instytucie badawczym i/lub jednostce badawczo-rozwojowej.

Swiadoma odpowiedzialnosci prawnej oswiadczam, iz niniejsza rozprawa doktorska zostala
przygotowana przeze mnie samodzielnie oraz nie zawiera tresci uzyskanych w sposob niezgodny

z obowigzujacymi przepisami.

(data i podpis) )
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Oswiadczenia autora rozprawy doktorskiej

UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W LtODZI

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

mgr farm. Agnieszka Zajda

Zaktad Chemii Farmaceutycznej,
Analizy Lekéw i Radiofarmacji
Uniwersytet Medyczny w Lodzi

OSWIADCZENIE

Os$wiadczam, iz

25.0u, 2023y,

(miejscowosé, data)

1. w publikacji ,,Agnieszka Zajda, Kristiina M. Huttunen, Joanna Sikora, Maria Podsiedlik,

Magdalena Markowicz-Piasecka. Is metformin a geroprotector? A peek into the current clinical and
experimental data. Mechanisms of Ageing and Development, 2020, 191, 111350.”
https://doi.org/10.1016/j.mad.2020.111350,

moéj wkiad w powstanie powyzszej pracy polegal na przegladzie dostgpnej literatury naukowej,
graficznej edycji pracy, wspotudziale w napisaniu i zredagowaniu manuskryptu oraz odpowiedzi na

otrzymang recenzjg.

MGéj udziat procentowy szacuj¢ na 70%.

. w publikacji ,,Agnieszka Zajda, Joanna Sikora, Kristiina M. Huttunen, Magdalena Markowicz-

Piasecka. Structural comparison of sulfonamide-based derivatives that can improve anti-coagulation
properties of metformin. International Journal of Molecular Sciences. 2022, 23, 4132.”
https://doi.org/10.3390/ijms23084132,

moj udzial w powstaniu powyzszej pracy polegal na przegladzie dostepnej literatury naukowej,
wspoltworzeniu koncepcji i planu pracy, autorstwie manuskryptu oraz wykonaniu czesci
eksperymentalnej — test utylizacji glukozy; pomiar czasu PT, APTT i TT; badanie aktywnosci
antytrombiny Il oraz czynnika X; test tworzenia skrzepu i fibrynolizy; test krzepnigcia po generacji



Oswiadczenia autora rozprawy doktorskiej

endogennej trombiny. Bratam réwniez udzial w opracowaniu, analizie statystycznej i interpretacji
osiagnietych wynikow. Uczestniczylam w przygotowaniu odpowiedzi dla Recenzentéw oraz

tworzeniu korekty manuskryptu.

M¢j udziat procentowy szacuje na 65%.

3. w publikacji ,,Agnieszka Zajda, Joanna Sikora, Mira Hynninen, Janne Tampio, Kristiina M.
Huttunen, Magdalena Markowicz-Piasecka. Substituent effects of sulfonamide derivatives of
metformin that can dually improve cellular glucose utilization and anti-coagulation. Chemico-
Biological Interactions. 2023, 373, 110381.” https://doi.org/10.1016/j.cbi.2023.110381,

maj wklad w powstanie powyzszej pracy polegat na przegladzie dostgpnej literatury naukowe;j,
wspoltworzeniu koncepcji i planu pracy, autorstwie manuskryptu oraz udziale w wykonaniu
czesci eksperymentalnej — test zywotnosci oraz badanie morfologiczne komérek HUVEC
i AoSMC; badanie integralnosci komérek HUVEC; test utylizacji glukozy; badanie potencjatu
blony mitochondrialnej; pomiar czasu PT, APTT i TT; badanie aktywnosci antytrombiny III
oraz czynnika X; test tworzenia skrzepu i fibrynolizy; test krzepnigcia po generacji endogenne;j
trombiny:; pomiar aktywnosci amidolitycznej trombiny; test lizy krwinek czerwonych oraz
badanie morfologiczne erytrocytow. Bralam réwniez udzial w opracowaniu, analizie
statystycznej i interpretacji osiagnigtych wynikow. Uczestniczylam w przygotowaniu

odpowiedzi dla Recenzentéw oraz tworzeniu korekty manuskryptu.

M¢j udziat procentowy szacuje na 55%.

(podpis)
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Oswiadczenia wspolautoréw publikacji naukowych
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219
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Oswiadczenia wspélautoréw

UNIWERSYTET
MEDYCZNY

W LODZI |
ol 25,04 2022

(miejscowosé, data)

un

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

Dr hab. n. med. Joanna Sikora, Prof. uczelni

Zakiad Chemii Bionieorganicznej
Uniwersytet Medyczny w Lodzi

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, iz

1. w publikacji ,Agnieszka Zajda, Kristiina M. Huttunen, Joanna Sikora, Maria Podsiedlik,

Magdalena Markowicz-Piasecka. Is metformin a geroprotector? A peek into the current clinical
and experimental data. Mechanisms of Ageing and Development, 2020, 191, 111350.”
https://doi.org/10.1016/j.mad.2020.111350,

méj wkiad w powstanie powyzszej pracy polegat na konsultacji merytorycznej podczas

przygotowywania publikacji.

M¢j udziat procentowy szacuje na 5%.

2. w publikacji ,,Agnieszka Zajda, Joanna Sikora, Kristiina M. Huttunen, Magdalena Markowicz-

Piasecka. Structural comparison of sulfonamide-based derivatives that can improve anti-coagulation
properties of metformin. International Journal of Molecular Sciences. 2022, 23, 4132.”
https://doi.org/10.3390/ijms23084132,

méj udzial w powstaniu powyzszej pracy polegat na konsultacji merytorycznej podczas

przygotowywania publikacji oraz przygotowaniu odpowiedzi na recenzje.

Méj udziat procentowy szacuje na 10%.
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Oswiadczenia wspélautoréw

1oaz, AL.05202bn

(miejscowosé, data)

OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

mgr farm. Maria Podsiedlik

Zak}ad Chemii Farmaceutycznej,
Analizy Lekow i Radiofarmacji
Uniwersytet Medyczny w Lodzi

OSWIADCZENIE

Os$wiadczam, iz
w publikacji ,,Agnieszka Zajda, Kristiina M. Huttunen, Joanna Sikora, Maria Podsiedlik, Magdalena
Markowicz-Piasecka. Is metformin a geroprotector? A peek into the current clinical and experimental

data. Mechanisms of Ageing and Development, 2020, 191, 111350.”
https://doi.org/10.1016/j.mad.2020.111350,

m6j wkiad w powstanie powyzszej pracy polegal na przegladzie literatury oraz przygotowaniu
fragmentu publikacji.

Moj udziat procentowy szacuj¢ na 5%.

(podpis)
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Oswiadczenia wspoélautoréw

UNIVERSITY OF
EASTERN FINLAND

Au 2€3, 2%

(place. date)

STATEMENT OF THE CO-AUTHOR

Mira Hynninen

School of Pharmacy
Faculty of Health Sciences
University of Eastern Finland

STATEMENT

Hereby I declare that at work:

Agnieszka Zajda, Joanna Sikora, Mira Hynninen, Janne Tampio, Kristiina M. Huttunen, Magdalena
Markowicz-Piasecka. Substituent effects of sulfonamide derivatives of metformin that can dually improve
cellular glucose utilization and anti-coagulation. Chemico-Biological Interactions. 2023, 373, 110381.
https://doi.org/10.1016/j.cbi.2023.110381.

I participated in the HPLC method development and stability studies of new metformin derivatives.

| estimate my percentage contribution to 5%.

(signature)
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Wyksztalcenie i calkowity dorobek naukowy

Wyksztalcenie

2014-2020 — studia magisterskie, kierunek: Farmacja, Uniwersytet Medyczny w Lodzi,
Wydziat Farmaceutyczny.

Praca magisterska przygotowana w Zaktadzie Chemii Farmaceutycznej, Analizy Le-
kow i Radiofarmacji pod kierunkiem naukowym dr hab. n. med. Joanny Sikory,
prof. uczelni (promotor) oraz dr n. farm. Magdaleny Markowicz-Piaseckiej: ,,Badania

biozgodnosci nowych sulfonamidowych pochodnych metforminy”, zostata wyrdzniona

| miejscem w Wydzialowym Konkursie Prac Magisterskich oraz II miejscem w Ogdlno-

polskim Konkursie Prac Magisterskich Wydzialéw Farmaceutycznych Polskiego Towa-

rzystwa Farmaceutycznego.

Calkowity dorobek naukowy

Autorstwo lub wspoétautorstwo pieciu prac naukowych (jeden artykut przegladowy
oraz cztery prace eksperymentalne) o tagcznym wspotezynniku IF = 27.251 oraz punktacji

MEIN = 540 zgodnie z punktacja za rok publikacji artykutow.

1. Zajda A., SikoraJ., Hynninen M., Tampio J., Huttunen K., Markowicz-Piasecka M.
Substituent effects of sulfonamide derivatives of metformin that can dually improve
cellular glucose utilization and anti-coagulation. Chemico-Biological Interactions.
2023, 373, 110381, 1F2022 = 5.168; 100 p MEiN2022.

2. Zajda A., Sikora J., Huttunen K., Markowicz-Piasecka M. Structural comparison of
sulfonamide-based derivatives that can improve anti-coagulation properties of met-
formin. International Journal of Molecular Sciences. 2022, 23, 4132, 1F2022 = 6.208;
140 p MEiN2022.

3. Markowicz-Piasecka M., Huttunen J., Zajda A., Sikora J., Huttunen K. Sulfonamide
metformin derivatives induce mitochondrial-associated apoptosis and cell cycle
arrest in breast cancer cells. Chemico-Biological Interactions. 2022, 352, 109795,
IF2022 = 5.168; 100 p MEiN2022.

4. Zajda A., Huttunen K., Sikora J., Podsiedlik M., Markowicz-Piasecka M. Is metfor-
min a geroprotector? A peek into the current clinical and experimental data.
Mechanisms of Ageing and Development. 2020, 191, 111350, 1F2020 = 5.432; 100 p
MEiN2020.
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5. Markowicz-Piasecka M., Sikora J., Zajda A., Huttunen K. Novel halogenated sul-
fonamide biguanides with anti-coagulation properties. Bioorganic Chemistry. 2020,
94:103444, 1F2020 = 5.275; 100 p MEiN2020.

Publikacje w czasopismach polskich nieindeksowanych:

1. Zajda_A. Zastosowanie dostepnych na rynku dawek rosuwastatyny u pacjenta
z wysokim i bardzo wysokim ryzykiem choréb sercowo-naczyniowych. Farmako-
ekonomika Szpitalna, 2021, nr 55, s.55-60.

2. Zajda A. Profilaktyka odlezyn. Farmakoekonomika Szpitalna, 2022, nr 56, s. 25-
30.

3. Zajda A. Standardy postepowania w profilaktyce przeciwodlezynowej z uwzgled-
nieniem aspektow pielggniarskich. Farmakoekonomika Szpitalna, 2023, nr 57,

S. 36-44.

Komunikaty zjazdowe

1. Zajda A., Markowicz-Piasecka M. Analiza aktywnos$ci biologicznej nowych ana-
logéw metforminy o budowie sulfonamidowej. I Ogoélnopolskie Forum Mtodych,
Polskie Towarzystwo Farmaceutyczne, Lublin, 2 marca 2023 r., referat ustny.

2. Zajda A., Sikora J., Markowicz-Piasecka M. Wtasciwosci przeciwzakrzepowe no-
wych sulfonamidowych pochodnych metforminy. XXIV Naukowy Zjazd Pol-
skiego Towarzystwa Farmaceutycznego, Lublin, 22-24 wrzes$nia 2021 r., poster.

3. Zajda A. Badania biozgodnosci nowych sulfonamidowych pochodnych metforminy.
Il Konferencja Naukowo-Szkoleniowa Studentow Wydziatu Farmaceutycznego Uni-

wersytetu Medycznego w Lodzi, 12-13 kwietnia 2019 r, poster.

Nagrody za dzialalno$¢ naukowa

1. Wyro6znienie dla autora najlepszej prezentacji ustnej podczas Konferencji ,,I Ogdlno-
polskie Forum Mtodych”, Polskie Towarzystwo Farmaceutyczne, Lublin (2023 r.).

2. Nagroda II stopnia w Ogolnopolskim Konkursie Prac Magisterskich Wydziatéw Far-
maceutycznych Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego. Naukowa Fundacja Pol-
pharmy, Warszawa (2021 r.).

3. Nagroda | stopnia w Konkursie Prac Magisterskich - Wydzial Farmaceutyczny Uni-
wersytetu Medycznego w Lodzi (2020 r.).
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4. Nagroda Il stopnia w Konkursie Prac Naukowych, 111 Konferencja Naukowo-Szkole-

niowa Studentow Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w todzi

(2019 1.).

Kursy, szkolenia, certyfikaty

2023 r. Certyfikowany kurs Evidence Based Medicine; Kariera w Farmacji.

2022 r. Certyfikowany kurs Regulatory Affairs Specialist; Kariera w Farmacji.
2022 r. Certyfikowany kurs Pharmacovigilance Specialist; Kariera w Farmacji.
2018 r. Certyfikowany kurs GCP — Dobra Praktyka Kliniczna; Soft Communication.

2018 r. Certyfikowany kurs dla Monitorow 1 kandydatow na Monitorow Badan

Klinicznych - poziom zaawansowany; Soft Communication.

2018 r. Certyfikowany kurs zarzadzania danymi z badan klinicznych oraz danymi

z pharmacovigilance; MSD.
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