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Podziękowania 

Prezentowana rozprawa doktorska została przygotowana pod opieką naukową Pani  

dr hab. n. farm. Magdaleny Markowicz-Piaseckiej, prof. uczelni, której składam  

najserdeczniejsze podziękowania za możliwość realizacji tak interesującej pracy badaw-

czej, patronat naukowy oraz nieocenioną pomoc na każdym etapie prowadzenia badań,  

a także w trakcie przygotowywania niniejszej dysertacji i publikacji źródłowych.  

Chciałabym również wyrazić głęboką wdzięczność za wszystkie cenne uwagi i wska-

zówki merytoryczne na początku mojej drogi naukowej, serdeczność, cierpliwość,  

niezłomną wiarę w moje możliwości oraz za motywowanie do rozwijania swojej wiedzy 

naukowej i umiejętności badawczych. 

Pragnę podkreślić, iż podstawą niniejszej rozprawy doktorskiej był zbiór jednotema-

tycznych publikacji, dlatego też chciałabym serdecznie podziękować wszystkim pozosta-

łym współautorom artykułów naukowych, w osobach Pani dr Kristiiny Huttunen;  

Pani dr hab. n. med. Joanny Sikory, prof. uczelni; Pani mgr farm. Marii Podsiedlik;  

Pani Miry Hynninen oraz Panu Janne Tampio za zaangażowanie, jak i przyjazną  

oraz niezwykle owocną współpracę podczas realizacji niniejszych eksperymentów i przy-

gotowywania manuskryptów. 

Chciałabym również serdecznie podziękować wszystkim Pracownikom Katedry  

Chemii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Łodzi za pomoc i przyjazną  

atmosferę w pracy. 

Z całego serca dziękuję Rodzicom za możliwość rozwijania swoich zainteresowań, 

wsparcie, cierpliwość oraz niegasnącą wiarę we mnie. Dziękuję mojemu Narzeczonemu 

za wyrozumiałość, wiarę we mnie oraz za nieskończone pokłady cierpliwości. 
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Wykaz publikacji stanowiących podstawę rozprawy doktorskiej 

Praca doktorska pt. „Analiza aktywności biologicznej nowych analogów metforminy 

o budowie sulfonamidowej” stanowi zbiór trzech opublikowanych i powiązanych tema-

tycznie publikacji naukowych – jeden artykuł przeglądowy (podstawa teoretyczna) oraz 

dwie prace eksperymentalne. Sumaryczny współczynnik oddziaływania (IF) cyklu arty-

kułów naukowych zgodny z rokiem publikacji wynosi 16.808. Suma punktów według 

listy czasopism punktowanych MEiN jest równa 340. Poniżej przedstawiono spis publi-

kacji będących postawą niniejszej rozprawy doktorskiej: 

 Publikacja I 

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 II 

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 III 

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 
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Wyniki badań prezentowane w ramach niniejszej dysertacji zostały także przedsta-

wione w formie dwóch komunikatów zjazdowych (1 poster oraz 1 referat ustny) na kra-

jowych konferencjach naukowych: 

1. Zajda A., Sikora J., Markowicz-Piasecka M. Właściwości przeciwzakrzepowe no-

wych sulfonamidowych pochodnych metforminy. XXIV Naukowy Zjazd Pol-

skiego Towarzystwa Farmaceutycznego, Lublin, 22-24 września 2021 r., poster. 

 

2. Zajda A., Markowicz-Piasecka M. Analiza aktywności biologicznej nowych ana-

logów metforminy o budowie sulfonamidowej. I Ogólnopolskie Forum Młodych, 

Polskie Towarzystwo Farmaceutyczne, Lublin, 2 marca 2023 r., referat ustny. 

Referat został wyróżniony nagrodą dla autora najlepszej prezentacji.  
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Wykaz stosowanych skrótów 

ADA Amerykańskie Towarzystwo Diabetologiczne 

(ang. American Diabetes Association) 
 

ADP adenozyno-5′-difosforan (tzw. adenozynodifosforan) 

(ang. adenosine diphosphate) 
 

AGEs produkty końcowe zaawansowanej glikacji 

(ang. advanced glycation end-products) 
 

AoSMC ludzkie komórki mięśni gładkich aorty 

(ang. Aortal Smooth Muscle Cells) 
 

AMP adenozyno-5′-monofosforan (tzw. adenozynomonofosforan) 

(ang. adenosine monophosphate) 
 

AMPK kinaza białkowa aktywowana AMP 

(ang. 5'AMP-activated protein kinase) 
 

APTT czas częściowej tromboplastyny po aktywacji 

(ang. Activated Partial Thromboplastin Time) 
 

ARD choroby związane ze starzeniem/ z wiekiem 

(ang. age-related diseases) 
 

AT antytrombina III 

(ang. antithrombin III) 
 

ATP adenozyno-5′-trifosforan (tzw. adenozynotrójfosforan) 

(ang. adenosine triphosphate) 
 

bFGF czynnik wzrostu fibroblastów 2 

(ang. basic fibroblast growth factor 2) 
 

BMI wskaźnik masy ciała 

(ang. body mass index) 
 

Caco-2 komórki gruczolakoraka ludzkiego nabłonka jelita grubego 

(ang. human epithelial colorectal adenocarcinoma) 
 

CAD choroba niedokrwienna serca 

(ang. coronary artery disease) 
 

cAMP cykliczny adenozyno-3′,5′-monofosforan 

(ang. cyclic adenosine monophosphate) 
 

CD62P selektyna P, białko transbłonowe typu 1 

(ang. P-selectin, type-1 transmembrane protein) 
 

cGPD cytoplazmatyczna dehydrogenaza glicerofosforanowa 

(ang. cytoplasmic glycerophosphate dehydrogenase) 
 

CI indek komórkowy 

(ang. Cell Index) 
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CL-test  test krzepnięcia i fibrynolizy 

(ang. Clot Formation and Fibrinolysis Test) 
 

COVID-19 koronawirus 

(ang. coronavirus disease 2019) 
 

CRP białko C-reaktywne  

(ang. C-reactive protein) 
 

CV sercowo-naczyniowy 

(ang. cardiovascular) 
 

DC-SIGN receptor lektynowy typu C 

(ang. C-type lectin receptor) 
 

DHAP fosforan dihydroksyacetonu 

(ang. dihydroxyacetone phosphate) 
 

DOAC bezpośrednie doustne antykoagulanty 

(ang. direct oral anticoagulants) 
 

DPP-4 dipeptydylopeptydaza 4 

(ang. dipeptidyl peptidase-4) 
 

EHRs elektroniczna dokumentacja medyczna 

(ang. electronic health records) 
 

ELISA test immunoenzymatyczny 

(ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 
 

EMA Europejska Agencja Leków 

(ang. European Medicines Agency) 
 

ESC Europejskie Towarzystwo Kardiologiczne 

(ang. European Society of Cardiology) 
 

ET-1 endotelina-1 

(ang. endothelin 1) 
 

FBG fibrynogen 

(ang. fibrinogen) 
 

FBP fruktozo-1,6-bisfosfataza 

(ang. fructose 1,6-bisphosphatase) 
 

FCCP 4-(trifluorometoksy)fenylohydrazon cyjanku karbonylu 

(ang. carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone) 
 

FDA Agencja ds. Żywności i Leków 

(ang. Food and Drug Administration) 
 

FFA wolne kwasy tłuszczowe 

(ang. free fatty acids) 
 

GDM cukrzyca ciążowa 

(ang. Gestational Diabetes Mellitus) 
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GIP glukozozależny peptyd insulinotropowy 

(ang. gastric inhibitory peptide) 
 

GLP-1 glukagonopodobny peptyd-1 

(ang. glucagon-like peptide-1) 
 

GLUTs transportery glukozy 

(ang. glucose transporters) 
 

GSH glutation 

(ang. glutathione) 
 

GST S-transferaza glutationowa 

(ang. Glutathione S-transferase) 
 

G3P 3-fosforan aldehydu glicerynowego 

(ang. glyceraldehyde 3-phosphate) 
 

HDL lipoproteina o wysokiej gęstości 

(ang. high-density lipoprotein) 
 

HUVEC ludzkie komórki śródbłonka żyły pępowinowej 

(ang. Human Umbilical Vein Endothelial Cells) 
 

ICAM-1 cząsteczka adhezyjna 1 

(ang. Intercellular Adhesion Molecule 1) 
 

IDF Międzynarodowa Federacja Diabetologiczna 

(ang. International Diabetes Federation) 
 

IF współczynnik oddziaływania 

(ang. Impact Factor) 
 

IGT upośledzona tolerancja glukozy 

(ang. impaired glucose tolerance) 
 

INR PT, wyrażony jako Międzynarodowy Współczynnik Znormalizowany 

(ang. International Normalized Ratio) 
 

IR insulinooporność 

(ang. insulin resistance) 
  

JC-1 jodek 5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraetylobenzimidazo-karbocyjaniny 

(ang. tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide) 
 

KE Komisja Europejska 
  

LDL lipoproteina o niskiej gęstości 

(ang. low-density lipoprotein) 
 

LVH przerost lewej komory 

(ang. left ventricular hypertrophy) 
 

LVMI indeks masy lewej komory 

(ang. left ventricular mass index) 
 

MAPK szlak kinazy białkowej aktywowanej mitogenem 

(ang. mitogen-activated protein kinase pathway) 
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MATE1 białko ekstruzji wielolekowej i toksyn 1 

(ang. multidrug and toxin extrusion 1) 
 

MATE2 białko ekstruzji wielolekowej i toksyn 2 

(ang. multidrug and toxin extrusion 2) 
 

mGPD mitochondrialna dehydrogenaza glicerofosforanowa 

(ang. mitochondrial glycerophosphate dehydrogenase) 

mtDNA 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 stłuszczeniowa choroba wątroby 

(ang. nonalcoholic fatty liver disease) 
 

NATPOL Ogólnopolskie Badanie Rozpowszechnienia Czynników Ryzyka Chorób 

Układu Krążenia 
 

NCD chorobą niezakaźna 

(ang. non-communicable disease) 
 

NFZ Narodowy Fundusz Zdrowia 
 

NO tlenek azotu 

(ang. nitrogen monoxide) 
 

NOAC doustne leki przeciwzakrzepowe niebędące antagonistami witaminy K 

(ang. non-vitamin K antagonist oral anticoagulants) 
 

OAC doustne leki przeciwzakrzepowe 

(ang. oral anticoagulants) 
 

OCT transporter kationów organicznych 

(ang. organic cation transporter) 
 

OCT-1 transporter kationów organicznych 1 

(ang. organic cation transporter 1) 
 

OCT-2 transporter kationów organicznych 2 

(ang. organic cation transporter 2) 
 

OCT-3 transporter kationów organicznych 3 

(ang. organic cation transporter 3) 
 

ONZ Organizacja Narodów Zjednoczonych 

(ang. United Nations) 
 

PAI-1 śródbłonkowy inhibitor aktywatora plazminogenu-1 

(ang. plasminogen activator inhibitor-1) 
 

PCOS zespół policystycznych jajników 

(ang. polycystic ovary syndrome) 
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PI3K/Akt szlak kinazy 3-fosfoinozytydu /kinazy białkowej B 

(ang. phosphoinositide 3-kinase/protein kinase B pathway) 
 

PKA kinaza białkowa A 

(ang. protein kinase A) 
 

PKC kinaza białkowa C 

(ang. protein kinase C) 
 

PMAT błonowy transporter monoaminy 

(ang. plasma membrane monoamine transporter) 
 

pNA p-nitroanilina 

(ang. p-nitroaniline) 
 

PPAR-γ receptory γ aktywowane przez proliferatory peroksysomów 

(ang. peroxisome proliferator-activated receptors γ) 
 

PSM pochodne sulfonylomocznika 
 

PT czas protrombinowy 

(ang. Prothrombin Time) 
 

PTD Polskie Towarzystwo Diabetologiczne 

(ang. Polish Diabetes Society) 
 

RAGE receptor AGE 

(ang. Receptor for Advanced Glycation Endproducts) 
 

R&D badania i rozwój 

(ang. research and development) 
 

RBC erytrocyty 

(ang. red blood cells) 
 

ROS reaktywne formy tlenu 

(ang. reactive oxygen species) 
 

RTCA-DP system do monitorowania proliferacji komórek adherentnych w czasie 

rzeczywistym 

(ang. Real-Time Cell Analyzer) 
 

SGLT2 kotransporter glukozowo-sodowy 2 

(ang. sodium/glucose cotransporter 2) 
 

SLC grupa białek transportujący substancje rozpuszczone 

(ang. solute carriers) 
 

SMCs komórki mięśni gładkich 

(ang. smooth muscle cells) 
 

SR-B receptor zmiatacz klasy B 

(ang. scavenger receptor-class B) 
 

TAFI inhibitor fibrynolizy aktywowany trombiną 

(ang. thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor) 
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TC cholesterol całkowity 

(ang. total cholesterol) 
 

TFPI inhibitor szlaku czynnika tkankowego 

(ang. tissue factor pathway inhibitor) 
 

TG trójglicerydy 

(ang. triglycerides) 
 

TGF-β1 transformujący czynnik wzrostu β1 

(ang. transforming growth factor β1) 
 

TGt czas generacji endogennej trombiny 

(ang. thrombin generation time) 
 

TMB 3,3′,5,5′-tetrametylobenzydyna 

(ang. 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine) 
 

TNF-λ czynnik martwicy nowotworów 

(ang. tumor necrosis factor λ) 
 

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 A2 

(ang. thromboxane A2) 
 

TZD tiazolidynediony (agonista PPAR-γ) 
 

T1DM cukrzyca typu 1 

(ang. Type 1 Diabetes Mellitus) 
 

T2DM cukrzyca typu 2 

(ang. Type 2 Diabetes Mellitus) 
 

UKPDS brytyjskie wieloośrodkowe badanie z randomizacją 

(ang. United Kingdom Prospective Diabetes Study) 
  

VCAM-1 cząsteczka adhezyjna 1 komórek naczyniowych 

(ang. Vascular Cell Adhesion Molecule 1) 
 

VKA antagonista witaminy K 

(ang. vitamin K antagonist) 
 

WHO Światowa Organizacja Zdrowia 

(ang. World Health Organization) 
 

ΔΨM potencjał błony 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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Wprowadzenie 

W ciągu ostatnich dziesięcioleci, dynamiczny rozwój gospodarczy, postępujący pro-

ces starzenia się społeczeństwa, urbanizacja oraz współczesny styl życia (tj. przewlekły 

stres, złe nawyki żywieniowe, brak aktywności fizycznej oraz niedobór snu) doprowa-

dziły do znacznego obciążenia światowej populacji chorobami cywilizacyjnymi. 

Obecnie cukrzyca (DM, ang. Diabetes Mellitus), obok chorób układu sercowo-naczynio-

wego, stanowi jedną z najbardziej rozpowszechnionych chorób cywilizacyjnych XXI 

wieku [1-3]. 

Monitorowanie danych epidemiologicznych dotyczących rozpowszechnienia cu-

krzycy zarówno na całym świecie jak i w skali kraju jest szczególnie istotne w celu pla-

nowania oraz implementacji odpowiednich interwencji prewencyjnych. Począwszy od 

2000 r. Międzynarodowa Federacja Diabetologiczna (IDF) rozpoczęła regularne publi-

kowanie, co 2-4 lata, szacunkowych danych dotyczących rozpowszechnienia cukrzycy, 

kiedy to pierwsze szacunki wykazały, iż liczba dorosłych z cukrzycą obejmuje 151 mi-

lionów ludzi na całym świecie. W 2021 r. IDF ogłosiła, że liczba ta wzrosła niemal czte-

rokrotnie, szacując, że obecnie aż 537 milionów osób dorosłych choruje na cukrzycę 

(Ryc. 1), a prawie połowa z nich jest wciąż niezdiagnozowana. Z każdym kolejnym  

rokiem wartość ta sukcesywnie wzrasta [4]. Na tej podstawie grono ekspertów IDF  

przewiduje, iż do 2045 roku liczba osób dotkniętych cukrzycą wzrośnie do 783 milionów, 

co obecnie stanowi jedno z najpoważniejszych zagrożeń dla globalnego zdrowia i naj-

większych wyzwań zdrowotnych obecnego wieku [5]. Zgodnie z danymi przedstawio-

nymi przez Narodowy Fundusz Zdrowia (NFZ), a także w oparciu o badania serii 

NATPOL dowodzące, iż około 20-25% osób chorych żyje z nierozpoznaną cukrzycą, 

stwierdzono, iż w 2019 r. na cukrzycę chorowały niemal 3 miliony Polaków (tj. 7.8% 

krajowej populacji) [6,7]. 

Raport opublikowany w 2022 r. przez Światową Organizację Zdrowia (WHO)  

wykazał, że aż 95% wszystkich zdiagnozowanych przypadków cukrzycy to pacjenci cier-

piący na cukrzycę typu 2 (T2DM). Natomiast pozostałe 5% obejmuje zarówno grupę  

pacjentów z cukrzycą typu 1 (T1DM) oraz cukrzycą ciążową (GDM) [7]. T2DM jest 

pierwszą chorobą niezakaźną (NCD), która została powszechnie uznana za cichą epide-

mię XXI wieku przez Organizację Narodów Zjednoczonych (ONZ) [3,4]. 
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Rycina 1. Rozpowszechnienie cukrzycy na świecie, u dorosłych w wieku 20-79 lat,  

w 2021 r. [5]. 
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Patogeneza T2DM 

U osób zdrowych poziom glukozy we krwi jest regulowany dzięki prawidłowemu wy-

dzielaniu insuliny i glukagonu na zasadzie ujemnego sprzężenia zwrotnego [8,9]. W opar-

ciu o definicję WHO, cukrzyca jest powszechnie definiowana jako zespół schorzeń me-

tabolicznych objawiających się przewlekłą hiperglikemią, tj. zwiększonym stężeniem 

glukozy we krwi [8]. Stan hiperglikemii uwarunkowany jest zaburzeniami występują-

cymi na poziomie wydzielania i/lub działania hormonu anabolicznego, insuliny (Ryc. 2). 

Zatem do bezpośrednich przyczyn hiperglikemii zaliczamy następujące defekty patofi-

zjologiczne: zaburzenie wydzielania insuliny – gdy trzustka nie wytwarza wystarczającej 

ilości insuliny oraz całkowite zahamowanie procesu wytwarzania insuliny; i/lub upośle-

dzenie działania insuliny spowodowane spadkiem wrażliwości tkanek obwodowych  

(np. wątroby, mięśni szkieletowych, tkanki tłuszczowej) na działanie powyższego hor-

monu – gdy organizm nie jest w stanie w sposób skuteczny wykorzystać endogennej in-

suliny w procesie metabolizmu węglowodanów (tzw. insulinooporność, IR) [5,10]. 

 

Rycina 2. Zaburzenia występujące na poziomie działania oraz wydzielania hormonu  

anabolicznego, insuliny, prowadzące do rozwoju klinicznie jawnej T2DM [11]. 

 

Wzrost poziomu glukozy, aminokwasów oraz wolnych kwasów tłuszczowych we krwi 

po spożytym posiłku (tzw. bodziec hiperglikemiczny) powoduje zmniejszenie wydziela-

nia glukagonu przez komórki λ i tym samym wyzwala dwufazową sekrecję insuliny.  

Ponadto zwiększone stężenie endogennych hormonów inkretynowych uwalnianych przez 

błonę śluzową jelita cienkiego po posiłku, tj. glukagonopodobny peptyd-1 (GLP-1) oraz 
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glukozozależny peptyd insulinotropowy (GIP), a także neuroprzekaźników odpowie-

dzialnych za przywspółczulną aktywację cholinergiczną nerwu błędnego również 

wzmaga wydzielanie insuliny. Najpierw obserwowany jest natychmiastowy, skokowy 

wyrzut insuliny zdeponowanej w ziarnistościach cytoplazmatycznych komórek β wysp 

trzustkowych (trwający kilka minut), po którym następuje zwiększona synteza i uwalnia-

nie insuliny (trwające aż kilkadziesiąt minut). W przypadku gdy stężenie glukozy utrzy-

muje się na wysokim poziomie następuje długotrwałe uwalnianie insuliny [12-14]. 

Pierwsza faza wydzielania insuliny odgrywa istotną rolę w utrzymaniu homeostazy 

glukozy w osoczu, gdyż odpowiada za przygotowanie tkanek obwodowych na spożycie 

posiłku, hamowanie endogennej syntezy glukozy w wątrobie oraz hamowanie procesu 

lipolizy. Upośledzenie powyższego procesu lub całkowity zanik jest bardzo wczesnym 

oraz częstym zaburzeniem, objawiającym się hiperglikemią poposiłkową, które ujawnia 

się w toku rozwoju pełnoobjawowej T2DM, a także upośledzonej tolerancji glukozy 

(IGT). Natomiast w stanie przedcukrzycowym druga faza wydzielania insuliny przebiega 

prawidłowo lub jest upośledzona w nieznacznym stopniu. Faza ta odpowiada za niewiel-

kie hamowanie produkcji glukozy w wątrobie oraz zwiększone wykorzystanie glukozy 

w tkankach obwodowych. Choć znaczenie drugiej fazy wydzielania insuliny jest stosun-

kowo niedoceniane w porównaniu z fazą pierwszą, jest ona również niezbędna dla utrzy-

mania prawidłowej homeostazy glukozy [14,15]. W początkowym stadium u pacjentów 

z T2DM obserwujemy hiperinsulinemię, która jest odpowiedzią kompensacyjną komó-

rek β trzustki na zjawisko wzrostu oporności tkanek obwodowych na insulinę. Z czasem 

czynność komórek β zanika wraz z jednoczesnym narastaniem hiperglikemii (Ryc. 2),  

co w konsekwencji prowadzi także do stopniowego upośledzenia drugiej fazy sekrecji 

insuliny. Dlatego też u pacjentów z T2DM krzywa dobowej insulinemii wraz z progresją 

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

W przeprowadzonych dotychczas badaniach [18-22], u pacjentów ze stanem przedcu-

krzycowym, z rozwiniętą cukrzycą, a także u krewnych pierwszego stopnia pacjentów 

z cukrzycą, u których nie wykazano istotnych nieprawidłowości względem tolerancji glu-

kozy odnotowano także upośledzenie pulsacyjnego i oscylacyjnego charakteru wydziela-

nia insuliny [13,17]. Ponadto u pacjentów w początkowym stadium zaobserwowano na-

silone wydzielanie niedojrzałych ziarnistości bogatych w proinsulinę (zanim nastąpi ich 

konwersja do insuliny) z komórek β, tzw. hiperproinsulinemia, jako odpowiedź na zjawi-

sko hiperglikemii oraz stan IR [13,23,24]. 
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Zaburzenia układu krzepnięcia i fibrynolizy u pacjentów z T2DM 

Złożone i wieloczynnikowe zaburzenia metaboliczne współistniejące z cukrzycą, 

m.in. hiperglikemia i IR, prowadzą do zaburzenia równowagi fizjologicznej między pro-

cesami krzepnięcia i fibrynolizy, co sprzyja rozwojowi stanu prozakrzepowego. Stan ten 

przejawia się zwiększoną liczbą płytek krwi, ich nadmierną aktywacją, zaburzeniami 

czynników krzepnięcia, hipofibrynolizą oraz dysfunkcją śródbłonka. Powyższe zjawisko 

jest powszechnie określane mianem trombofilii cukrzycowej (tzw. nadkrzepliwość) [25-

28]. Niewątpliwie oprócz hiperglikemii i IR, do głównych czynników przyczyniających 

się do stanu prozakrzepowego u chorych na cukrzycę zaliczane są również inne zaburze-

nia metaboliczne, takie jak hipoglikemia, dyslipidemia, otyłość czy niealkoholowa stłusz-

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

Rycina 3. Zaburzenia hemostazy u pacjentów z T2DM. 

 

Zaburzenia hemostazy 

Zaburzenia hemostazy występujące u pacjentów z T2DM obejmują zarówno niepra-

widłowości w obrębie mechanizmów hemostazy pierwotnej, płytkowo-naczyniowej oraz 

zaburzenia procesów hemostazy wtórnej, osoczowej. Zrozumienie mechanizmów zaan-
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gażowanych w inicjację i progresję zaburzeń hemostazy ma kluczowe znaczenie w dąże-

niu do skutecznej prewencji chorób sercowo-naczyniowych u pacjentów z cukrzycą oraz 

opracowywaniu nowych strategii terapeutycznych. 

Zgodnie z obecnymi doniesieniami, płytki krwi odgrywają istotną rolę w patogenezie 

i progresji powikłań naczyniowych u cukrzyków (Ryc. 3). Niewątpliwie hiperglikemia 

i IR zwiększają liczbę, adhezję i agregację płytek krwi poprzez zmniejszenie skuteczno-

ści przeciwagregacyjnej prostaglandyny I2, prostacykliny PGI2 i tlenku azotu (NO) oraz 

spadek płynności błony, zmieniony metabolizm płytek krwi (zaburzenie homeostazy Ca 

i Mg) oraz wzrost aktywności receptorów glikoproteinowych i tromboksanu A2 (TXA2) 

[29-31]. 

Czynniki krzepnięcia (tzw. koagulanty) to szereg białek, zaangażowanych w proces 

krzepnięcia, współdziałających z płytkami krwi w procesie tworzenia skrzepu. Liczne ba-

dania wykazały, że istnieje dostrzegalny związek między współistniejącym przewlekłym 

stanem hiperglikemii, IR i zwiększonym poziomem czynników krzepnięcia w osoczu, 

w tym fibrynogenu, czynnika VII, VIII, XI, XII, czynnika von Willebranda (vWF),  

czynnika tkankowego (TF) oraz trombiny (IIa) (Ryc. 3). U cukrzyków obserwuje się  

zarówno ilościowe, jak i jakościowe zmiany czynników krzepnięcia i antykoagulantów,  

co skutkuje tworzeniem skrzepów opornych na lizę [25,32]. Ponadto przewlekły stan  

hiperglikemii indukuje proces nieenzymatycznej glikozylacji naturalnych antykoagulan-

tów, takich jak antytrombina III (AT III), białko C i S, co może objawiać się zmniejsze-

niem ich poziomu oraz zaburzeniami w ich aktywności i sprzyja powstawaniu blaszki 

miażdżycowej oraz ryzyku wystąpienia incydentów zakrzepowych u pacjentów z T2DM 

[33]. 

U chorych na cukrzycę stan przewlekłej hiperglikemii, IR oraz zwiększone wytwarza-

nie reaktywnych form tlenu (ROS) przyśpiesza proces glikooksydacji białek i lipidów, 

co skutkuje zwiększonym wytwarzaniem produktów końcowych zaawansowanej glikacji 

(AGEs), które następnie gromadzą się w ścianie naczyń i bezpośrednio zaburzają jego 

strukturę oraz funkcję. Ponadto stan zapalny o niskim stopniu złośliwości spowodowany, 

m.in. zwiększonym poziomem białka C-reaktywnego (CRP), również sprzyja nieodwra-

calnym zmianom w śródbłonku [16,26,34,35]. 

Do nieprawidłowości w obrębie śródbłonka zaliczyć można również zaburzenie 

dwóch głównych szlaków sygnalizacji insuliny: szlaku kinazy 3-fosfoinozytydu/kinazy 

białkowej B (PI3K/Akt) i szlaku kinazy białkowej aktywowanej mitogenem (MAPK). 
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Przegląd aktualnej literatury dowodzi, iż w warunkach zwiększonej oporności tkanek ob-

wodowych na insulinę i kompensacyjnej hiperinsulinemii, insulina wykazuje działanie: 

pronadciśnieniowe, aterogenne, trombogenne i prokoagulacyjne oraz dochodzi do upo-

śledzenia sygnalizacji zależnej od PI3K oraz braku wpływu na szlak MAPK lub jego 

wzmożona aktywacja, co w konsekwencji prowadzi do zaburzenia równowagi między 

wytwarzaniem NO, a wydzielaniem endoteliny-1 (ET-1). W następstwie niniejsze zabu-

rzenia także przyczyniają się do dysfunkcji śródbłonka [16,35]. 

Zaburzenia czynności śródbłonka mają ogromne znaczenie w patogenezie powikłań 

naczyniowych, ponieważ śródbłonek stanowi nie tylko najbardziej wewnętrzną warstwę 

naczyń krwionośnych biorących udział w modulowaniu napięcia i struktury ściany na-

czyń, ale także odgrywa kluczową rolę w utrzymaniu równowagi hemostatycznej poprzez 

wydzielanie szeregu mediatorów, które regulują agregację płytek krwi, napięcie naczyń, 

proces krzepnięcia krwi oraz fibrynolizę [12-15,26]. Zatem dysfunkcja śródbłonka jest 

główną przyczyną wielu powikłań makro- i mikronaczyniowych. Mikroangiopatie są to 

uszkodzenia małych naczyń krwionośnych prowadzące do retinopatii cukrzycowej,  

która może doprowadzić do ślepoty; neuropatii cukrzycowej (tj. uszkodzenie nerwów) 

i nefropatii cukrzycowej doprowadzającej do niewydolności nerek. Natomiast makroan-

giopatie to uszkodzenia dużych naczyń krwionośnych. Do ich konsekwencji można zali-

czyć takie jednostki chorobowe jak: zawał mięśnia sercowego, udar mózgu, chorobę 

wieńcową oraz miażdżycę [36]. 

Wszystkie powyżej omówione procesy sprzyjają powstawaniu i wzrostowi blaszki 

miażdżycowej oraz jej destabilizacji, co stanowi morfologiczne podłoże występowania 

powikłań miażdżycowych – chorób naczyń obwodowych, ostrych zespołów wieńco-

wych, czy udaru. 

Hipofibrynoliza 

Dostępne są również doniesienia, iż przewlekły stan zwiększonego stężenia glukozy 

we krwi oraz zjawisko IR u pacjentów z T2DM powodują wzrost poziomu dwóch głów-

nych czynników antyfibrynolitycznych: inhibitora aktywatora plazminogenu-1 (PAI-1) 

i inhibitora fibrynolizy aktywowanego trombiną (TAFI), co w konsekwencji skutkuje 

spadkiem poziomu czynników fibrynolitycznych. Ponadto w przebiegu cukrzycy obser-

wuje się zaburzenie procesu generacji trombiny, które prowadzi do generowania skrze-

pów o nieprawidłowej, gęstszej strukturze (zwiększone usieciowanie włóknika), co także 

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

Mahindrakar i wsp. dowiedli, iż u cukrzyków występują także zaburzenia w obrębie 

integralności, żywotności, odkształcalności i lepkosprężystości erytrocytów. Zwiększona 

agregacja oraz zmniejszona odkształcalność erytrocytów jest najprawdopodobniej spo-

wodowana wzmożoną glikozylacją spektryny, białka występującego na powierzchni 

błony erytrocytarnej, w tej grupie pacjentów [37]. 
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Postępowanie przeciwzakrzepowe w T2DM 

Ze względu na niekorzystny profil naczyniowy u cukrzyków, obejmujący nasilone 

środowisko zakrzepowe i przyspieszoną miażdżycę (Ryc. 4), ryzyko niedokrwienia na-

czyń jest w tej populacji niemal dwukrotnie zwiększone, w tym choroby niedokrwiennej 

serca (CAD), udaru czy nawet zgonu. W związku z powyższym dość często konieczne 

jest wdrożenie odpowiedniej terapii przeciwzakrzepowej i/lub przeciwpłytkowej [38,39]. 

Rycina 4. Stan hiperglikemii, insulinooporność, a zwiększone ryzyko rozwoju chorób 

układu krążenia u pacjentów z T2DM. 

 

Obecnie brak jednoznacznie ustalonych wytycznych dotyczących optymalnego postę-

powania przeciwzakrzepowego w stanie prozakrzepowym u chorych na cukrzycę, 

a powszechnie stosowane strategie terapeutyczne są w dużej mierze podobne zarówno 

u pacjentów ze zdiagnozowaną cukrzycą, jak i bez [25,26,29]. 

Wyrównanie metaboliczne zaburzeń biochemicznych (tj. zoptymalizowana kontrola 

glukozy i lipidów oraz utrata masy ciała), zgodnie z wytycznymi Europejskiego Towa-

rzystwa Kardiologicznego (ESC) z 2019 r. dotyczącymi cukrzycy, stanu przedcukrzyco-

wego i chorób sercowo-naczyniowych oraz zaleceniami klinicznymi Polskiego Towarzy-



Uzasadnienie podjętej tematyki badawczej 

26 

 

stwa Diabetologicznego (PTD) z 2022 r. dotyczącymi postępowania u chorych na cu-

krzycę, stanowi podstawę leczenia przeciwzakrzepowego u pacjentów z T2DM.  

Aktualne wytyczne zalecają także rozważenie zastosowania terapii doustnymi lekami 

przeciwzakrzepowymi: preparatami niebędącymi 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, była uważana za podstawową strategię w leczeniu doustnymi lekami przeciw-

zakrzepowymi (OAC). Efekt przeciwkrzepliwy, zależny od dawki, osiągany jest dopiero 

po 3-5 dniach od zastosowania VKA. Początkowo VKA wykazują działanie prozakrze-

powe poprzez blokowanie naturalnych antykoagulantów, białka C, S i Z, co jest powią-

zane z ryzykiem wystąpienia powikłań zakrzepowych, zwłaszcza w pierwszych dniach 

terapii. Następnie VKA wykazują opóźnione działanie przeciwzakrzepowe poprzez ha-

mowanie czynników krzepnięcia II, VII, IX i X. Niestety kliniczne zastosowanie VKA 

jest ograniczone poprzez wąski indeks terapeutyczny, dużą zmienność w odpowiedzi far-

makologicznej, konieczność częstego monitorowania INR oraz rozległymi interakcjami 

lek–pożywienie [25,42-46]. 

W ostatniej dekadzie rozwój bezpośrednich doustnych antykoagulantów (DOAC), 

w tym inhibitora trombiny (dabigatran) i inhibitorów czynnika Xa (rywaroksaban, apik-

saban i edoksaban), zrewolucjonizował dotychczasowe podejście przeciwzakrzepowe 

[29,47]. W literaturze fachowej spotykane jest zamienne nazewnictwo niniejszej grupy 

leków, m.in. DOAC, NOAC czy celowane doustne antykoagulanty (TSOAC). 

Trombina, osoczowa proteaza serynowa, jest jednym z głównych celów opracowywa-

nia leków przeciwzakrzepowych, ponieważ odgrywa ważną rolę w tworzeniu skrzepów 

krwi poprzez przekształcanie fibrynogenu w fibrynę, aktywację czynników krzepnięcia 

V, VIII, XI, XII i stymulowanie płytek krwi, indukując w ten sposób ich agregację. Z dru-

giej strony, ograniczenie wytwarzania trombiny poprzez hamowanie trypsynopodobnego 

czynnika proteazy serynowej, czynnika Xa, stanowi równie obiecującą strategię antyko-

agulacyjną. Mechanizm działania nowych doustnych selektywnych inhibitorów czynnika 

Xa skierowany jest na punkt zbieżny wspólnego szlaku zewnętrznej i wewnętrznej ka-

skady krzepnięcia krwi. Zatem trombina nie jest bezpośrednio hamowana, co prowadzi 

do zmniejszenia ryzyka wystąpienia niepożądanego krwawienia [48]. 
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Według najnowszych doniesień naukowych, terapia z zastosowaniem NOAC wyka-

zuje lepszą skuteczność, korzystniejszy profil bezpieczeństwa, a także mniejsze ryzyko 

zatorowości systemowej, poważnych krwawień i powikłań cukrzycy oraz interakcji z po-

karmem w porównaniu ze standardową terapią VKA [49-52]. Obecnie DOAC stanowią 

preferowaną grupę leków u osób bez bezwzględnych wskazań do terapii VKA i są prze-

pisywane zarówno w celach terapeutycznych, jak i profilaktycznych powikłań zakrze-

powo-zatorowych. Jednakże, pomimo postępu w terapii przeciwcukrzycowej i przeciw-

zakrzepowej, cukrzyca nadal wiąże się ze zwiększoną chorobowością i śmiertelnością, 

głównie z przyczyn sercowo-naczyniowych, co skłania badaczy do poszukiwania nowych 

związków o działaniu przeciwzakrzepowym, w tym również pochodnych o strukturze 

sulfonamidowej. 
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Postępowanie w T2DM 

W początkowym stadium T2DM leczenie rozpoczyna się od terapii behawioralnej, 

która jest nieodzownym elementem leczenia pacjentów zarówno z T1DM, jak i T2DM. 

Cele terapii behawioralnej obejmują modyfikację stylu życia, a więc zmianę nawyków 

żywieniowych, redukcję masy ciała oraz wprowadzenie umiarkowanego, regularnego 

wysiłku fizycznego (co najmniej co 2-3 dni), a także unikanie stresu i przestrzeganie od-

powiedniej długości czasu snu. Jednakże gdy utrzymanie optymalnej kontroli metabo-

licznej choroby nie jest możliwe za pomocą wyżej wymienionych środków, do terapii 

behawioralnej należy dołączyć odpowiednią terapię lekową [41]. Leki przeciwcukrzy-

cowe obecnie najczęściej stosowane w terapii T2DM zestawiono w Tabeli 1. 

Na rynku farmaceutycznym dostępnych jest pięć klas środków terapeutycznych o róż-

nym mechanizmie działania hipoglikemizującego:  

1. leki zwiększające wrażliwość obwodową na insulinę – metformina oraz agonista  

receptorów γ aktywowanych przez proliferatory peroksysomów (PPAR-γ) –  

pioglitazon; 

2. leki zwiększające sekrecję insuliny: pochodne sulfonylomocznika i glinidy; 

3. leki zwiększające wydzielanie insuliny w sposób zależny 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 zmniejszające wchłanianie glukozy – inhibitory α-glukozydazy, tj. akarboza; 

5. leki zmniejszające wchłanianie zwrotne glukozy w nerkach – inhibitory kotranspor-

tera 2 glukozy zależnego od jonów sodowych (inhibitory SGLT2), tzw. flozyny  

lub gliflozyny, tj. dapagliflozyna, empagliflozyna, ertugliflozyna, kanagliflozyna 

[53]. 

 

 

 

 

 



Uzasadnienie podjętej tematyki badawczej 

29 

 

Tabela 1. Porównanie leków obecnie najczęściej stosowanych w terapii T2DM –  

zgodnie ze stanowiskiem Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego (2023 r.). 

 
 metformina pochodne  

sulfonylomocznika 

agoniści  

receptora 

GLP-1 

inhibitory 

DPP-4 

agonista 

PPAR-γ 

inhibitory 

SGLT-2 

Efekt/ mechanizm Zmniejszenie 
produkcji  

glukozy  

w wątrobie. 
Zwiększenie 

wrażliwości 
obwodowej 

na insulinę. 

Zwiększenie wydzie-
lania insuliny. 

Zwiększenie 
wydzielania 

insuliny  

zależne od 
nasilenia  

hiperglikemii, 
hamowanie 

łaknienia. 

Zwiększenie 
stężenia 

insuliny  

wydzielanej 
w zależności 

od nasilenia  
hiperglikemii. 

Zwiększenie 
wrażliwości 

obwodowej 

na insulinę. 

Indukcja  
cukromoczu. 

Siła działania  

hipoglikemizującego 

duża duża duża średnia duża duża 

Insulina w osoczu 

 

↓ ↑↑ ↑↑ ↑ ↓ ↓ 

Cholesterol  

frakcji LDL 

↓ – ↓ ↓ lub – – – lub ↑ 

Cholesterol  

frakcji HDL 

↑ – ↑ ↑ ↑ ↑ 

Trójglicerydy 

 

↓ – ↓ – ↓ – 

Masa ciała 

 

↓ lub – ↑ ↓↓ – ↑ ↓ 

Ryzyko hipoglikemii 

 

– ↑ – – – – 

Działania  

niepożądane 

Zaburzenia 
żołądkowo- 

jelitowe. 

Hipoglikemia, 
przyrost masy ciała. 

Zaburzenia 
żołądkowo-

jelitowe  

(nudności, 
wymioty). 

Istotne  
nie występują. 

Retencja  
płynów,  

przyrost masy 

ciała, 
wzrost ryzyka 

złamań kości 

długich. 

Zakażenia  
zewnętrznych 

narządów 

płciowych, 
odwonienie 

(szczególnie  

u osób  
starszych). 

Przeciwwskazania Niewydolność 

narządów 
(serca, mózgu, 

wątroby, nerek, 

oddechowa), 
alkoholizm. 

Niewydolność serca, 

wątroby, nerek. 

Neuropatia 

żołądkowo-
jelitowa. 

Niewydolność 

wątroby. 

Niewydolność 

serca,  
wątroby,  

rak pęcherza 

moczowego. 

Znaczny  

spadek  
filtracji  

kłębuszkowej. 

 

Objaśnienia: „↓” —  spadek; „↑” — wzrost; „–’’ — brak efektu. 

Terapia z wykorzystaniem środków hipoglikemizujących podlega stałej indywiduali-

zacji pod kątem wpływu leków zarówno na parametry glikemiczne (tj. ryzyko hipoglike-

mii), jak i pozaglikemiczne (tj. ryzyko sercowo-naczyniowe, choroby współistniejące, 

masa ciała, czy gospodarka lipidowa). Obecnie metformina stanowi lek pierwszego wy-

boru przy rozpoczynaniu farmakoterapii T2DM, jeśli nie istnieją żadne przeciwskazania 

do jej zastosowania. W sytuacji, gdy mimo zastosowania metforminy w monoterapii 

w zalecanych dawkach maksymalnych bądź tolerowanych niemożliwe jest utrzymanie 

docelowych wartości HbA1c lub gdy w wywiadzie obecna jest choroba współistniejąca 

z T2DM: miażdżycowa choroba sercowo-naczyniowa, skurczowa niewydolność serca, 

przewlekła choroba nerek oraz w przypadku wysokiego ryzyka sercowo-naczyniowego, 

terapię metforminą należy kontynuować w terapii skojarzonej z drugim lekiem hipogli-

kemizującym, tj. agonista receptora GLP-1/ inhibitor SGLT-2, lub insuliną bazową.  
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Jeżeli po kilku tygodniach stosowania skuteczność terapeutyczna wdrożonego leczenia 

nie została osiągnięta, niezbędna jest inicjacja terapii skojarzonej trójlekowej z dalszym 

zastosowaniem metforminy. Mając na uwadze postępujący charakter T2DM,  

terapia z wykorzystaniem insuliny bazowej w indywidualnie dobranym schemacie poda-

wania jest dość często wskazana, a jej wprowadzenie w terapii skojarzonej z metforminą 

jest możliwe z pominięciem etapów pośrednich (terapii podwójnej i potrójnej). Na dal-

szych etapach leczenia zarówno w skojarzeniu z insulinoterapią prostą, jak i złożoną  

rekomendowane jest dalsze stosowanie metforminy oraz innych doustnych leków hipo-

glikemizujących czy agonistów receptora GLP-1 (iniekcje podskórne). Zatem metfor-

mina występuje zawsze w każdym schemacie leczenia, na każdym etapie rozwoju T2DM, 

zarówno w monoterapii, jak i w skojarzeniu z innymi lekami przeciwcukrzycowymi, 

w przypadku braku przeciwskazań do jej stosowania oraz dobrej tolerancji przez pa-

cjenta. Poniżej przedstawiono schematy (Ryc. 5 i 6) obrazujące najnowsze zalecenia kli-

niczne (2023 r.) dotyczące postępowania u chorych na T2DM zgodnie ze stanowiskiem 

PTD [41]. 

 

Rycina 5. Schemat leczenia osób z T2DM uprzednio nieleczonych farmakologicznie 

zgodnie ze stanowiskiem PTD (2023 r.). 
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Rycina 6. Schemat leczenia osób z T2DM uprzednio leczonych farmakologicznie  

zgodnie ze stanowiskiem PTD (2023 r.). 
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Metformina – przegląd historyczny 

Historia metforminy jest ściśle związana z Rutwicą lekarską (łac. Galega officinalis), 

Ryc. 7, a dokładnie z surowcem roślinnym, zielem, pozyskiwanym z Rutwicy lekarskiej 

(łac. Herba galegae), które od średniowiecza stanowiło złoty środek w leczeniu stanów 

wzmożonego pragnienia oraz częstego oddawania moczu, a więc typowych objawów po-

wszechnie znanej choroby, cukrzycy [54-57]. Herba galegae jest bogatym, naturalnym 

źródłem alkaloidów, w tym guanidyny oraz jej pochodnych o mniejszej toksyczności, 

galeginy i hydroksygaleginy [58]. W latach dwudziestych XX wieku, galegina była  

testowana u ludzi pod kątem właściwości hipoglikemizujących, ale niestety po zastoso-

waniu klinicznym okazała się być substancją wysoce toksyczną [54-57]. Ze względu na 

toksyczność guanidyny, w 1922 r. dwaj irlandzcy chemicy, Werner i Bell, przeprowadzili 

pionierską syntezę cząsteczki, pochodnej alkaloidu galeginowego, metforminy (Ryc. 7), 

która zachowuje działanie hipoglikemizujące związku macierzystego. Jednakże przez 

długi czas nie była ona stosowana klinicznie, najprawdopodobniej ze względu na poja-

wienie się insulinoterapii w latach dwudziestych niniejszego wieku, co spowodowało 

utratę zainteresowania potencjalnymi metodami leczenia cukrzycy [57]. 

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

 

Dopiero po dokonaniu rozróżnienia cukrzycy na cukrzycę insulinowrażliwą (ang. in-

sulin-sensitive diabetes) oraz cukrzycę insulinoniewrażliwa (ang. insulin-insensitive dia-

betes), w latach pięćdziesiątych XX wieku zsyntetyzowano kolejne pochodne galeginy 

o właściwościach obniżających stężenie glukozy we krwi, tj. fenforminę i buforminę 

[60]. Z chemicznego punktu widzenia galegina to izoprenylowa pochodna guanidyny, 

natomiast metformina, fenformina i buformina to biguanidy, a więc związki zawierające 
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w swojej budowie dwie sprzężone cząsteczki guanidyny, z terminalnym atomem azotu 

dodatkowo podstawionym kolejno następującymi ugrupowaniami: dwie grupy mety-

lowe; ugrupowanie fenyloetylowe; podstawnik n-butylowy (Ryc. 8). Biguanidy wyka-

zują silniejsze działanie hipoglikemizujące w porównaniu ze związkami zawierającymi 

tylko jedną cząsteczkę guanidyny [54-57]. 

 

Rycina 8. Struktury pierwszych pochodnych biguanidu. 

 

Przełom nastąpił w latach siedemdziesiątych, kiedy to fenformina oraz buformina zo-

stały wycofane z rynku farmaceutycznego z powodu odnotowanych licznych przypad-

ków ciężkiej lub śmiertelnej kwasicy mleczanowej, tym samym na znaczeniu zyskała 

metformina [54,61]. Wprawdzie metformina niesie ze sobą ryzyko wystąpienia kwasicy 

mleczanowej, jednakże tylko u pacjentów z zaburzeniami czynności nerek, u których jest 

przeciwskazana do zastosowania [62]. W oparciu o liczne doniesienia, w tym wyniki  

badania United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS), w których dowiedziono 

akceptowalnego profilu ryzyka zastosowania metforminy, lek ten, oprócz uzyskania  

rejestracji na terenie Europy, został również dopuszczony przez amerykańską Agencję 

ds. Żywności i Leków (FDA) do sprzedaży w Stanach Zjednoczonych [54,60].  

Obecnie metformina jest najczęściej przepisywanym doustnym lekiem przeciwcukrzyco-

wym na świecie, który jest przyjmowany przez ponad 150 milionów pacjentów rocznie 

[63]. 

Zastosowanie metforminy 

Podstawowym wskazaniem rejestracyjnym metforminy jest leczenie dorosłych pa-

cjentów z T2DM, zwłaszcza ze współistniejącą nadwagą, zarówno w monoterapii, 

jaki i w skojarzeniu z innymi lekami hipoglikemizującymi bądź insuliną. Obecnie jest to 

jeden z najczęściej zalecanych leków przeciwcukrzycowych w leczeniu T2DM na całym 
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świecie. W Polsce metformina jest również zarejestrowana w leczeniu zespołu policy-

stycznych jajników (PCOS) oraz w zapobieganiu T2DM w stanie przedcukrzycowym 

[62]. Warto również wspomnieć, iż metformina to jedyny lek o działaniu przeciwcukrzy-

cowym, który jest zalecany przez Amerykańskie Towarzystwo Diabetologiczne (ADA) 

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

Ze względu na działanie plejotropowe metforminy jest ona również stosowana w kilku 

pozarejestracyjnych wskazaniach (ang. off-label): w leczeniu zespołu metabolicznego, 

T1DM oraz w GDM. Została ona sklasyfikowany przez FDA jako lek należący do kate-

gorii B stosowania w czasie ciąży [64]. Niemniej jednak, w Polsce nie rekomenduje się 

jej stosowania w czasie ciąży, a zmiana stylu życia i terapia z wykorzystaniem insuliny 

wciąż stanowi podstawę leczenia pacjentek z GDM [54]. 

Struktura oraz właściwości fizykochemiczne i farmakokinetyczne metforminy 

Metformina, pochodna alkaloidu galeginowego, zawiera w swojej strukturze dwa sil-

nie zasadowe szkielety guanidyny (pKa = 12.5) połączone wspólnym atomem azotu. 

W rusztowaniu tym dwa atomy wodoru przy atomie azotu (N1) zostały podstawione 

dwoma ugrupowaniami metylowymi (-CH3). Zatem z chemicznego punktu widzenia,  

metformina, jest dimetylową pochodną biguanidu (N,N-dimetylobiguanid) o silnych wła-

ściwościach zasadowych (pKa = 2.8 i 11.5) [65-67]. W praktyce farmaceutycznej met-

formina stosowana jest doustnie (łac. per os) w postaci soli – chlorowodorku metforminy 

(chlorowodorek N,N-dimetylobiguanidu), który jest syntetyzowany za pomocą reakcji 

addycji cyjanowej z dicyjanodiamidu i chlorku dimetyloamoniowego (Ryc. 9) w tempe-

raturze 120-140 °C w ciągu 4 godzin z wydajnością 69% (oczywiście istnieje kilka pro-

cedur różniących się warunkami reakcji czy strategią oczyszczania, które są 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 

występuje jako monoprotonowany kation ze względu na wysoką wartość pKa. Ponadto 

niska wartość logP (logP oktanol : woda = − 2.6) wskazuje, iż metformina przejawia silne 

właściwości hydrofilowe. W związku z powyższym, ta mała, wysoce polarna cząsteczka 

metforminy charakteryzuje się dobrą rozpuszczalnością w wodzie oraz słabą rozpuszczal-

nością w tłuszczach [56,69-71]. Jak powszechnie wiadomo cząsteczki zdysocjowane 

(zjonizowane) czy hydrofilowe przenikają przez błony komórkowe o wiele trudniej niż 

cząsteczki małe, niezdysocjowane (niezjonizowane) i lipofilne [72]. Zatem wymienione 

powyżej właściwości fizykochemiczne metforminy niestety ograniczają jej dyfuzję 

bierną przez błony komórkowe oraz tym samym przyczyniają się do jej powolnego i nie-

całkowitego wchłaniania z górnego odcinka jelita cienkiego. W konsekwencji skutkuje 

to niecałkowitą absorpcją leku, co stanowi podstawowy element ograniczający osiągnię-

cie odpowiedniej dostępności biologicznej (tzw. biodostępności). 
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Zgodnie z danymi zawartymi w karcie charakterystyki postaci leku [62] całkowita bio-

dostępność metforminy po podaniu per os postaci krótkodziałającej w dawce 0.5–1.5 g 

wynosi około 50–60%. Maksymalne stężenie metforminy osiągane jest po upływie 

ok. 2.5 godziny. Jedynie w nieznacznym stopniu metformina wiąże się z białkami osocza,  

dlatego też po wchłonięciu ulega ona szybkiej dystrybucji do tkanek oraz erytrocytów 

(najprawdopodobniej jest to jej drugi kompartment dystrybucji) [63]. Choć mitochondria 

są głównym celem działania metforminy, może ona również oddziaływać z erytrocytami, 

które są komórkami krwi pozbawionymi organelli komórkowych, takich jak jądro,  

mitochondria, czy rybosomy. Najprawdopodobniej metformina oddziałuje na erytrocyty 

poprzez wpływ na płynność ich błony komórkowej [73]. Metformina nie podlega proce-

sowi biotransformacji, gdyż dotychczas nie zidentyfikowano żadnych jej metabolitów.  

Stąd też brak metabolizmu w wątrobie istotnie wyróżnia farmakokinetykę metforminy od 

farmakokinetyki pozostałych biguanidów. Metformina wydalana jest głównie wraz z mo-

czem (przesączanie kłębuszkowe i wydzielanie kanalikowe) w postaci niezmienionej.  

Pozostała, niewchłonięta frakcja jest eliminowana w około 20–30% wraz z kałem 

[56,62,74]. Proces eliminacji wynosi ok. 6.5 godziny i jest on przedłużony u pacjentów 

z zaburzeniami czynności nerek, a także bezpośrednio koreluje z klirensem kreatyniny 

[57,62]. 

Wieloletnie doświadczenia eksperymentalne dotyczące farmakokinetyki metforminy 

poparte licznymi badaniami klinicznymi, wskazują na to, iż około 35–40% pacjentów 

przyjmujących powyższy lek w monoterapii nie jest w stanie osiągnąć odpowiedniego 

stężenia glukozy we krwi na czczo. Zgodnie z aktualną wiedzą stężenie metforminy 

w osoczu oscyluje w zakresie od 54 do 4133 ng/ml [75]. Ponadto u zdrowych ochotników 

zaobserwowano znaczne różnice w wartości klirensu nerkowego metforminy (150–

700 ml/min) [76]. Powyższe doniesienia świadczą o znacznej zmienności w zakresie od-

powiedzi na metforminę (tzw. zmienność wewnątrzosobnicza oraz międzyosobnicza). 

Zmienność wewnątrzosobnicza może być spowodowana wieloma czynnikami, takimi 

jak: wiek, płeć, choroby współistniejące, nieodpowiednio dobrana dawka leku, czy nie-

przestrzeganie przez pacjentów zaleceń lekarskich oraz interakcje metforminy z innymi 

lekami lub mikrobiomem [54]. Duża zmienność międzyosobnicza w odpowiedzi klinicz-

nej na metforminę u pacjentów z T2DM stwarza również potrzebę identyfikacji elemen-

tów genetycznych, które mogą wpływać na skuteczność terapii z wykorzystaniem met-

forminy. Przegląd obszernego piśmiennictwa sugeruje prawdopodobną rolę czynników 
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genetycznych; polimorfizm aż 31 genów ze szczególnym uwzględnieniem nadrodziny 

genów SLC; w odpowiedzi na leczenie metforminą. Zatem należy dokładnie przyjrzeć 

się roli transporterów oraz białek kodowanych przez rodzinę genów SLC, m.in. błono-

wym transporterom monoamin (PMAT), transporterom kationów organicznych OCT1, 

OCT2 oraz OCT3, a także funkcji białek ekstruzji wielolekowej i toksyn MATE1 

i MATE2, gdyż są one zaangażowane w procesy wchłaniania, dystrybucji i wydalania 

metforminy z organizmu, co w konsekwencji może przyczyniać się do zmienności mię-

dzyosobniczej parametrów farmakokinetycznych metforminy [77]. 

Farmakogenetyka 

Po podaniu metforminy per os następuje jej absorpcja ze światła jelita, która odbywa 

się głównie za pośrednictwem transporterów: PMAT, kodowanego przez gen SLC29A4,  

oraz najprawdopodobniej OCT3, kodowanego przez gen SLC22A3, zlokalizowanych na 

błonie podstawnej komórek absorpcyjnych kosmków jelitowych (tzw. enterocytów) 

[63,78]. Dalszy transport metforminy z enterocytów do płynu śródmiąższowego prze-

biega z udziałem transportera OCT1, kodowanego przez gen SLC22A1, umiejscowionego 

na błonie podstawno-bocznej enterocytów. Poprzez swoje uczestnictwo w wątrobowym 

wychwycie metforminy, transportery OCT1 oraz prawdopodobnie także transportery 

OCT3, obecne w błonie podstawno-bocznej hepatocytów, odpowiadają za jej główny cel 

działania – metabolizm glukozy. Zaś w nerkach, metformina jest wychwytywana z krą-

żenia do komórek nabłonka nerki przez transporter OCT2, kodowany przez gen 

SLC22A2, gdzie ulega ekspresji na błonie podstawno-bocznej, a następnie jest wydalana 

z moczem przy pomocy białek MATE1 (gen SLC47A1) i MATE2 (gen SLC47A2),  

które w ten sposób regulują klirens nerkowy metforminy [63,76,78,79]. Na rycinie 10 

zobrazowano transport metforminy z udziałem transporterów oraz białek kodowanych 

przez rodzinę genów SLC. 
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Rycina 10. Transport metforminy z udziałem transporterów oraz białek kodowanych 

przez rodzinę genów SLC. 

 

Zatem transportery leków odgrywają kluczową rolę w farmakokinetyce metforminy.  

Stąd też warianty genetyczne genów transportujących leki są słusznymi kandydatami do 

przeprowadzania dogłębnych badań. W swoim ostatnim przeglądzie systematycznym, 

oceniającym zależność między polimorfizmami OCT1 a danymi biochemicznymi i kli-

nicznymi u pacjentów przyjmujących metforminę, Mofo Mato i wsp. wykazali, iż nie-

które polimorfizmy genu SLC22A1 były bezpośrednio powiązane ze zmienną odpowie-

dzią na lek [80]. Ponadto Xiao i wsp. wykazali interakcję pomiędzy SLC47A1 (wariant 

rs2289669), a SLC22A1 (wariant rs594709), która wpływała na poziom glukozy i insu-

liny, IR oraz poprawę stężenia lipidów we krwi po zastosowaniu leczenia metforminą 

u chińskiej populacji pacjentów [81]. Natomiast Choi i wsp. scharakteryzowali dwa nie-

synonimiczne warianty SLC47A2, które są powiązane ze znacznie niższym wychwytem 

metforminy [82]. Zaś Zacharenko i wsp. dowiedli, iż warianty międzygenowe,  

tj. rs3119309, rs7757336 i rs2481030, zlokalizowane między SLC22A2 i SLC22A3,  

są istotnie związane z brakiem odpowiedzi na metforminę wśród pacjentów z kohorty 

europejskiej [83]. 
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Zgodnie z powyższym, można przypuszczać, iż aktywność, ekspresja oraz polimor-

fizm różnych wariantów w genach z nadrodziny SLC kodujących transportery PMAT, 

OCT1, OCT2, OCT3 oraz białka MATE1 i MATE2 może mieć wpływ na różne efekty 

terapeutyczne uzyskane po zastosowaniu metforminy w monoterapii u pacjentów 

z T2DM, dlatego też niezbędne jest prowadzenie dalszych badań na dużych kohortach 

dobrze przebadanych pacjentów. 

Farmakodynamika metforminy 

Pomimo ponad sześćdziesięcioletniego doświadczenia klinicznego oraz przeprowa-

dzenia licznych badań, złożone mechanizmy molekularne leżące u podstawy działania 

metforminy nie zostały jeszcze w pełni poznane. W świetle zgromadzonej dotychczas 

wiedzy, metformina oddziałuje z wieloma celami oraz komórkowymi szlakami sygnało-

wymi, m.in. w mięśniach, tkance tłuszczowej, śródbłonku naczyń, a nawet mózgu,  

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

Rycina 11. Korzyści kliniczne wynikające z plejotropowego działania metforminy. 

Objaśnienia: „↑” — zwiększanie, „↓” — zmniejszanie. 

 

Zatem metformina, oprócz swojej udowodnionej skuteczności jako środka obniżają-

cego stężenie glukozy we krwi, wykazuje również działanie plejotropowe, gdyż przeja-

wia umiarkowane działanie przeciwzapalne, przeciwutleniające, a także potencjalne wła-
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ściwości kardioprotekcyjne, czy nawet przeciwnowotworowe. W ostatnich latach met-

formina, jako obiecujący lek o potencjalnych właściwościach przeciwstarzeniowych, 

stała się przedmiotem zainteresowania wielu badaczy i klinicystów. 

Działanie hipoglikemizujące 

Kliniczne działanie hipoglikemizujące metforminy wynika przede wszystkim z jej 

zdolności do hamowania procesu glukoneogenezy, co w konsekwencji skutkuje zmniej-

szeniem wytwarzania glukozy w wątrobie. Na rycinie 12 przedstawiono schemat działa-

nia hipoglikemizującego metforminy. W warunkach fizjologicznych, sprotonowana po-

stać metforminy predysponuje do jej gromadzenia w ujemnie naładowanych organellach, 

tj. mitochondria, w stężeniach nawet 1000-krotnie wyższych niż w środowisku pozako-

mórkowym [55,84]. Zdolność do akumulacji w mitochondriach jest powszechnie uwa-

żana za główny cel działania metforminy [85]. 

Rycina 12. Mechanizm działania hipoglikemizującego metforminy. 

W następstwie zilustrowanych zmian następuje zahamowanie procesu glukoneoge-

nezy, syntezy kwasów tłuszczowych, białek i cholesterolu (procesy anaboliczne), a także 

dochodzi do nasilenia wychwytu i utleniania kwasów tłuszczowych oraz wychwytu glu-

kozy i nasilenia glikolizy (procesy kataboliczne) [75,84]. 
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Mając na uwadze, iż IR stanowi jeden z podstawowych mechanizmów patogenetycz-

nych rozwoju T2DM, warto wspomnieć, iż metformina w mniejszym stopniu działa rów-

nież poprzez: zwiększenie wrażliwości tkanek obwodowych na insulinę oraz ułatwienie 

wychwytu i wykorzystania glukozy w tkankach obwodowych poprzez zwiększenie zdol-

ności transportowych wszystkich rodzajów transporterów glukozy przez błony komór-

kowe (GLUTs, kodowanych przez SLC2A4). [62,63,86]. Ponadto metformina zmniejsza 

wchłanianie glukozy w środkowej części jelita cienkiego i wykazuje zdolność do zwięk-

szania uwalniania GLP-1 poprzez jelitowy szlak metaboliczny zależny od AMPK  

oraz wpływa na metabolizm kwasów żółciowych i mikrobiom, co zwiększa wydzielanie 

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

Kardioprotekcyjne właściwości metforminy 

Oprócz właściwości hipoglikemizujących metforminy, w wielu badaniach klinicznych 

i eksperymentalnych wykazano również jej korzystny wpływ na układ sercowo- 

naczyniowy, w tym na profilaktykę chorób serca i naczyń [88,89]. Ochronne działanie 

metforminy na układ sercowo-naczyniowy zostało po raz pierwszy odkryte przez brytyj-

ską grupę badawczą w ponad dziesięcioletnim, wieloośrodkowym, randomizowanym, 

prospektywnym badaniu UKPDS, w którym wzięło udział aż 1704 pacjentów z nadwagą 

oraz T2DM. Uzyskane w niniejszym badaniu wyniki dowodzą, iż metformina nie tylko 

znacząco zmniejsza zgony związane z cukrzycą (o 42%), ale także zmniejsza ryzyko  

zawału mięśnia sercowego (o 39%) oraz ryzyko udaru mózgu (o 41%.). Ponadto zaob-

serwowano także 36% spadek śmiertelności ogólnej [90]. Te niezwykle korzystne wyniki 

uzyskane w badaniu UKPDS ugruntowały jej wiodącą pozycję wśród leków hipoglike-

mizujących stosowanych w T2DM oraz zachęciły naukowców do zbadania kardioprotek-

cyjnego mechanizmu działania metforminy. 

Aktualny stan wiedzy dowodzi, iż mechanizm odpowiedzialny za kardioprotekcyjne 

działanie metforminy jest złożony i wielokierunkowy. Dane doświadczalne i kliniczne 

sugerują bezpośredni wpływ na metabolizm, strukturę oraz funkcję serca (Tab. 2) [91]. 

 

 

 

 

 



Uzasadnienie podjętej tematyki badawczej 

42 

 

Tabela 2. Dane doświadczalne i kliniczne oceniające wpływ metforminy na metabolizm, 

strukturę oraz funkcję serca. 

 

Rodzaj badania 

 

Obserwowany efekt po zastosowania metforminy 

 

 

 

 

model komórkowy 

in vitro 

 hamowanie adhezji monocytów do komórek śródbłonka przy zmniejszo-

nym wydzielaniu cytokin prozapalnych oraz zapobieganie tworzeniu się 

komórek piankowatych [92], 

 osłabienie apoptozy kardiomiocytów wywołanej stresem oksydacyjnym 

[93], 

 znaczące hamowanie nadekspresji transformującego czynnika wzrostu β1 

(TGF-β1) i czynnika wzrostu fibroblastów 2 (bFGF) [93], 

 spadek poziomu cząsteczek adhezyjnych: VCAM-1 i ICAM-1, indukowa-

nych przez czynnik martwicy nowotworów (TNF-λ) [94], 

 wzrost uwalniania tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA) [88].  

 

 

 

model zwierzęcy 

in vivo 

 hamowanie apoptozy kardiomiocytów wywołanej stresem oksydacyjnym 

i zapobieganie progresji niewydolności serca [95], 

 poprawa przebudowy mięśnia sercowego poprzez zmniejszenie zwłóknie-

nia, przerostu i uszkodzeń miocytów wywołanych na skutek niedokrwie-

nia [96], 

 poprawa czynności mięśnia sercowego (zachowana frakcja wyrzutowa le-

wej komory) [97,98], 

 zmniejszenie rozmiaru zawału serca, przeciwdziałanie przerostowi oraz 

apoptozie mięśnia sercowego [99]. 

 

 

 

badania kliniczne 

 znaczące zmniejszenie przerostu lewej komory (LVH) oraz indeksu masy 

lewej komory (LVMI) u pacjentów z CAD, insulinoopornością i/lub sta-

nem przedcukrzycowym [100], 

 korzystny wpływ na profil lipidowy osocza, w tym obniżenie cholesterolu 

całkowitego (TC), cholesterolu frakcji lipoprotein o niskiej gęstości (LDL) 

i trójglicerydów (TG) oraz znaczące zmniejszenie masy ciała u pacjentów 

z T2DM [101]. 

 

Przegląd literatury specjalistycznej dowodzi, iż metformina wykazuje również właści-

wości przeciwzakrzepowe. Chociaż mechanizm przeciwzakrzepowego działania metfor-

miny pozostaje nadal niewyjaśniony, dostępne dowody z badań in vitro wskazują na jej 

zdolność do zmniejszania aktywacji i adhezji płytek krwi oraz działanie przeciwagrega-

cyjne, polegające na zmniejszaniu agregacji spontanicznej oraz indukowanej ADP 

[27,102,103]. Xin i wsp. donieśli, że metformina ma zdolność hamowania uwalniania 

mtDNA (mitochondrialnego DNA), co prowadzi do hamowania aktywacji płytek krwi 

poprzez szlak zależny od receptora lektynowego typu C (DC-SIGN) i w ten sposób za-

pobiega zakrzepicy zarówno żylnej, jak i tętniczej [104]. 

Przegląd uzyskanych wyników z przeprowadzonych dotychczas badań klinicznych 

oceniających wpływ metforminy na układ sercowo-naczyniowy został zamieszczony 

w sekcji 3.2.2. w publikacji pt. „Is metformin a geroprotector? A peek into the current 

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

Silnie hydrofilowy charakter metforminy utrudnia jej zdolność do przenikania przez 

błony komórkowe na drodze dyfuzji biernej, co prowadzi do jej powolnego wchłaniania, 

a więc stanowi element ograniczający jej biodostępność po podaniu doustnym.  

Ponadto istnieje duża zmienność między- i wewnątrzosobnicza w odpowiedzi klinicznej 

na metforminę. Obecnie dostępnych jest kilka doniesień na temat modyfikacji struktural-

nych metforminy (pochodne, proleki) przeprowadzonych w celu poprawy jej parametrów 

fizykochemicznych oraz farmakokinetycznych. Huttunen i wsp. zsyntetyzowali szereg 

proleków metforminy zawierających w swojej budowie ugrupowanie tioalkilowe 

(RSNR1R2) [105,106]. Ze względu na lepszą przenikalność przez błony komórkowe,  

tioalkilowe proleki metforminy szybko gromadzą się w erytrocytach, gdzie następnie są 

biokonwertowane przez endogenne tiole (RSH), tj. zredukowany glutation (GSH),  

do leku macierzystego, metforminy, a następnie w sposób ilościowy uwalniają metfor-

minę do osocza. Zastosowanie niniejszej strategii prolekowej znacznie zwiększyło wchła-

nianie i biodostępność leku macierzystego [105-107] oraz wydłużyło biologiczny okres 

półtrwania metforminy po podaniu doustnym u szczurów [106]. 

Modyfikacja strukturalna ugrupowania umiejscowionego przy atomie siarki pozwala 

na poprawę właściwości fizykochemicznych tioalkilowego proleku metforminy,  

np. poprzez dodanie grup polarnych można zwiększyć jego rozpuszczalność w wodzie,  

natomiast przez wydłużenie lub rozgałęzienie łańcucha alkilowego można poprawić jego 

lipofilowość. Zgodnie z powyższym, Huttunen i wsp. zsyntetyzowali tioalkilowy prolek 

metforminy zawierający w swojej strukturze podstawnik oktylowy. Modyfikacja ta po-

zwoliła uzyskać cząsteczkę o znacznej lipofilowości, a tym samym zwiększonej przeni-

kalności w monowarstwie komórek gruczolakoraka ludzkiego nabłonka jelita grubego 

(Caco-2), który stanowi dobry model do oceny wchłaniania potencjalnego leku w warun-

kach in vitro [107]. 

Dalsze prace eksperymentalne zespołu doktor Kristiiny Huttunen doprowadziły do 

uzyskania związków zawierających w swojej strukturze ugrupowanie sulfonamidowe 

(RSO2NR1R2), które stały się obiecującymi kandydatami [108]. W warunkach in vitro 

zsyntetyzowany prolek o-nitro-p-trifluorometylosulfonamidowy ulegał bioaktywacji 

przez S-transferazę glutationową (GST) w ludzkich oraz szczurzych frakcjach subkomór-

kowych wątroby. Natomiast dwie pozostałe cząsteczki, tj. o-nitrobenzenosulfonamid 
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oraz p-nitrobenzenosulfonamid, były stabilne enzymatycznie, co czyni je pochodnymi,  

a nie prolekami [89]. 

Ostatnie doniesienia zespołu pod kierownictwem pani dr hab. Markowicz-Piaseckiej 

wskazują na bezpośredni związek między strukturalną modyfikacją szkieletu metforminy 

w sulfonamidy, takie jak nitrobenzenosulfonamidy, fluorowcowane benzenosulfona-

midy, alkilosulfonamidy, a możliwością otrzymania potencjalnych związków o silniej-

szych właściwościach przeciwzakrzepowych niż lek macierzysty, metformina [89,109, 

110]. Nowe sulfonamidowe pochodne metforminy korzystnie wpływają na hemostazę 

osoczową, w tym tworzenie skrzepu, jego stabilizację, fibrynolizę, a także aktywność 

płytek krwi [108]. 

Ponadto Xin i wsp. dowiedli, iż wprowadzenie grupy sulfonamidowej do pochodnej  

biguanidu może hamować tworzenie skrzepu poprzez zmniejszenie agregacji płytek krwi, 

adhezji i retrakcji skrzepu. Ich nowo zsyntetyzowana N-trifluorometanosulfonylowa  

pochodna biguanidu utrudnia aktywację integryny GPIIb/IIIa i ekspresję białka transbło-

nowego typu 1 (CD62P) [111]. 

W chemii medycznej ugrupowanie sulfonamidowe stanowi uprzywilejowany, często 

powtarzający się motyw strukturalny, ze względu na szerokie spektrum działania farma-

kologicznego sulfonamidów. Od wielu lat znajdują one zastosowanie kliniczne w róż-

nych jednostkach chorobowych, tj. infekcje bakteryjne, wirusowe, czy grzybicze;  

cukrzyca (np. gliklazyd, glipizyd, glibenklamid, glikwidon czy glimepiryd);  

hipercholesterolemia (rozuwastatyna); nadciśnienie (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 działaniu przeciwnowotworowym, który jest obecnie w II fazie  

badań klinicznych). Stąd też liczne cząsteczki oparte na strukturze sulfonamidu są obec-

nie powszechnie stosowane do projektowania i opracowywania nowych potencjalnych 

związków leczniczych, o lepszej skuteczności i mniejszej toksyczności. Zgodnie z prze-

glądem literaturowym, sulfonamidy z powodu szerokiego zakresu bioaktywności,  

również cieszą się szczególnym zainteresowaniem w kierunku zmiany ich przeznaczenia 

terapeutycznego [108,111-113]. Zatem zastosowanie chemicznej modyfikacji struktural-

nej metforminy z wykorzystaniem sulfonamidów zawierających dodatkowe ugrupowania 

może być niezmiernie ważne w celu pozyskania potencjalnych leków o korzystnych  
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właściwościach obniżających poziom glukozy i wysoce pożądanej aktywności antykoa-

gulacyjnej. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Uzasadnienie podjętej tematyki badawczej 

46 

 

Repozycjonowanie leków 

Konwencjonalne odkrywanie i opracowywanie leków jest żmudnym oraz niezwykle 

czasochłonnym procesem, który obarczony jest dużymi kosztami badań i rozwoju (R&D) 

oraz bardzo wysokim ryzykiem niepowodzenia. Z powszechnie dostępnych raportów  

wynika, iż przeciętny koszt całkowity odkrywania i opracowywania leków de novo oscy-

luje w granicach 2-3 miliardów dolarów. Natomiast całkowity proces opracowywania 

nowej cząsteczki leczniczej zajmuje od 10 do 16 lat [114,115]. Przegląd literatury nau-

kowej dowodzi, iż jedynie jedna cząsteczka spośród tysiąca kandydatów na potencjalny 

środek leczniczy o potwierdzonej skuteczności w badaniach przedklinicznych przechodzi 

do I fazy badań klinicznych. Natomiast spośród leków zakwalifikowanych do I fazy ba-

dań klinicznych tylko 10% zostaje wdrożonych na rynek farmaceutyczny [114-116]. 

Firmy farmaceutyczne oraz naukowcy z sektora publicznego, mając na uwadze pilną po-

trzebę opracowywania nowych leków oraz wszystkie powyższe aspekty; poszukują no-

wych, alternatywnych metod odkrywania leków. 

W rozwijającej się dziedzinie polifarmakologii repozycjonowanie leków stało się  

alternatywą dla opracowywania leków de novo. Podejście polegające na zmianie prze-

znaczenia leku umożliwia odkrywanie nowych celów biologicznych poza zakresem pier-

wotnego wskazania terapeutycznego dla cząsteczek eksperymentalnych oraz leków  

zatwierdzonych, badanych, wycofanych czy wyeliminowanych w trakcie badań klinicz-

nych. W literaturze fachowej dla strategii określanej mianem „repozycjonowania leków” 

spotykane są również pojęcia stosowane zamiennie, tj. „przekierowywanie leków”  

lub „znajdowanie nowych zastosowań dla starych leków” (ang. drug repurposing,  

drug re-profiling, drug re-tasking, drug repositioning). Repozycjonowanie leków jest 

bardzo owocną ścieżką umożliwiającą pozyskiwanie leków o nowych wskazaniach tera-

peutycznych, która pozwala na skrócenie czasu, jak i ograniczenie kosztów związanych 

z badaniami wstępnymi, a więc opracowywaniem nowych receptur, optymalizacją che-

miczną, przesiewową analizą in vitro oraz in vivo, badaniami toksykologicznymi czy kli-

nicznymi. Leki o zmienionym przeznaczeniu są zazwyczaj zatwierdzane w ciągu 3-12 lat, 

zaś ich całkowity koszt jest aż o połowę mniejszy (Ryc. 13) [114-116]. Podejście zmiany 

przeznaczenia leku jest także związane z wyższym wskaźnikiem powodzenia w procesie 

zatwierdzania leku przez organy regulacyjne ds. leków w porównaniu z cząsteczkami 

leczniczymi opracowanymi de novo. Wynika to z dostępności już wcześniej zatwierdzo-

nych, przez organ regulacyjny ds. leków, danych dotyczących dawki oraz narażenia  
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(poprzednie badania przedkliniczne oraz I-IIb faza badań klinicznych), czy profilu bez-

pieczeństwa (toksykologia przedkliniczna i III faza badań klinicznych zatwierdzonego 

leku) [117]. Istnieją dwie główne strategie zmiany przeznaczenia leku: on-target –  

cel biologiczny leku jest ten sam, ale choroba jest inna, oraz off-target – zarówno cel,  

jak i wskazania medyczne są nowe [114]. 

 

Rycina 13. Porównanie procesu odkrywania i opracowywania leków de novo ze  

strategią repozycjonowania [114]. 
 

Zmiana przeznaczenia leków w poszukiwaniu nowych substancji leczniczych zyskała 

ogromne zainteresowanie w ostatnich latach ze względu na globalne zagrożenie związane 

z pandemią COVID-19 (ang. coronavirus disease 2019), wywołaną przez wirus SARS-

CoV-2, które wymagało pilnego opracowania skutecznego leku. W ciągu sześciu mie-

sięcy od wybuchu pandemii, Komisja Europejska (KE), bazując na pozytywnej opinii 

wydanej przez Europejską Agencję Leków (EMA) przyznała warunkowe pozwolenie na 

dopuszczenie do obrotu analogu nukleozydu, remdesiviru, do leczenia COVID-19 

[117,118]. Zaś pierwotnie remdesivir został opracowany do leczenia gorączki krwotocz-

nej. 

Niniejsza strategia koncentruje się na wirtualnym przeszukiwaniu bibliotek leków 

w celu poszukiwania podobieństw w efekcie oraz sposobie działania cząsteczek, a także 

w kierunku ujawnienia nowych celów, m.in. badanie powiązań między strukturą che-

miczną leku a działaniem niepożądanym, czy zależności między lekami a chorobami. 

Zatem repozycjonowanie leków nie tylko dostarcza dane charakteryzujące cele i fenotypy 

chorób, czy profile leków, ale pozwala uzyskać całe mapy szlaków [116,118]. 
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Metody obliczeniowe, tzw. zmiana przeznaczenia leków in silico (komputerowe repo-

zycjonowanie) są także powszechnie stosowane do repozycjonowania leków [119]. 

Ponadto generowanie oraz walidację hipotez dotyczących repozycjonowania leków ofe-

ruje również elektroniczna dokumentacja medyczna (EHRs) powiązana z prowadzeniem 

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

Obserwacje kliniczne lekarzy są również ważnym elementem podejścia ukierunkowa-

nego na zmianę przeznaczenia. Zdarza się, że lek może także wywierać zaskakujące dzia-

łanie farmakologiczne, które pierwotnie nie było zamierzone. Modelowym przykładem 

jest minoksydyl, lek opracowany w latach pięćdziesiątych XX wieku przez firmę Upjohn, 

który miał znaleźć zastosowanie w leczeniu wrzodów żołądka i dwunastnicy. Jednakże 

zsyntetyzowana cząsteczka wykazywała efekt silnie rozszerzający naczynia krwionośne. 

Początkowo minoksydyl został zatwierdzony przez FDA w leczeniu ciężkich postaci nad-

ciśnienia tętniczego, ale ze względu na liczne działania niepożądane powyższe wskazanie 

rejestracyjne zostało usunięte. Nieoczekiwanym efektem farmakologicznym była kli-

niczna odpowiedź minoksydylu w przypadku pacjentów borykających się z łysieniem 

androgenowym. Lek ten początkowo był przepisywany przez lekarzy off-label, a następ-

nie w 1986 r. został zatwierdzony przez FDA do stosowania w powyższej jednostce cho-

robowej [121]. 
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Politerapia a leki o wielu celach 

Nieustanny postęp w dziedzinie biochemii, biologii molekularnej oraz genetyki po-

zwala naukowcom identyfikować nowe cele molekularne odgrywające kluczową rolę 

w  mechanizmach leżących u podstawy danej choroby. Wraz z sekwencjonowaniem ludz-

kiego genomu oraz licznymi pracami nad genomem liczba celów molekularnych wciąż 

wzrasta [122]. W przemyśle farmaceutycznym konwencjonalne strategie odkrywania le-

ków bazują na podejściu: „jeden lek ↔ jeden cel ↔ jedna choroba”. Dzięki niniejszym 

strategiom opracowano wiele leków działających na określone cele biologiczne oraz zi-

dentyfikowano molekularne mechanizmy interakcji lek–cel. Jednakże podejścia te nie 

doceniają złożoności szlaków chorobowych [123]. 

Politerapia (tj. terapia skojarzona, ang. polytherapy) daje optymalne korzyści kliniczne 

w leczeniu wieloczynnikowych chorób przewlekłych, tj. dwóch lub więcej przewlekłych 

schorzeń, ale niestety stwarza także wysokie ryzyko klinicznie istotnych interakcji lek–

lek i lek–pożywienie, działań niepożądanych, toksyczności i polipragmazji. W celu 

zwiększenia efektu terapeutycznego oraz poprawy stosowania się do zaleceń lekarskich 

przez pacjentów, na rynek farmaceutyczny wprowadzono preparaty złożone, które zawie-

rają odpowiednio dobrane dawki dwóch lub więcej substancji farmakologicznie czyn-

nych. Wśród najczęściej stosowanych preparatów złożonych znajdują się kombinacje le-

ków hipoglikemizujących, hipotensyjnych i hipolipemizujących [26,124]. 

Zastosowanie strategii ukierunkowanej na wiele celów, w których pojedyncza czą-

steczka selektywnie moduluje różne cele molekularne jednego, unikalnego szlaku choro-

bowego lub wielu szlaków chorobowych,  stanowi obiecującą alternatywę dla terapii sko-

jarzonej. Zatem podejście wielocelowe może zapewnić lepszą skuteczność i bezpieczeń-

stwo w porównaniu z lekami jednocelowymi. Leki multimodalne łączą różne podjed-

nostki strukturalne w jednym rusztowaniu, umożliwiając w ten sposób identyfikację mo-

lekularną za pomocą więcej niż jednego bioreceptora [124-128]. Mając na uwadze 

znaczny odsetek pacjentów chorych na cukrzycę o wysokim ryzyku sercowo-naczynio-

wym, punktem przełomowym byłoby opracowanie leku multimodalnego, który zarówno 

obniża poziom glukozy we krwi, jak i wykazuje działanie przeciwzakrzepowe, co jest 

niezwykle pożądane w leczeniu oraz przeciwdziałaniu powikłaniom współistniejącym 

z niniejszą jednostką chorobową [126-128]. 
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Cele naukowe rozprawy doktorskiej 

Na przestrzeni ostatniej dekady, metformina, stała się obiecującym kandydatem 

w strategii repozycjonowania leków, ze względu na jej dobry profil bezpieczeństwa,  

długotrwałe stosowanie u ludzi oraz wiele cennych właściwości, szczegółowo opisanych 

we wstępie niniejszej dysertacji, obejmujących jej wielokierunkowy wpływ na glikemię 

oraz plejotropowy mechanizm działania, w tym korzystny wpływ na profil lipidowy oso-

cza, zwiększenie aktywności fibrynolitycznej osocza oraz redukcję stresu oksydacyjnego; 

a także jej ochronny wpływ na układ sercowo-naczyniowy. Wszystkie omówione powy-

żej wielokierunkowe właściwości farmakologiczne metforminy uzasadniają jej wiodącą 

pozycję w leczeniu pacjentów z T2DM, a także otwierają nowe możliwości zastosowania 

tej wyjątkowej cząsteczki w profilaktyce i leczeniu wielu złożonych jednostek chorobo-

wych. 

Jednakże mimo wielu zalet, metformina, ze względu na swą budowę chemiczną i silnie 

hydrofilowy charakter, wykazuje niekorzystne właściwości farmakokinetyczne, m.in. re-

latywnie wolne i niecałkowite wchłanianie z przewodu pokarmowego, co w konsekwen-

cji przejawia się umiarkowaną biodostępnością oraz znacznymi różnicami międzyosob-

niczymi i wewnątrzosobniczymi w odpowiedzi klinicznej na lek. W celu poprawy profilu 

farmakokinetycznego i fizykochemicznego macierzystego leku w University of Eastern 

Finland zsyntetyzowano szereg analogów metforminy. Obiecującymi kandydatami oka-

zały się pochodne sulfonamidowe. 

Wobec powyższego, przedmiotem przedstawionego jednotematycznego zbioru publi-

kacji naukowych, stanowiących podstawę niniejszego osiągnięcia, było przeprowadzenie 

badań przesiewowych 14 nowych, nieopisanych dotychczas w literaturze pochodnych 

metforminy o budowie sulfonamidowej. Struktury chemiczne analizowanych związków 

zostały przedstawione w Tabeli 3. Badania realizowane w ramach niniejszej rozprawy 

doktorskiej można podzielić na cztery etapy: 

ETAP 1. Szczegółowa analiza potencjału terapeutycznego metforminy jako środka 

przeciwstarzeniowego wraz z uwzględnieniem molekularnych mechanizmów 

działania metforminy w kontekście jej potencjalnego wykorzystania jako leku 

o wielokierunkowym działaniu (Publikacja I). 

ETAP 2. Ocena aktywności biologicznej nowych sulfonamidowych analogów metfor-

miny (Publikacja II i III). 
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ETAP 3. Badania biozgodności nowych pochodnych metforminy w modelu ludzkich 

erytrocytów (tzw. erytrotoksyczność) (Publikacja III). 

ETAP 4. Ustalenie zależności pomiędzy budową a aktywnością biologiczną badanych 

pochodnych (Publikacja II i III). Podsumowanie wyników uzyskanych  

w przeprowadzonych badaniach naukowych. 

 

Szczegółowe cele badawcze obejmowały: 

ETAP 2. 

1. Ocena wpływu nowych pochodnych metforminy na żywotność, integralność oraz 

morfologię ludzkich komórek śródbłonka żyły pępowinowej (HUVEC) oraz ludz-

kich komórek mięśni gładkich aorty (AoSMC) z wykorzystaniem eksperymental-

nych modeli układu naczyniowego in vitro. Badania te przeprowadzono za pomocą 

testu WST-1 oraz przy użyciu systemu XCelligence RTCA-DP, co może dostarczyć 

informacji na temat potencjalnej cytotoksyczności badanych związków (Publika-

cja II i III). 

2. Ocena wpływu nowych pochodnych metforminy na zdolność wykorzystania glukozy 

w komórkach HUVEC (tzw. test utylizacji glukozy) (Publikacja II i III). 

3. Ocena wpływu nowych pochodnych metforminy na migrację komórek  

HUVEC (ang. Endothelial Cell Migration) z wykorzystaniem systemu Juli™Stage. 

Zdolność do modulacji metabolizmu komórek śródbłonka naczyniowego odgrywa 

bardzo ważną rolę w kontroli inicjacji i progresji miażdżycy (Publikacja II). 

4. Ocena wpływu nowych pochodnych metforminy na uwalnianie t-PA z komórek  

HUVEC, odpowiedzialnego za aktywację plazminy (Publikacja II). 

5. Ocena wpływu nowych pochodnych metforminy na potencjał błony mitochondrial-

nej (ΔΨM), gdyż akumulacja w mitochondriach stanowi główny subkomórkowy cel 

działania metforminy (Publikacja III). 

6. Ocena wpływu nowych pochodnych metforminy na zewnątrzpochodny (czas pro-

trombinowy, PT) i wewnątrzpochodny (czas częściowej tromboplastyny po aktywa-

cji, APTT) szlak krzepnięcia z wykorzystaniem rutynowych metod laboratoryjnych  

(Publikacja II i III). 

7. Ocena wpływu nowych pochodnych metforminy na proces polimeryzacji fibryny 

(czas trombinowy, TT) (Publikacja II i III). 
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8. Ocena wpływu nowych pochodnych metforminy na aktywność jednego z naturalnie 

obecnych w osoczu antykoagulantów – antytrombiny III (AT) (Publikacja II i III). 

9. Ocena wpływu nowych pochodnych metforminy na aktywność czynnika X (Publi-

kacja II i III). 

10. Ocena wpływu nowych pochodnych metforminy na ogólny potencjał tworzenia 

skrzepu, jego stabilizacji i fibrynolizy, z uwzględnieniem parametrów kinetycznych 

wyżej wymienionych procesów (Publikacja II i III). 

11. Ocena wpływu nowych pochodnych metforminy na proces krzepnięcia po generacji 

endogennej trombiny (Publikacja II i III). 

12. Ocena wpływu nowych pochodnych metforminy na aktywność jednego z dwóch 

głównych enzymów biorących udział w hemostazie osoczowej – trombiny (Publi-

kacja III). 

ETAP 3. 

1. Ocena wpływu nowych pochodnych metforminy na hemolizę krwinek czerwonych, 

ponieważ hemozgodność jest podstawowym kryterium ograniczającym przydatność 

kliniczną nowych potencjalnych substancji leczniczych (Publikacja III). 

2. Ocena wpływu nowych pochodnych na morfologię erytrocytów (Publikacja III). 

ETAP 4. 

1. Podsumowanie wyników badań naukowych, osiągniętych w ramach realizacji niniej-

szej dysertacji, poprzez ustalenie zależności pomiędzy budową chemiczną nowych 

sulfonamidowych analogów metforminy a ich aktywnością biologiczną, ze szczegól-

nym uwzględnieniem właściwości antykoagulacyjnych i cytotoksyczności w mode-

lach hodowli komórek in vitro. 
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Tabela 3. Struktura chemiczna analizowanych pochodnych biguanidu: metforminy oraz 

jej sulfonamidowych analogów 1–14. 

 

Metformina 

 

Związek 1 Związek 8 

 
 

Związek 2 Związek 9 

 
 

Związek 3 Związek 10 

  

Związek 4 Związek 11 

 
 

Związek 5 Związek 12 

 
 

Związek 6 Związek 13 

  

Związek 7 Związek 14 

 
 

 

Wszystkie cząsteczki zaprezentowane w powyższej tabeli zostały zaprojektowane 

oraz zsyntetyzowane przez zespół pod przewodnictwem dr Kristiiny Huttunen w Univer-

sity of Eastern Finland (Kuopio, Finlandia).
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Rycina 14A. Szczegółowy schemat badań zrealizowanych w ramach pracy doktorskiej (etapy I-II). 
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Rycina 14B. Szczegółowy schemat badań zrealizowanych w ramach pracy doktorskiej (etapy II-IV). 
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Część eksperymentalna 

Materiał badawczy 

1. Materiał biologiczny wykorzystany do podstawowych badań koagulologicznych 

oraz badań erytrotoksyczności 

Wszystkie eksperymenty przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej 

z wykorzystaniem materiału biologicznego (osocze, erytrocyty) zostały zatwierdzone 

przez Komisję Bioetyczną przy Uniwersytecie Medycznym w Łodzi (nr zgody: 

RNN/105/20/KE). 

Ogólna procedura przygotowania materiału biologicznego do badań przesiewowych 

układu krzepnięcia i testu lizy krwinek czerwonych została zamieszczona w Publika-

cji II oraz w Publikacji III i materiałach uzupełniających do Publikacji III. 

2. Hodowle komórkowe (HUVEC i AoSMC) 

Komórki HUVEC i AoSMC hodowano zgodnie z wytycznymi producenta (odpowied-

nio Lonza oraz ScienCell Research Laboratories) w temperaturze 37 ºC, w inkubatorze  

HeLa Cell. Podziały hodowli (tzw. pasażowanie komórek) przeprowadzano, gdy w na-

czyniach hodowlanych osiągnięto 80% konfluencji. W doświadczeniach wykorzystano 

komórki pochodzące maksymalnie z 4 pasaży. 

Metody badawcze wykorzystane w pracy doktorskiej 

Dokładna charakterystyka procedur badawczych, przygotowania próbek oraz szcze-

gółowy opis aparatury i wszystkich odczynników użytych w niniejszych badaniach został 

przedstawiony w artykułach naukowych (Publikacja II, Publikacja III oraz materiały 

uzupełniające do Publikacji III), które stanowią podstawę rozprawy doktorskiej. 

1. Test żywotności oraz badanie morfologiczne komórek pierwotnych 

Wpływ analizowanych związków na wzrost komórek linii HUVEC i AoSMC oce-

niono za pomocą testu kolorymetrycznego WST-1. Badanie to opiera się na redukcji ja-

snożółtej soli tetrazolowej (WST-1) do ciemnożółtego formazanu w reakcji katalizowa-

nej przez dehydrogenazę mitochondrialną w dzielących się komórkach (komórkach ży-

wych). Pomiar ilości powstałego formazanu przeprowadzono metodą spektrofotome-

tryczną. 
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Analizę mikroskopową komórek HUVEC i AoSMC wykonano przy użyciu mikro-

skopu świetlnego z kontrastem fazowym (powiększenie 100×) oraz dedykowanego opro-

gramowania OptaView 7. 

2. Badania integralności komórek HUVEC 

W celu przeprowadzenia oceny wpływu sulfonamidowych pochodnych metforminy 

na integralność oraz funkcje barierowe komórek HUVEC zastosowano ciągły system 

analizy komórek w czasie rzeczywistym RTCA-DP (XCelligence, Roche). System ten 

bazuje na procesie elektronicznej detekcji oraz analizie dynamicznych zmian zachodzą-

cych we właściwościach barierowych monowarstwy komórek śródbłonka naczyniowego. 

Zatem metoda ta opiera się na pomiarze impedancji elektronicznej w czasie rzeczywi-

stym, wyrażonej jako bezwymiarowy parametr, tzw. indeks komórkowy (CI). 

3. Test utylizacji glukozy 

Wpływ testowanych cząsteczek na wewnątrzkomórkowy wychwyt glukozy w ho-

dowli komórek HUVEC zbadano za pomocą analogu deoksyglukozy, 2-NBDG. W me-

todzie tej marker fluorescencyjny 2-NBDG został wykorzystany jako sonda do wykry-

wania glukozy pobranej przez hodowane komórki za pośrednictwem transporterów glu-

kozy. Fluorescencja generowana przez 2-NBDG jest proporcjonalna do wychwytu glu-

kozy przez komórki HUVEC. 

4. Monitorowanie migracji komórek HUVEC 

W celu zbadania wpływu nowych sulfonamidowych analogów metforminy na zdol-

ność migracji komórek HUVEC przeprowadzono test in vitro zarastania rysy (ang. wo-

und-healing assay) przy użyciu systemu JuLI™ Stage. System ten jest tzw. rejestratorem 

komórek w czasie rzeczywistym, który umożliwia obrazowanie i analizę żywych komó-

rek. Zasada tej metody polega na mechanicznym wykonaniu zadrapania w warstwie ko-

mórek HUVEC w hodowli in vitro za pomocą dostarczonego przez producenta drapaka 

w celu utworzenia szczeliny przypominającej nacięcie. Komórki HUVEC monitorowano 

co 30 minut w ciągu 24-godzinnej inkubacji. Wyniki odczytano w punkcie startowym 

(T0) oraz po 6, 12, 18 i 24 godzinach inkubacji. Analizę uzyskanych obrazów migracji 

komórek oraz pomiary szerokości obszaru zarysowania wykonano za pomocą dedyko-

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

Do ilościowej oceny uwalniania tkankowego aktywatora plazminogenu w supernatan-

tach hodowli komórkowej HUVEC użyto immunoenzymatyczny test ELISA. Niniejsza 

metoda opiera się na wykorzystaniu detekcyjnego biotynylowanego przeciwciała mono-

klonalnego swoistego dla t-PA, które wiąże kompleksy t-PA lub t-PA/PAI-1 na dnie stu-

dzienki. Podczas prowadzenia eksperymentu dodano także koniugat streptawidyna- 

peroksydaza, który umożliwia pomiar powstałych kompleksów z t-PA. Aby przeprowa-

dzić wizualizację reakcji enzymatycznej, w metodzie tej zastosowano substrat chromo-

genny TMB. Pomiar ilościowy barwnego produktu przeprowadzono metodą spektrofoto-

metryczną. 

6. Badanie potencjału błony mitochondrialnej JC-1 

Wpływ badanych związków na potencjał błony mitochondrialnej (ΔΨM) komórek  

HUVEC oceniono metodą cytometrii przepływowej przy użyciu barwnika cytofluoryme-

trycznego (tzw. sonda fluorescencyjna) JC-1, który wnika do mitochondriów i zmienia 

swoje właściwości fluorescencyjne na skutek agregacji. Poziom agregacji odczynnika  

JC-1 w mitochondriach odzwierciedla zmiany zachodzące w wartości ΔΨM, co zdefinio-

wano jako stosunek średniej intensywności fluorescencji czerwonej (J-agregaty) do zie-

lonej (monomery). Wyższy stosunek czerwonej do zielonej fluorescencji wskazuje na 

większą polaryzację błony mitochondrialnej. 

7. Podstawowe parametry koagulologiczne 

W ramach poszukiwania aktywności przeciwzakrzepowej nowych analogów metfor-

miny przeprowadzono pomiar czasu APTT, PT oraz TT w ludzkim osoczu za pomocą 

rutynowych metod laboratoryjnych z wykorzystaniem koagulometru Coag Chrom 3003. 

8. Aktywność AT 

Aktywność AT w ludzkim osoczu pod wpływem działania sulfonamidowych pochod-

nych metforminy została oszacowana spektrofotometrycznie przy użyciu diagnostycznej 

metody laboratoryjnej. We wspomnianej metodzie osocze poddano inkubacji z badanymi 

związkami, natomiast trombinę inkubowano z nadmiarem heparyny (60 sekund). Po do-

daniu chromogennego substratu do badanej próbki nastąpiło uwolnienie p-nitroaniliny 

(pNA) w ilości proporcjonalnej do poziomu AT. 
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9. Aktywność czynnika X 

Aktywność czynnika X oceniono za pomocą rutynowej optycznej metody analizy in-

strumentalnej, kolorymetrii. W niniejszej metodzie ilość uwolnionej pNA ze specyficz-

nego substratu czynnika Xa mierzona jest spektrofotometrycznie. Aktywność enzyma-

tyczna czynnika X jest wprost proporcjonalna do zmiany absorbancji pNA przy długości 

fali λ = 405 nm. 

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

Wpływ poszczególnych związków na ogólny potencjał hemostazy przeanalizowano 

za pomocą metody turbidymetrycznej przy użyciu wieloparametrycznego modelu,  

CL-test. Proces tworzenia skrzepu, jego stabilizacji oraz lizy został dokładnie przeanali-

zowany poprzez ciągłe rejestrowanie zmian transmitancji w czasie. Odczyt krzywych 

tworzenia skrzepu i fibrynolizy przeprowadzono przy długości fali λ = 405 nm, stosując 

spektrofotometr Cecil CE 2021 z termostatowanym obiegiem wody (37 °C) i mieszadłem 

magnetycznym oraz z zastosowaniem dedykowanego oprogramowania [129]. 

11. Test krzepnięcia po generacji endogennej trombiny 

Ocena potencjału krzepnięcia również została przeprowadzona za pomocą metody tur-

bidymetrycznej. Proces tworzenia skrzepu przeanalizowano poprzez ciągły odczyt zmian 

transmitancji w czasie. Krzywe tworzenia skrzepu uzyskano przy długości fali 

λ = 405 nm, stosując spektrofotometr Cecil CE 2021 z termostatowanym obiegiem wody 

(37 °C) oraz przy użyciu dedykowanego oprogramowania [129]. 

12. Pomiar aktywności amidolitycznej trombiny 

Dostępność centrum katalitycznego proteazy serynowej określono za pomocą metody 

spektrofotometrycznej dodając bezbarwną substancję chromogenną D-Phe-Pip-Arg-

pNA, która zmienia swój kolor na żółty na skutek hydrolizy wiązania peptydowego 

i przekształcenia substratu w pNA. Absorbancję badanych próbek mierzono spektrofoto-

metrycznie (spektrofotometr Cecil CE 2021) oraz z wykorzystaniem dedykowanego 

oprogramowania [129]. 

13. Test lizy krwinek czerwonych oraz badanie morfologii erytrocytów 

Biozgodność nowych sulfonamidowych pochodnych względem krwinek czerwonych 

oceniona została poprzez hemolizę erytrocytów oraz ocenę mikroskopową ich morfolo-

gii. Za pomocą metody spektrofotometrycznej zmierzono ilość hemoglobiny uwolnionej 
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z erytrocytów pod wpływem działania badanych związków po 1-godzinnej oraz 24-go-

dzinnej inkubacji. Analizę mikroskopową erytrocytów wykonano z wykorzystaniem mi-

kroskopu z kontrastem fazowym (powiększenie 400×) oraz dedykowanego oprogramo-

wania OptaView 7 zarówno po 1 godzinie, jak i 24 godzinach inkubacji z analizowanymi 

analogami metforminy. 

14. Analiza statystyczna uzyskanych danych 

Analizę statystyczną przeprowadzono przy użyciu oprogramowania Statistica 12.0  

(StatSoft) oraz GraphPad Prism 5. Zgodność z rozkładem normalnym zweryfikowano za 

pomocą testu Shapiro-Wilka. Zaś jednorodność wariancji została oceniona poprzez  

zastosowanie testu Levene'a. Test t dla prób zależnych został użyty w przypadku wyni-

ków, które były zgodne z rozkładem normalnym (np. badania na materiale biologicz-

nym), natomiast statystycznie istotne różnice między średnimi grup niezależnych  

zidentyfikowano za pomocą jednokierunkowej (jednoczynnikowej) analizy wariancji 

ANOVA. Wyniki wszystkich analiz uznano za istotne statystycznie przy wartościach  

p mniejszych niż 0.05. 
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Wyniki przeprowadzonych badań oraz dyskusja 

ETAP 1. Szczegółowa analiza potencjału terapeutycznego metforminy jako środka 

przeciwstarzeniowego wraz z uwzględnieniem molekularnych mechanizmów 

działania metforminy w kontekście jej potencjalnego wykorzystania jako leku 

o wielokierunkowym działaniu (Publikacja I). 

Szerokie spektrum badań eksperymentalnych oraz klinicznych donosi, iż metformina 

wykazuje działanie plejotropowe oraz korzystny wpływ na wiele różnych stanów patolo-

gicznych. Oprócz poprawy homeostazy glukozy, przejawia także pozytywny wpływ na 

częstość występowania chorób związanych ze starzeniem (ARD), takich jak choroby 

układu krążenia, choroby neurodegeneracyjne czy nowotwory, co zaś sugeruje jej ko-

rzystny wpływ na wydłużenie życia. Wiele badań przeprowadzonych na modelu zwie-

rzęcym (tj. nicienie, stawonogi, gryzonie) dowodzi, że metformina może opóźniać proces 

starzenia poprzez wpływ na procesy metaboliczne i komórkowe, które są związane z roz-

wojem ARD. Dlatego też oczekuje się, iż metformina może również korzystnie oddzia-

ływać na podstawowe czynniki starzenia u ludzi, które leżą u podstawy wielu schorzeń 

bezpośrednio powiązanych z wiekiem. 

Wynikiem przeprowadzonego studium literaturowego było usystematyzowanie aktu-

alnej wiedzy oraz uzyskanych dotychczas danych, na temat wpływu metforminy na roz-

wój lub progresję ARD, pochodzących zarówno z badań przedklinicznych: eksperymen-

tów z wykorzystaniem linii komórkowych (in vitro) oraz modeli zwierzęcych (in vivo), 

jak również badań klinicznych, w tym obecnie prowadzonych randomizowanych badań 

klinicznych – Targeting Aging with Metformin (TAME). W artykule naukowym pt.  

„Is metformin a geroprotector? A peek into the current clinical and experimental data.” 

(Publikacja I) przeanalizowano molekularne mechanizmy oraz szlaki zaangażowane 

w potencjalne właściwości przeciwstarzeniowe metforminy, ze szczególnym uwzględ-

nieniem jej wpływu na inicjację i progresję chorób układu sercowo-naczyniowego,  

chorób neurodegeneracyjnych oraz nowotworów. Mocne dowody eksperymentalne i kli-

niczne, uzyskane w ciągu ostatnich kilkudziesięciu lat, ujawniające korzystny wpływ 

metforminy na czynność układu sercowo-naczyniowego, wynikające z poprawy funkcji 

śródbłonka, ochrony przed stresem oksydacyjnym, ograniczeniem proliferacji komórek 

mięśni gładkich oraz jej potencjalnych właściwości przeciwzapalnych są szczególnie  

interesujące. Konsekwencją niniejszych zainteresowań były badania eksperymentalne 
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podejmujące kwestię potencjalnego wielokierunkowego działania, w tym właściwości 

antykoagulacyjnych, hipoglikemizujących wraz z przeprowadzeniem oceny cytotoksycz-

ności nowych sulfonamidowych analogów biguanidu, o korzystniejszym profilu fizyko-

chemicznym niż metformina, z wykorzystaniem modeli hodowli komórek in vitro,  

co stanowi podstawę niniejszej dysertacji. 
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ETAP 2. Ocena aktywności biologicznej nowych sulfonamidowych analogów metfor-

miny (Publikacja II i III). 

Substancje chemiczne mogą wywierać wpływ na żywotność oraz metabolizm komó-

rek. Wobec powyższego  profil aktywności cytotoksycznej jest jednym z podstawowych 

czynników ograniczających w rozwoju nowych potencjalnych cząsteczek leczniczych.  

Testy żywotności komórek i cytotoksyczności z wykorzystaniem hodowli ludzkich ko-

mórek pierwotnych in vitro są powszechnie stosowane jako badania przesiewowe poten-

cjalnych kandydatów na leki. Służą one do oceny wpływu (potencjalnego działania tok-

sycznego) związku chemicznego na daną linię komórkową, w tym na żywotność i inte-

gralność komórek oraz ich proliferację. Oznaczenie profilu aktywności cytotoksycznej 

danego związku chemicznego dostarcza niezwykle cennych informacji na temat poten-

cjalnego molekularnego mechanizmu działania substancji w modelach komórkowych,  

co stanowi podstawę do prowadzenia dalszych badań eksperymentalnych. Zatem niniej-

sze badania należy uznać za dobry wstęp do badań toksykologicznych, które są niezbędne 

do zweryfikowania zarówno bezpieczeństwa ksenobiotyku, jak i jego prawidłowego dzia-

łania po podaniu [130,131]. 

Mając na względzie powyższe oraz fakt, iż śródbłonek stanowi bezpośredni punkt 

kontaktu ze związkiem rozpuszczonym w osoczu krwi, jak i to, że komórki śródbłonka 

oraz komórki mięśni gładkich naczyń są podstawowymi składnikami ścian naczyń krwio-

nośnych, które odgrywają kluczową rolę w progresji chorób układu krążenia, w pierw-

szym etapie badań przeprowadzono analizę oddziaływania nowych analogów metfor-

miny o budowie sulfonamidowej na żywotność dwóch ludzkich linii komórek HUVEC 

i AoSMC z wykorzystaniem eksperymentalnych modeli układu naczyniowego in vitro  

za pomocą testu WST-1 (Publikacja II i III). Warto wspomnieć, iż zgodnie z wcześniej-

szymi doniesieniami, metformina nie wykazuje wpływu na żywotność oraz morfologię 

komórek HUVEC i AoSMC w stężeniach do 3.0 μmol/mL [89,132]. Spośród wszystkich 

badanych nowych sulfonamidowych pochodnych metforminy, związki 2, 11 oraz 12 wy-

kazywały najmniejszy wpływ na wzrost komórek HUVEC, gdyż w stężeniu 1.5 μmol/mL 

ich żywotność została zachowana na poziomie 61.67%–89.21%. Ponadto sulfonamidowe 

analogi metforminy 1 i 3 także charakteryzowały się stosunkowo dobrym profilem  

bezpieczeństwa w linii komórkowej HUVEC, a wyznaczone dla nich wartości IC50, 

a więc stężenia powodujące 50% spadek żywotności komórek, wynosiły odpowiednio: 

3.643 ± 0.26 i 3.506 ± 0.24 µmol/mL. Natomiast dla pozostałych związków (4–10, 13, 
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14) odnotowano silniejszy efekt hamujący wzrost komórek śródbłonka w stężeniach  

ok. 0.3–1.5 µmol/mL (analogi 6–8) oraz 1.0–1.5 µmol/mL (pochodne 4, 5, 9, 10, 13, 14). 

Oszacowane dla nich wartości IC50 oscylowały w zakresie 0.304–1.589 µmol/mL.  

Ze wszystkich badanych związków to cyjanobenzenosulfonamidy (6–8) okazały się naj-

bardziej toksyczne, gdyż w przypadku traktowania komórek HUVEC związkami 6–8 już 

w stężeniu 0.3 µmol/mL zaobserwowano znaczne obniżenie przeżywalności komórek –  

spadek żywotności na poziomie 45.42–56.92%. 

W przeciwieństwie do komórek HUVEC, wszystkie analizowane pochodne (1–14) 

wykazywały znacznie słabszy wpływ na żywotność komórek AoSMC; dlatego też nie 

określono dla nich wartości IC50 w stężeniach do 1.5 µmol/mL. Zatem można uznać,  

iż wszystkie badane związki charakteryzowały się stosunkowo dobrym profilem bezpie-

czeństwa w linii komórkowej AoSMC. Na przykład dla związków 6–8 w stężeniu 

0.3 µmol/mL odnotowano znaczne obniżenie żywotności komórek HUVEC, podczas gdy 

komórki AoSMC stymulowane za pomocą wspomnianych pochodnych metforminy 

w stężeniu 0.3 µmol/mL utrzymywały żywotność na poziomie aż 81.44–83.74%. 

Przeprowadzono również analizę mikroskopową komórek HUVEC i AoSMC po 24-

godzinnej inkubacji z badanymi związkami (1–14) za pomocą mikroskopu z kontrastem 

fazowym. W badaniu tym zastosowano testowane pochodne w tych samych zakresach 

stężeń, które zostały użyte w badaniach żywotności oraz w stężeniach przyczyniających 

się do 50% spadku żywotności komórek. Reprezentatywne mikrofotografie komórek  

HUVEC oraz AoSMC stymulowanych badanymi związkami przedstawiono w Publika-

cji II, III. Ocena morfologiczna wykazała, iż traktowanie komórek HUVEC związkami 

1–10, 13, 14 skutkowało wzrostem liczby zaokrąglonych i skurczonych komórek w ob-

razie mikroskopowym. Co więcej, dla biguanidów 4–9 i 11 zaobserwowano także ten-

dencję do wydłużania komórek śródbłonka. Niemniej jednak wszystkie te zmiany zostały 

zaobserwowano w stężeniach odpowiadających ich wartościom IC50 lub w najwyższym 

testowanym stężeniu (1.5 μmol/mL bądź 3.0 μmol/mL). Mikroskopia fazowo-kontra-

stowa ujawniła także znaczny spadek liczby żywych komórek HUVEC po stymulacji po-

chodnymi z podstawnikiem cyjanowym (6–8) w stężeniach zbliżonych do ich wartości 

IC50 oraz wyższych, co doskonale obrazuje wyniki uzyskane z testu WST-1. Ponadto ba-

dania mikroskopowe wykazały, iż wszystkie analizowane związki (1–14) przejawiały 

znacznie mniejszy wpływ na morfologię komórek AoSMC, co objawiało się jedynie po-
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jawieniem zaokrąglonych oraz obkurczonych komórek. Natomiast zmiany morfolo-

giczne komórek AoSMC, charakteryzujące się zwiększoną tendencją do zlepiania,  

zaobserwowane po traktowaniu ich związkami 13, 14 nie były powiązane ze znacznymi 

zmianami w ich żywotności. 

Nowe sulfonamidowe analogi metforminy poddano dalszym testom na poziomie ko-

mórkowym – badanie integralności komórek HUVEC w czasie rzeczywistym przy uży-

ciu systemu RTCA-DP wykonującego pomiary impedancji elektrycznej komórek wyra-

żonej przy użyciu bezwymiarowego parametru CI. Parametr ten dostarcza informacji na 

temat statusu biologicznego komórek w czasie rzeczywistym, a więc odzwierciedla 

zmiany zachodzące we właściwościach barierowych pod wpływem działania badanych 

związków – w liczbie, żywotności, adhezji oraz kształcie komórek adherentnych, a także 

w przepuszczalności monowarstwy komórek [133]. Zatem system RTCA-DP stanowi 

niezwykle cenne narzędzie do oceny potencjalnej cytotoksyczności analizowanych mo-

lekuł. Wcześniej przeprowadzone badania eksperymentalne nie wykazały, aby metfor-

mina wpływała na integralność czy adhezję komórek HUVEC w całym badanym zakresie 

stężeń: 0.006–1.5 µmol/mL [89]. 

W każdym punkcie czasowym analizy w ciągu 36-godzinnej inkubacji komórek śród-

błonka z pochodnymi 1–8 zaobserwowano bezpośrednią odpowiedź komórek HUVEC 

manifestującą się statystycznie istotnym zmniejszeniem wartości parametru nCI (Publi-

kacja II). Większy spadek wartości nCI odnotowano w stężeniu 1.0 μmol/mL w porów-

naniu do 0.3 μmol/mL czy komórek niestymulowanych (komórek kontrolnych). Analiza 

statystyczna dowodzi, iż spośród związków 1–8, pochodna z podstawnikiem alkilo-

wym (1) wywierała najmniejszy wpływ na funkcję komórek HUVEC, gdyż nie odnoto-

wano dla niej statystycznie istotnego spadku wartości nCI w obu badanych stężeniach po  

36 godzinach inkubacji, a otrzymane wartości były porównywalne do prób kontrolnych. 

Ponadto dla związku 3 odnotowano statystycznie istotny spadek integralności komórek 

śródbłonka, który kształtował się na poziomie 5.56–8.20% w obu badanych stężeniach  

(0.714 ± 0.035 w stężeniu 0.3 μmol/mL oraz 0.694 ± 0.054 w stężeniu 1.0 μmol/mL 

w porównaniu z kontrolą 0.756 ± 0.192; odpowiednio p < 0.01; p < 0.001) po 36-godzin-

nej stymulacji. Zatem odnotowany spadek integralności komórek HUVEC dla analogu 

metforminy (3) był także bardzo zbliżony do wartości uzyskanej dla próby kontrolnej.  

Najbardziej niekorzystny wpływ na właściwości barierowe komórek HUVEC przeja-

wiały pochodne cyjanowe (6–8) w obu badanych stężeniach. Po 36-godzinnej inkubacji 
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odnotowano znaczny spadek nCI do wartości 0–0.20 dla związków 6–8, podczas gdy 

analogi metforminy 1–5 zmniejszały integralność komórek śródbłonka o 40–60% w za-

leżności od punktu czasowego analizy oraz zastosowanego stężenia. 

Podobnie do leku referencyjnego, metforminy, żaden z jej sulfonamidowych analogów 

9–14 nie wykazywał wpływu na funkcję komórek HUVEC w obu analizowanych stęże-

niach (0.3 lub 0.6 μmol/mL) w ciągu pierwszych 12 godzin stymulacji (Publikacja III). 

Natomiast po 24-godzinnej inkubacji komórek HUVEC ze związkami 9–14 zaobserwo-

wano statystycznie istotne obniżenie wartości nCI o 30–60% w obu badanych stężeniach 

(w zależności od punktu czasowego prowadzonego doświadczenia). Biguanidy 9–14 po-

wodowały większy spadek wartości nCl w stężeniu 0.6 μmol/mL w porównaniu do 

0.3 μmol/mL oraz komórek kontrolnych. Spośród związków 9–14 najmniejszy wpływ na 

integralność komórek HUVEC wykazywała pochodna 12 z podstawnikiem aminowym 

umiejscowionym w pozycji orto- w pierścieniu aromatycznym. Odnotowany spadek in-

tegralności komórek śródbłonka dla związku 12 wynosił 30.53% w stężeniu 0.3 μmol/mL 

oraz 33.47% w stężeniu 0.6 μmol/mL (1.116 ± 0.172 i 1.068 ± 0.206 w porównaniu z kon-

trolą 1.606 ± 0.085; p < 0.001) po 36-godzinnej stymulacji. 

Odnotowane zmiany wartości parametru nCI (dla związków 2–5, 9–14), bezpośrednio 

odzwierciedlające zmiany w integralności komórek śródbłonka, nie prowadzą do zwięk-

szonej śmiertelności komórek HUVEC, a więc obserwowane efekty nie są nieodwra-

calne. Natomiast cyjanobenzenosulfonamidy (6–8) powodują znaczny spadek wartości 

parametru nCI, a więc wykazują niekorzystny wpływ na śródbłonek, a to prowadzi do 

obumarcia znacznej liczby komórek HUVEC, co zostało potwierdzone w teście WST-1 

oraz ocenie mikroskopowej. 

Mając na uwadze wielokierunkowy wpływ metforminy na glikemię postanowiono 

przetestować wszystkie nowo zsyntetyzowane związki pod kątem ich potencjalnej zdol-

ności do zwiększania wychwytu glukozy z komórek śródbłonka. Ze względu na wysoką 

cytotoksyczność odnotowaną dla związków 6–8 (IC50 = 0.461 ± 0.13 µmol/mL (zw.6); 

IC50 = 0.304 ± 0.12 µmol/mL (zw.7); IC50 = 0.791 ± 0.13 µmol/mL (zw.8)) zdecydowano 

o zastosowaniu pochodnych 1–8 w stężeniach do 0.3 μmol/mL (Publikacja II).  

Zaś związki 9–14 stosowano w stężeniach do 0.6 μmol/mL (Publikacja III). 

Zgodnie z powyższym do dalszych badań oceniających zdolność utylizacji glukozy 

w modelu hodowli komórkowej HUVEC wybrano wszystkie analizowane związki (1–

14). Badanie to przeprowadzono z wykorzystaniem fluorescencyjnego analogu glukozy 
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2-NBDG, który jest powszechnie stosowany zarówno do monitorowania zużycia glukozy 

w komórkach żywych oraz jako wskaźnik żywotności komórek. W obu eksperymentach 

jako kontrolę negatywną zastosowano D-glukozę, która wykazywała zdolność do hamo-

wania wychwytu 2-NBDG w stężeniu 0.1 µmol/mL. Natomiast jako kontrolę pozytywną 

zastosowano lek macierzysty, metforminę. Istotny wzrost wychwytu 2-NBDG zaobser-

wowano w komórkach stymulowanych metforminą we wszystkich badanych stężeniach. 

Spośród wszystkich analizowanych związków biguanidy 1–5 oraz 13 znacznie zwięk-

szały wewnątrzkomórkowy wychwyt znakowanej fluorescencyjnie glukozy w obu bada-

nych stężeniach, tym samym wykazywały działanie najbardziej zbliżone do metforminy. 

Na przykład dla komórek HUVEC inkubowanych w obecności pochodnej 2 odnotowano 

następujące zwiększenie wychwytu glukozy: 13.9 ± 0.3 μmol/L w stężeniu 0.1 µmol/mL 

oraz 14.6 ± 1.0 μmol/L w stężeniu 0.3 µmol/mL (p < 0.001). Podobny efekt odnotowano 

dla m- i p-metoksybenzenosulfonamidów oraz p-aminobenzenosulfonamidów (9, 10 

i 14). Jednakże zmiany te zostały odnotowane wyłącznie w najwyższym badanym stęże-

niu (0.6 μmol/mL). Uzyskane wyniki wskazują, iż pochodna 11 również przejawia zdol-

ność do zwiększania wychwytu glukozy z komórek śródbłonka w stężeniu 0.6 μmol/mL, 

jednak zarejestrowane zmiany nie były statystycznie istotne (8.1 ± 0.7 μmol/L w odnie-

sieniu do kontroli 6.4 ± 1.1 μmol/L; NS, p > 0.05). Związki 7 i 8 posiadające w pierścieniu 

aromatycznym ugrupowanie cyjanowe umiejscowione odpowiednio w pozycji meta- 

oraz para- także przyczyniały się do zwiększonego zużycia glukozy w komórkach śród-

błonka (p < 0.05); jednakże jedynie w stężeniu 0.3 µmol/mL. 

Miażdżyca stanowi jedną z głównych przyczyn przedwczesnej śmiertelności u pacjen-

tów z T2DM. W jej rozwoju uczestniczy szereg procesów prozapalnych, proliferacyjnych 

i prokoagulacyjnych. Kluczową rolę w rozwoju miażdżycy tętnic odgrywa upośledzona 

funkcja komórek śródbłonka, którą można scharakteryzować jako zmianę w migracji 

i przepuszczalności komórek [134]. Oprócz utraty bariery śródbłonkowej na rozwój 

zmian miażdżycowych wpływa również migracja i proliferacja komórek mięśni gładkich 

[135]. Zatem zaprojektowanie związków o potencjalnym działaniu hamującym migrację 

komórek patologicznych może okazać się niezwykle cenne w hamowaniu inicjacji oraz 

progresji zmian miażdżycowych. 

W oparciu o wyniki uzyskane z badań prowadzonych z wykorzystaniem linii komór-

kowej HUVEC wskazujące na wysoką toksyczność o-, m-, p-cyjanobenzenosulfonami-

dów (6–8) postanowiono w dalszych badaniach oceniających migrację komórek HUVEC 
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przetestować wyłącznie związki 1–5. Komórki HUVEC inkubowane wraz ze wspomnia-

nymi pochodnymi w stężeniach 0.3 µmol/mL oraz 1.0 µmol/mL poddano zatem badaniu 

oceniającemu migrację komórek śródbłonka przy użyciu testu in vitro zarastania rysy 

(ang. wound-healing assay) – Publikacja II. Do przeprowadzenia niniejszego badania 

zastosowano system JuLi™Stage, który umożliwia monitorowanie komórek żywych 

w czasie rzeczywistym. Jako związek odniesienia zastosowano metforminę w stężeniach 

0.3 oraz 1.0 µmol/mL. Uzyskane dane wskazują, iż metformina nieznacznie moduluje 

migrację komórek w ciągu 24-godzinnej inkubacji, co przejawiało się zwiększeniem sze-

rokości rysy w warstwie komórek HUVEC w porównaniu do kontroli. Szerokość zaryso-

wania zmierzona po 24-godzinnej inkubacji komórek HUVEC z metforminą w wyższym 

badanym stężeniu (1.0 µmol/mL) wynosiła – 419.8 ± 42.3 μm w odniesieniu do kontroli 

272.4 ± 42.2 μm. Jednak żadna ze zmian zarejestrowanych dla metforminy nie okazała 

się statystycznie istotna. Bardzo zbliżone wartości uzyskano także dla pozostałych bada-

nych związków (1–5). Po 24-godzinnej inkubacji, zaobserwowano niewielkie hamowa-

nie szybkości zarastania rysy przez hodowane komórki HUVEC traktowane związkami 

1–4, jednakże odnotowane wartości również nie były statystycznie istotne. Jedynie 

w przypadku komórek śródbłonka traktowanych pochodną z podstawnikiem acetylowym 

umiejscowionym w pozycji para- w pierścieniu aromatycznym (5) przy wyższym bada-

nym stężeniu 1.0 µmol/mL zarejestrowano statystycznie istotne zahamowanie migracji 

komórek HUVEC (454.5 ± 62.0; p < 0.05). Niemniej jednak efekt ten może wynikać 

z właściwości hamujących wzrost komórek HUVEC (IC50 (zw. 5) = 1.589 ± 0.13 µmol/mL), 

stąd też niezwykle ważna jest kontynuacja dalszych badań. Przeprowadzono także do-

kładną analizę zwizualizowanych zmian – obrazów uzyskanych z eksperymentu ocenia-

jącego wpływ działania metforminy oraz związków 1–5 na migrację komórek HUVEC 

w miejscu mechanicznego utworzenia rysy. Mikrofotografie dla metforminy oraz związ-

ków 1 i 5 w stężeniu 1.0 µmol/mL zostały załączone w materiałach uzupełniających do 

Publikacji II. Dla komórek HUVEC traktowanych badanymi związkami 1–5 w obrazie 

mikroskopowym odnotowano wzrost liczby zaokrąglonych komórek. Natomiast metfor-

mina nie indukowała znaczących zmian w morfologii i migracji komórek HUVEC.  

Analiza mikroskopowa potwierdziła uzyskane wartości dla związków 1–5 oraz wykazała,  

iż analog metforminy 5 w sposób umiarkowany hamuje migrację komórek HUVEC po 

24-godzinach inkubacji. 
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W warunkach hemostazy, układ fibrynolityczny stanowi przeciwwagę dla złożonego 

procesu krzepnięcia krwi. Zatem ten fizjologiczny proces pełni rolę zapobiegawczą przed 

rozwojem zakrzepicy [136]. Zważywszy, iż powstawaniu skrzepliny sprzyjają zaburzenia 

fibrynolizy, w których kluczową rolę pełni proteaza serynowa, t-PA, katalizująca kon-

wersję plazminogenu do plazminy, postanowiono ocenić również wpływ związków 1–5 

w stężeniach 0.3 oraz 1.0 µmol/mL na uwalnianie najważniejszego endogennego akty-

watora plazminogenu z komórek śródbłonka. Nawiązując do badań prowadzonych przez 

Panią Promotor, metformina znacznie zwiększa uwalnianie t-PA z komórek HUVEC 

w zakresie stężeń: 0.006–1.5 µmol/mL [89]. Natomiast wszystkie badane sulfonamidowe 

analogi metforminy (1–5) zmniejszają ilość uwalnianego t-PA z komórek HUVEC (Pu-

blikacja II). Na przykład dla związku z ugrupowaniem n-butylowym (1) odnotowano 

znaczące obniżenie stężenia t-PA w supernatantach komórkowych do 2427.2 ± 

246.0 pg/mL przy 0.3 µmol/mL (p < 0.01) oraz 1709.5 ± 219.1 pg/mL przy 1.0 µmol/mL 

(p < 0.001) w porównaniu z 2895.4 ± 208.7 pg/mL (wartość uzyskana dla kontroli).  

Pozostałe związki wykazywały analogiczny mechanizm działania względem uwalniania 

t-PA w modelu komórkowym HUVEC. Jednakże, aby dokładnie przeanalizować związek 

między wpływem metforminy i badanych pochodnych (1–5) na aktywność fibrynoli-

tyczną krwi oraz przeciwzakrzepowy potencjał ściany naczyniowej należy przeprowadzić 

dalsze pogłębione badania oceniające aktywność plazminy – głównego enzymu prze-

kształcającego fibrynę i fibrynogen w produkty ich degradacji; a także warto oszacować 

stosunek ilości PAI-1 do t-PA. 

W swojej pracy badawczej Patel i wsp. wykazali, iż stan hiperglikemii zwiększa wy-

twarzanie H2O2 i O2
−, a także prowadzi do hiperpolaryzacji błony mitochondrialnej w ko-

mórkach HUVEC; co w konsekwencji przyczynia się do postępującej dysfunkcji śród-

błonka [137]. Ponadto Lin i wsp. zwrócili uwagę na bezpośrednią zależność między  

hiperpolaryzacją mitochondriów, a zmniejszoną wrażliwością na działanie insuliny 

[138]. Tak jak wspominałam w części teoretycznej niniejszej dysertacji, głównym celem 

działania metforminy jest mitochondrium. Przegląd dostępnego piśmiennictwa donosi,  

iż metformina indukuje depolaryzację błony mitochondrialnej, zwiększa stosunek 

AMP/ATP oraz mleczanu do pirogronianu i zmniejsza produkcję glukozy [139]. Dlatego 

też w kolejnym etapie badań oszacowano wpływ związków 9–14 na potencjał błonowy 

mitochondriów (ΔΨM) w komórkach HUVEC na podstawie fluorescencji sondy JC-1 
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z wykorzystaniem cytometru przepływowego (Publikacja III). Analizy oparte na cyto-

metrii oraz mikroskopii z zastosowaniem sondy fluorescencyjnej są obecnie powszechnie 

stosowane w celu monitorowania potencjału błony mitochondrialnej jako cennego 

wskaźnika żywotności komórek oraz polaryzacji i funkcji mitochondriów [140,141]. 

W badaniu tym zmiany stosunku fluorescencji czerwonej do zielonej zależą wyłącznie 

od potencjału błony mitochondrialnej. Czynniki takie jak rozmiar, kształt czy gęstość mi-

tochondriów nie mają wpływu na zaobserwowane zmiany fluorescencji. Statystycznie 

istotne zmniejszenie stosunku fluorescencji czerwonej do zielonej (p < 0.05) odnotowano 

dla komórek HUVEC traktowanych FCCP (kontrola pozytywna). Po 24-godzinnej sty-

mulacji z metforminą 0.5 i 1.0 μmol/mL oraz sulfonamidowymi analogami metforminy 

9–11 przy 0.3 μmol/mL i 0.6 μmol/mL, a także z pochodną 12 w stężeniu 0.3 μmola/mL 

nie zaobserwowano zmian istotnych statystycznie. Inkubacja komórek HUVEC z bigua-

nidami podstawionymi grupą aminową w pozycji meta- i para- (13, 14) w obu badanych 

stężeniach: 0.3 i 0.6 μmol/mL oraz w pozycji orto- (12) w najwyższym badanym stężeniu 

doprowadziła do znacznego spadku mitochondrialnego potencjału membranowego 

(ΔΨM), co zostało zdefiniowane jako niższy stosunek fluorescencji czerwonej do zielo-

nej (p < 0.001). W związku z powyższym nowe potencjalne środki terapeutyczne oparte 

na szkielecie metforminy (szczególnie o-, m-, p-aminobenzenosulfonamidy 12–14) ze 

względu na swe działanie ukierunkowane na mitochondria mogą okazać się niezwykle 

cennymi cząsteczkami w zapobieganiu dysfunkcji śródbłonka oraz w leczeniu wtórnych 

defektów związanych z cukrzycą. 

Naukowcy dowiedli, iż u pacjentów z cukrzycą występują nieprawidłowości w funk-

cjonowaniu układu krzepnięcia [142] oraz fibrynolizy [143], co znacznie zwiększa po-

tencjał prozakrzepowy w tej grupie pacjentów, a tym samym nasila u nich ryzyko wystą-

pienia zakrzepicy. W związku z powyższym oraz ze względu na potencjalne ryzyko wy-

stąpienia interakcji pomiędzy cząsteczką leku a krwią, które może prowadzić do aktywa-

cji kaskady krzepnięcia krwi postanowiono w dalszej części pracy przeprowadzić rów-

nież ocenę wpływu nowo zsyntetyzowanych pochodnych metforminy (1–14) na aktywa-

cję układu krzepnięcia (tzw. ocena hemokompatybilności) z wykorzystaniem rutynowych 

laboratoryjnych testów diagnostycznych (Publikacja II oraz Publikacja III). Kaskadę 

krzepnięcia krwi można podzielić na trzy szlaki: wewnętrzny, zewnętrzny oraz wspólny, 

prowadzący do powstania fibryny. Mając na uwadze powyższe przeprowadzono testy 

oceniające wszystkie te trzy szlaki – pomiar czasu PT (dla zewnątrzpochodnego szlaku 
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krzepnięcia), czasu APTT (dla wewnątrzpochodnego szlaku krzepnięcia) oraz czasu TT 

(dla procesu polimeryzacji fibryny). Analiza niniejszych parametrów jest niezwykle 

ważna, gdyż np. skrócenie czasu PT bądź APTT na skutek działania cząsteczek chemicz-

nych może unaoczniać stan, w którym to czynniki antykoagulacyjne są niezdolne do rów-

noważenia tendencji prozakrzepowych, co tym samym wiązałoby się ze zwiększonym 

ryzykiem wystąpienia żylnej choroby zakrzepowo-zatorowej. Natomiast wydłużenie 

czasu PT i APTT może wskazywać na potencjalne właściwości antykoagulacyjne kseno-

biotyku. Odnotowane zmiany w postaci skrócenia bądź wydłużenia czasu PT i APTT 

mogą być związane ze stężeniem fibrynogenu (FBG) oraz poszczególnych osoczowych 

czynników krzepnięcia krwi, a także aktywnością enzymów kaskady krzepnięcia krwi. 

Zaś obserwowane zmiany czasu TT mogą być spowodowane stężeniem FBG, stopniem 

polimeryzacji i stabilizacji fibryny oraz aktywnością antytrombiny. W eksperymentach 

tych wykorzystano osocza, w których odnotowane stężenia FBG zawierały się w prze-

dziale wartości referencyjnych (2–4 g/L). 

Wcześniejsze badania wskazują, iż metformina nie wpływa zarówno na wewnętrzny, 

jak i zewnętrzny szlak krzepnięcia (APTT, PT), jak również na proces polimeryzacji fi-

bryny (TT), parametry kinetyczne tworzenia skrzepu i fibrynolizy (CL-test) oraz aktyw-

ność czynnika X [89,132]. Natomiast istotne statystycznie zwiększenie aktywności AT 

odnotowano dla metforminy wyłącznie w najwyższym badanym stężeniu [144].  

Natomiast wyniki osiągnięte w ramach niniejszych badań dowodzą, iż w przeciwieństwie 

do analogów alkilowych wszystkie sulfonamidowe pochodne metforminy posiadające 

w swojej budowie pierścień aromatyczny (5, 9–14) wywierały istotny statystycznie 

wpływ na poszczególne parametry hemostazy osoczowej – PT, APTT bądź TT, co mani-

festowało się ich wydłużeniem i może to wskazywać na ich potencjalne działanie anty-

koagulacyjne. Niewątpliwie, spośród wszystkich pochodnych aromatycznych biguanidu, 

te z podstawnikiem umiejscowionym w pozycji meta- w pierścieniu benzenowym (9, 11, 

13) w zależności od badanego stężenia indukowały zwiększenie wszystkich trzech bada-

nych parametrów (wydłużenie czasu PT, APTT oraz TT). Jednakże w przypadku powyż-

szych analogów metforminy istotne statystycznie zmiany odnotowane dla czasu APTT 

oraz TT wybiegały poza zakres wartości referencyjnych (APTT: 26.7–40.0 s; TT: 14.0–

18.0 s). Przykładowo dla związku 11 zarejestrowano wzrost APTT na poziomie 44.92 ± 

5.09 s (względem kontroli: 34.88 ± 5.69 s; p < 0.05) oraz TT na poziomie 20.05 ± 0.58 s 
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(względem kontroli: 13.50 ± 0.28 s; p < 0.01). Związek 4 oraz 5 również wywierały ko-

rzystny wpływ na wydłużenie czasu APTT i TT w zakresie stężeń 0.6–1.5 µmol/mL, 

jednakże stężenia te są bliskie wyznaczonym dla nich wartościom IC50 względem komó-

rek HUVEC. W przypadku wszystkich analizowanych sulfonamidowych analogów met-

forminy zawierających ugrupowanie alkilowe (1–3) zaobserwowano istotne statystycznie 

skrócenie czasu TT, jednakże mieszczące się w zakresie wartości referencyjnych, a dla 

analogu 1 odnotowano również istotne statystycznie wydłużenie czasu APTT w stęże-

niach 0.06–0.6 µmol/mL, także mieszczące się na poziomie wartości odniesienia. 

Jak przedstawiłam w części teoretycznej niniejszej dysertacji stan przewlekłej hiper-

glikemii indukuje nieenzymatyczną glikozylację naturalnych antykoagulantów, w tym 

m.in. AT, co może objawiać się spadkiem jej poziomu lub aktywności [33]. Ta osoczowa  

α-glikoproteina odgrywa kluczową rolę w hemostazie, gdyż jest ona głównym inhibito-

rem trombiny (cz. IIa) oraz czynnika Xa. Ponadto AT hamuje również takie czynniki 

krzepnięcia krwi jak: VIIa, IXa, XIa, XIIa, kalikreinę oraz plazminę. Wyniki moich badań 

ujawniły, iż związki 1, 3–5, 9, 11 i 14 znacząco zwiększały aktywność AT w stężeniach 

0.6–1.5 µmol/mL (Publikacja II, Publikacja III). Niewątpliwie najsilniejszy efekt za-

obserwowano dla pochodnych aromatycznych (9, 11, 14), co może tłumaczyć wpływ tych 

związków na wydłużenie wszystkich trzech parametrów: PT, APTT oraz TT. W przy-

padku pochodnych (1, 4–5) zarejestrowane statystycznie istotne zmiany mieściły się 

w zakresie wartości referencyjnych (80–130%); natomiast dla pozostałych związków (3, 

9, 11, 14) odnotowane wartości wykraczały poza zakres referencyjny, co może mieć zna-

czenie dla prowadzenia dalszych badań. Przykładowo dla związku 1 zaobserwowano 

znaczny wzrost aktywności AT przy stężeniu 0.6 µmol/mL i 1.5 µmol/mL, który wynosił 

odpowiednio 120.00 ± 2.71% i 123.00 ± 5.20% (p < 0.01). Natomiast w przypadku 

związku 9 wzrost aktywności w najwyższych badanych stężeniach (0.6–1.5 µmol/mL) 

kształtował się następująco 136.00 ± 3.74% i 150.50 ± 14.20% (p < 0.05).  

Ze względu na te obiecujące wyniki wskazujące na potencjalne właściwości przeciw-

zakrzepowe badanych pochodnych postanowiono zweryfikować również czy związki te 

mogą wywierać wpływ na aktywność czynnika X powstającego zarówno na szlaku we-

wnątrz-, jak i zewnątrzpochodnym kaskady krzepnięcia krwi (Publikacja II, Publika-

cja III). Czynnik ten jest zatem pierwszym elementem wspólnego szlaku krzepnięcia, 

a jego aktywna postać wchodzi w skład kompleksu protrombinazowego odpowiedzial-

nego za aktywację protrombiny do trombiny, która następnie przekształca fibrynogen 
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w fibrynę. W świetle zgromadzonych wyników związki 1, 5, 9, 11–14 w sposób staty-

stycznie istotny zmniejszały aktywność czynnika X w stężeniu 1.5 µmol/mL. Ponadto 

znaczący spadek aktywności czynnika X zauważono także w stężeniu 0.6 μmol/mL 

w przypadku związków 9, 12, 13 (p < 0.05) oraz 14 (NS, p > 0.05). Co ciekawe,  

dla m- podstawionych benzenosulfonamidów (9, 11, 13) spadek ten może być także ściśle 

związany ze znacznym wydłużeniem takich parametrów jak: PT, APTT i TT; co również 

potwierdzałoby ich potencjalne działanie przeciwkrzepliwe. Ponadto zaobserwowano,  

iż pochodna 1 hamowała wewnętrzny szlak krzepnięcia (↑APTT), a związki 5, 12, 14 

wydłużały zarówno czas APTT, jak i wydłużały proces polimeryzacji fibryny (↑TT) 

w stężeniach, w których zaobserwowano dla nich znaczny spadek aktywności czynnika 

Stuarta-Prower’a. Warto wspomnieć, iż spadki aktywności czynnika X zarejestrowane 

dla związków 9, 11–14 w najwyższym badanym stężeniu wykraczały poza zakres warto-

ści referencyjnych. Zaś wszystkie pozostałe wartości mieściły się w przedziale 77–131%, 

a więc na poziomie referencyjnym aktywności czynnika Stuarta-Prower’a. 

Na podstawie wyników uzyskanych z badań przesiewowych układu krzepnięcia (PT, 

APTT, TT) oraz badań nad aktywnością AT i czynnika X, związki 1–5, 9, 11, 12, 14 

w stężeniach 0.006–1.5 µmol/mL poddano dalszym pogłębionym badaniom oceniającym 

ich wpływ na ogólny potencjał tworzenia skrzepu i fibrynolizy (CLAUC ) przy użyciu wie-

loparametrycznego modelu (CL-test) z własnym programem komputerowym (Publika-

cja II i III). Badanie to jest oparte na pomiarze parametrów kinetycznych następujących 

procesów: tworzenie skrzepu, jego stabilizacja oraz fibrynoliza za pomocą ciągłego mo-

nitorowania zmian transmitancji w czasie. W doświadczeniach tych dodanie wysokiego 

stężenia egzogennej trombiny (0.5 IU/mL) do próbki zawierającej trzykrotnie rozcień-

czone osocze oraz 10 µl badanych związków i 10 µl t-PA wyzwalało proces tworzenia 

skrzepu fibrynowego. Wyniki niniejszych badań wskazują, iż większość analizowanych 

biguanidów wydaje się zwiększać ogólny potencjał tworzenia skrzepu i fibrynolizy 

(↑CLAUC) przy jednoczesnym wydłużeniu całkowitego czasu procesu tworzenia skrzepu 

i jego lizy (↑T). Spośród wszystkich badanych związków, biguanidy 4, 5, 9 oraz 12 oka-

zały się neutralne pod względem wpływu na ogólny potencjał tworzenia skrzepu i fibry-

nolizy. 

Dotychczasowe osiągnięcia wskazują, iż stabilność skrzepu fibrynowego jest regulo-

wana zarówno przez mechaniczne właściwości włókien fibryny, jak i ich podatność na 



Realizacja celów naukowych – wyniki i dyskusja 

76 

 

fibrynolizę katalizowaną przez enzymy (tzw. właściwości fibrynolityczne). Zatem struk-

tura fibryny bezpośrednio przyczynia się do regulacji szybkości fibrynolizy, np. wraz ze 

zmniejszaniem rozmiaru włókien fibryny zmniejsza się również szybkość fibrynolizy 

[145]. Stąd też wszelkie odnotowane zmiany wartości parametrów takich jak:  

początkowa prędkość wykrzepiania osocza (Fvo), maksimum wykrzepiania (Fmax) oraz 

czas wykrzepiania osocza (Tf) mogą wskazywać, iż badane związki wpływają na struk-

turę powstającego skrzepu, co w następstwie może przyczyniać się do zmiany szybkości 

procesu fibrynolizy. W świetle uzyskanych wyników, związek 11, posiadający w swojej 

strukturze chemicznej grupę nitrową w pozycji meta w pierścieniu benzenowym,  

wykazywał potencjalne właściwości przeciwzakrzepowe, co przejawiało się istotnym sta-

tystycznie zmniejszeniem maksimum wykrzepiania (↓Fmax) oraz początkowej prędkości 

wykrzepiania osocza (↓Fvo), a także wydłużeniem czasu wykrzepiania osocza (↑Tf) 

w najwyższych badanych stężeniach (0.3–1.5 μmol/mL; p < 0.05, p < 0.01). Potencjał 

przeciwkrzepliwy pochodnej 11 może wynikać z jej hamującego wpływu na amidoli-

tyczną aktywność trombiny, co postanowiono ocenić w dalszej części pracy badawczej. 

Podobne właściwości przejawiała również pochodna 4, jednakże wszystkie istotne staty-

stycznie zmiany wartości następujących parametrów: Fmax, Fvo i Tf zostały odnotowane 

wyłącznie w stężeniu 1.5 µmol/mL, a więc w stężeniu wyższym niż oszacowana dla niej 

wartość IC50 względem komórek HUVEC. Dalsza dokładna analiza procesu tworzenia 

skrzepu wykazała, iż sulfonamidowa pochodna metforminy podstawiona ugrupowaniem 

n-oktylowym (2) w stężeniu 1.5 µmol/mL (p < 0.05) oraz m-nitrobenzenosulfonamid (11) 

w zakresie stężeń 0.3–1.5 µmol/mL wydłużały czas trombinowy (↑Tt), co sugeruje,  

iż związki te mogą wpływać na proces polimeryzacji fibryny. 

Zbadano również wpływ tych związków na proces stabilizacji tworzenia skrzepu. 

Zgodnie z uzyskanymi wynikami stwierdzono, iż wszystkie związki wybrane do niniej-

szego badania wydłużają czas stabilizacji skrzepu (↑Tc), co znalazło również swoje od-

zwierciedlenie w zwiększeniu pola pod krzywą stabilizacji skrzepu (↑Sc), a wszystkie 

odnotowane efekty były zależne od badanego stężenia. Wyniki te wskazują, iż analizo-

wane związki mogą wpływać na strukturę powstającego skrzepu. 

W odniesieniu do parametrów fibrynolizy można stwierdzić, iż analizowane związki  

2–5, 9, 11, 12, 14 nie wpływały na początkową prędkość fibrynolizy skrzepu (Lvo con-

stans), czas fibrynolizy (Tl constans), a także na pole pod krzywą fibrynolizy (Sl con-

stans) w całym zakresie badanych stężeń. Statystycznie istotny wpływ na czas fibrynolizy 
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(↑Tl) zaobserwowano jedynie w przypadku pochodnej 1 (0.3–0.6 µmol/mL) (p < 0.05), 

co było bezpośrednio związane z podwyższoną wartością parametru Fmax. Dla pochod-

nych 9 i 14 odnotowano znaczne zwiększenie maksimum fibrynolizy (↑Lmax); co naj-

prawdopodobniej było spowodowane wzrostem wartości Fmax. Natomiast związek 11 

w stężeniu 1.5 μmol/mL znacząco zmniejszał maksymalną prędkość fibrynolizy (↓Lmax; 

p < 0.05). Zmiana ta jest ściśle związana ze statystycznie znamiennym zmniejszeniem 

maksimum wykrzepiania (↓Fmax; p < 0.05) odnotowanym w najwyższym badanym stę-

żeniu. Niewątpliwie wszystkie otrzymane wartości parametru Lmax odzwierciedlają 

zmiany obserwowane dla parametru Fmax, a zatem wszystkie utworzone skrzepy uległy 

całkowitej lizie. Ponadto niniejsze wyniki sugerują, iż wszystkie utworzone skrzepy ule-

gły lizie w czasie zbliżonym do czasu fibrynolizy odnotowanego w przypadku prób kon-

trolnych, a zatem inkubacja z badanymi związkami nie wiąże się z ryzykiem opóźnienia 

procesu fibrynolizy.  

Proces generowania trombiny stanowi centralny element procesu hemostazy, na któ-

rego przebieg ma wpływ szybkość jej powstawania, jej struktura oraz stabilność mecha-

niczna i fibrynolityczna [146,147]. W tym dynamicznym procesie generowania trombiny, 

część utworzonej trombiny oddziałuje zwrotnie na dwa wczesne stadia układu krzepnię-

cia – aktywacja czynnika V i VIII. Na skutek aktywacji wyżej wymienionych czynników 

krzepnięcia następuje wzmocnienie funkcji czynnika/ów Xa i IXa, które są zaangażo-

wane w dalszy proces tworzenia trombiny [148]. Przegląd dostępnej literatury dowodzi, 

iż zmieniony wzorzec generacji trombiny przyczynia się do istotnych implikacji fizjolo-

gicznych – zmian w procesie krzepnięcia osocza. Na przykład nadmierne nasilenie pro-

cesu generacji trombiny bezpośrednio koreluje ze zwiększonym ryzykiem zakrzepowym. 

Zatem proces generowania trombiny ma kluczowe znaczenie dla opracowywania nowych 

środków przeciwzakrzepowych lub hemostatycznych [146-148]. Dlatego też w kolejnej 

części badań przeprowadzono eksperymenty oceniające wpływ związków 1–5, 9, 11, 12, 

14 na proces krzepnięcia po generacji endogennej trombiny (Publikacja II i Publika-

cja III). Poprzez ciągły pomiar zmian transmitancji, badanie to dostarcza cennych infor-

macji o wytwarzaniu endogennej trombiny – szybkości generowanej trombiny w osoczu 

oraz o zapoczątkowaniu kaskady krzepnięcia. Na skutek dodania niewielkiej ilości trom-

biny (0.00312 IU/mL) oraz chlorku wapnia (0.005 mmola/mL), do próbek zawierających 

trzykrotnie rozcieńczone osocze, zaindukowano reakcję zwrotną prowadzącą do wytwo-

rzenia endogennej trombiny oraz zapoczątkowania procesu krzepnięcia. Analiza krzywej 
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generacji trombiny ujawniła, iż związki 2 (1.5 µmol/mL), 4 (0.6 µmol/mL) i 5 (0.06–

0.3 µmol/mL) oraz pochodne 9, 11, 12, 14 w całym badanym zakresie stężeń znacznie 

opóźniały proces generowania endogennej trombiny. Ponadto w przeprowadzonym eks-

perymencie związki 2 i 5 przy najwyższym badanym stężeniu (1.5 µmol/mL; p < 0.01) 

oraz pochodne metforminy 9 i 11 w zakresie stężeń 0.6–1.5 μmol/mL (odpowiednio; 

p < 0.01, p < 0.05) przyczyniły się do istotnego statystycznie zmniejszenia pola pod 

krzywą tworzenia skrzepu (↓S); podczas gdy dla pozostałych analogów metforminy cał-

kowity potencjał krzepnięcia pozostawał stały (S constans). Zmniejszenie maksimum wy-

krzepiania (Fmax) zaobserwowano dla związków 2 i 5 przy najwyższym testowanym 

stężeniu (1.5 µmol/mL), dane te sugerują, iż struktura chemiczna powyższych sulfona-

midów może wpływać na strukturę skrzepu. Żadna z pozostałych badanych pochodnych 

nie indukowała znaczących zmian maksimum wykrzepiania (Fmax constans).  

Ponadto stwierdzono istotne wydłużenie czasu wykrzepiania osocza (↑Tf) i zmniejszenie 

początkowej prędkości wykrzepiania osocza (↓Fvo) dla następujących sulfonamidów: 

4 (0.3–0.6 µmol/mL), 5 (0.3–1.5 µmol/mL) oraz 9, 11, 12, i 14 (w całym zakresie bada-

nych stężeń). Stąd też przypuszczamy, iż wspomniane cząsteczki mogą wywierać ko-

rzystny efekt na krzepnięcie osocza poprzez wpływ na aktywność trombiny bądź poprzez 

zmianę aktywności czynników krzepnięcia, co w następstwie prowadzi do opóźnienia 

powstawania skrzepu po generacji endogennej trombiny. 

Biorąc pod uwagę silny wpływ związków 9–14 na proces polimeryzacji fibryny,  

przejawiający się istotnym statystycznie wydłużeniem czasu TT i ich zdolność do hamo-

wania wewnątrzpochodnego szlaku krzepnięcia krwi (↑APTT) czy opóźniania procesu 

generacji endogennej trombiny (TGt) oraz rolę przypisywaną trombinie w rozwoju i pro-

gresji zakrzepicy, a także fakt, iż inhibicja trombiny (cz. IIa) stanowi jeden z kluczowych 

celów terapeutycznych leków innowacyjnych obecnie powszechnie stosowanych w far-

makoterapii przeciwzakrzepowej, podjęto próbę przetestowania tych związków pod ką-

tem ich oddziaływania na aktywność amidolityczną trombiny (Publikacja III) [149].  

Badanie to przeprowadzono w oparciu o metodę spektrofotometryczną, a osiągnięte wy-

niki wyrażono jako prędkość reakcji enzymatycznej (dA/dt) oraz maksymalna aktywność 

trombiny (Amax). 

Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, iż wszystkie badane pochodne 9–14 

wykazywały nieznaczne działanie hamujące prędkość reakcji enzymatycznej (dA/dt) oraz 

maksymalną aktywność trombiny (Amax); zmiany te były jednak statystycznie  
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nieistotne. Niewątpliwie, p-aminobenzenosulfonamid (14) najsilniej hamował maksy-

malną aktywność trombiny (Amax) oraz szybkość reakcji enzymatycznej (dA/dt) w ca-

łym analizowanym zakresie stężeń (0.3–1.5 µmol/mL); co potwierdza wcześniejsze wy-

niki pozyskane z testu krzepnięcia, tj. istotne statystycznie opóźnienie procesu generacji 

endogennej trombiny (↑TGt), a także znaczące wydłużenie parametrów APTT i TT.  

Ponadto dla związku 11 w stężeniu 1.5 μmol/mL zaobserwowano także spadek prędkości 

reakcji enzymatycznej (↓dA/dt; NS, p > 0.05), co mogłoby wyjaśniać zmiany odnotowane 

we wspominanym stężeniu w: CL-teście – istotne statystycznie zmniejszenie maksimum 

wykrzepiania (↓Fmax; p < 0.05) oraz początkowej prędkości wykrzepiania osocza (↓Fvo; 

p < 0.05), a także wydłużenie czasu wykrzepiania osocza (↑Tf ; p < 0.01); czy w teście 

krzepnięcia – istotne statystycznie opóźnienie procesu generacji endogennej trombiny 

(↑TGt; p < 0.001). Istotny statystycznie spadek szybkości reakcji enzymatycznej (dA/dt) 

zaobserwowano również dla para- podstawionych benzenosulfonamidy (9, 13); jednak te 

korzystne efekty odnotowano przy najwyższym stężeniu, które przyczyniło się do znacz-

nego spadku żywotności komórek HUVEC, dlatego też wyniki te nie uważa się za ważne. 

Badania te nie wykazały statystycznie znaczących zmian w aktywności trombiny dla po-

zostałych pochodnych metforminy. Zatem niniejsze wyniki sugerują, iż wydłużenie czasu 

TT wykazane w przypadku związków 10, 12 może być spowodowane ich wpływem na 

proces polimeryzacji fibryny. 
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ETAP 3. Badania biozgodności nowych pochodnych metforminy w modelu ludzkich 

erytrocytów (tzw. erytrotoksyczność) (Publikacja III). 

Każdy lek, który po wchłonięciu przemieszcza się do krwi, ma bezpośredni kontakt 

z erytrocytami – może zostać związany na ich powierzchni bądź dyfundować do ich wnę-

trza [72]. Zatem kwestia hemozgodności jest kluczowym kryterium ograniczającym przy-

datność kliniczną nowych potencjalnych substancji leczniczych. Erytrocyty są wrażliwe 

na utratę integralności oraz hemolizę z powodu naprężeń ścinających czy zmian ciśnienia 

osmotycznego. Dlatego też w trakcie opracowywania nowych kandydatów na leki istotne 

jest, aby zaprojektowane cząsteczki nie wchodziły w niekorzystne interakcje z elemen-

tami morfotycznymi krwi. Ponadto erytrocyty stanowią prawdopodobnie drugi kompart-

ment dystrybucji metforminy [63]. Stąd też w ramach niniejszej pracy postanowiono oce-

nić biozgodność nowych pochodnych w modelu ludzkich erytrocytów. Mając na wzglę-

dzie badania przeprowadzone przez Robert F. i wsp., które dowodzą, iż okres półtrwania 

metforminy w tych komórkach krwi jest znacznie dłuższy niż ten odnotowany w osoczu – 

23.4 ± 1.9 h wobec 2.7 ± 1.2 h [150], postanowiono przeprowadzić ocenę wpływu no-

wych pochodnych metforminy na hemolizę krwinek czerwonych oraz badanie morfolo-

giczne tych komórek krwi zarówno po 1 godzinie, jak i 24 godzinach inkubacji ze wszyst-

kimi badanymi związkami (1–14). Eksperymenty oceniające potencjalną erytrotoksycz-

ność związków 1–8 przeprowadziłam w ramach wcześniej realizowanych badań pod kie-

rownictwem pani dr hab. Markowicz-Piaseckiej, a osiągnięte wyniki zostały szczegółowo 

omówione w publikacji naukowej pt. „Sulfonamide metformin derivatives induce mito-

chondrial-associated apoptosis and cell cycle arrest in breast cancer cells.”, której jestem 

również współautorem. Pomimo, iż związki 1–5 w stężeniu 1.5 μmol/mL w statystycznie 

istotny sposób zwiększały odsetek zhemolizowanych erytrocytów po 1 i 24-h inkubacji, 

należy je uznać za hemokompatybilne, gdyż oszacowany stopień hemolizy czerwonych 

krwinek nie przekroczył klinicznie istotnego poziomu – 10%. Jednakże benzenosulfona-

midowe pochodne metforminy z ugrupowaniem -CN podstawionym w pierścieniu aro-

matycznym w pozycji o-, m- i p- (6–8) przyczyniały się do znaczącej hemolizy krwinek 

czerwonych, przekraczającej 15% w stężeniu 1.5 µmol/mL. Związki te uznano za bio-

kompatybilne w zakresie stężeń 0.006–0.6 μmol/mL, gdyż tu stopień hemolizy nie prze-

kroczył 10%. Po 1-godzinnej inkubacji zarówno pochodne metoksylowe podstawione 

w pozycji meta- (9), para- (10), jak i m-nitrobenzenosulfonamid (11) nie wykazywały 

statystycznie istotnego wpływu na integralność błony erytrocytarnej w całym badanym 
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zakresie stężeń. Pozostałe związki (12–14) znacząco zwiększały odsetek zhemolizowa-

nych erytrocytów; jednakże stopień hemolizy erytrocytów wynosił mniej niż 5%,  

co uważa się za klinicznie nieistotne. Przykładowo, stopień hemolizy erytrocytów po  

1-godzinnej inkubacji zawiesiny erytrocytów w obecności związku 12 (0.6 μmol/mL) 

wynosił 1.72 ± 0.57 (wobec kontroli 0.966 ± 0.116; p < 0.05). Żaden z badanych związ-

ków 9–14 również nie wywoływał istotnej klinicznie hemolizy po 24 godzinach inkuba-

cji. Niewątpliwie związki (1–5, 9–14) można uznać za potencjalnie bezpieczne w zakre-

sie stężeń 0.006–1.5 µmol/mL, gdyż % hemolizy w żadnym przypadku nie przekroczył 

10%. 

Erytrocyty poddano również analizie morfologicznej z wykorzystaniem mikroskopu 

z kontrastem fazowym. W przypadku erytrocytów traktowanych związkami 1–6, 9–14 

nie zaobserwowano zmian patologicznych, a więc zmian nieodwracalnych, takich jak:  

anizocyty czy owalocyty, zarówno po 1 godzinie oraz 24 godzinach inkubacji. Niemniej 

jednak zauważono tendencję do tworzenia echinocytów oraz stomatocytów na skutek 

traktowania erytrocytów pochodnymi 1–6, 9–14 (po 1-h i 24-h). Jednakże są to zmiany 

fizjologiczne i w pełni odwracalne. Po 24 godzinnej ekspozycji erytrocytów na wyżej 

wymienione związki zaobserwowano nasilenie zmian fizjologicznych w porównaniu do 

eksperymentu prowadzonego przez 1 godzinę. Spośród wszystkich badanych związków 

pochodne cyjanowe podstawione w pozycji meta i para w pierścieniu benzenowym (7–

8) indukowały rozległą echinocytozę, eryptozę i owalocytozę, co odzwierciedla wyniki 

uzyskane w teście określającym integralność błony erytrocytarnej. Podsumowując,  

nowe sulfonamidowe pochodne metforminy 1–5, 9–14 uznano za hemokompatybilne, 

gdyż nie wykazują one wpływu na integralność błony erytrocytarnej oraz morfologię 

krwinek czerwonych w całym badanym zakresie stężeń (0.006–1.5 µmol/mL), w którym 

to były one testowane w ramach eksperymentów stanowiących podstawę niniejszej roz-

prawy doktorskiej. 
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Podsumowanie osiągniętych wyników 

ETAP 4. Ustalenie zależności pomiędzy budową a aktywnością biologiczną badanych 

pochodnych (Publikacja II i III). Podsumowanie wyników uzyskanych  

w przeprowadzonych badaniach naukowych. 

W ramach prezentowanej rozprawy doktorskiej przeprowadzono analizę zależności 

pomiędzy budową chemiczną nowych sulfonamidowych analogów metforminy a ich ak-

tywnością biologiczną, ze szczególnym uwzględnieniem właściwości antykoagulacyj-

nych i cytotoksyczności w modelach hodowli komórek in vitro. Na podstawie przepro-

wadzonych eksperymentów uzyskano następujące rezultaty: 

 Spośród wszystkich analizowanych związków, alkilowe pochodne metforminy (1–3), 

m-nitrobenzenosulfonamid (11) oraz o-aminobenzenosulfonamid (12) wykazywały 

najkorzystniejszy profil bezpieczeństwa w obu liniach komórkowych HUVEC 

i AoSMC w stężeniach do 1.5 μmol/mL, co zostało również potwierdzone w bada-

niach integralności komórkowej. 

 Analiza statystyczna badania integralności i żywotności komórek HUVEC dowiodła, 

iż opracowana strategia chemicznej modyfikacji szkieletu metforminy w sulfonamid 

zawierający w swojej budowie podstawnik alkilowy, tj. n-butylowy, prowadzi do uzy-

skania związku o najmniejszej cytotoksyczności, gdyż po 36 godzinach inkubacji 

z komórkami HUVEC pochodna ta nie wpływała istotnie na wartość znormalizowa-

nego indeksu komórkowego w obu badanych stężeniach 0.3 i 1.0 µmol/mL, a oszaco-

wana dla niej wartość IC50 wynosi 3.643 ± 0.26 µmol/mL. 

 Wszystkie sulfonamidowe analogi metforminy zależnie od badanego stężenia zmniej-

szały integralność komórek śródbłonka naczyniowego, jednakże w przypadku pochod-

nych 2–5, 9–14 zmiany te nie były powiązane ze zwiększoną śmiertelnością komórek 

HUVEC. 

 Podstawienie pierścienia aromatycznego ugrupowaniem cyjanowym w pozycji orto, 

meta bądź para skutkowało znaczącym wzrostem cytotoksyczności benzenosulfona-

midowych pochodnych metforminy, co przejawiało się zmniejszeniem żywotności ko-

mórek HUVEC na poziomie: 78.13–98.45%, jak również spadkiem integralności ko-

mórek śródbłonka do wartości bliskich zeru.  

 Zarówno wszystkie pochodne alkilowe (1–4), jak również meta i para podstawione 

benzenosulfonamidy (5, 9, 10, 13, 14), podobnie jak lek referencyjny, metformina, 
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zwiększają wychwyt glukozy w komórkach HUVEC, co może wskazywać na ich po-

tencjalne działanie hipoglikemizujące. Niewątpliwie w celu uzyskania pełnej oceny 

wpływu nowo zsyntetyzowanych analogów metforminy na wychwyt glukozy nie-

zbędne jest przeprowadzenie dalszych eksperymentów z wykorzystaniem innych mo-

deli komórkowych, takich jak hepatocyty, komórki trzustki czy mięśni szkieletowych. 

 Na skutek chemicznego przekształcenia cząsteczki metforminy w sulfonamidy zawie-

rające układ aromatyczny uzyskano związki (5; 9–14) hamujące zarówno wewnątrz-

pochodny szlak krzepnięcia (↑APTT), jak i proces polimeryzacji fibryny (↑TT).  

Natomiast wprowadzenie grupy metoksylowej, nitrowej bądź aminowej do pierścienia 

aromatycznego benzenosulfonamidowych analogów metforminy w pozycji meta de-

terminuje ich wpływ także na zewnątrzpochodny szlak krzepnięcia (↑PT). Dane te zo-

stały dodatkowo potwierdzone eksperymentalnie w teście oceniającym aktywność jed-

nego z głównych celi innowacyjnych leków przeciwzakrzepowych – badanie aktyw-

ności czynnika X, który wykazał, iż wszystkie badane aromatyczne pochodne metfor-

miny indukowały spadek jego aktywności, potwierdzając w ten sposób ich potencjalne 

właściwości antykoagulacyjne. Ponadto w obecności wspomnianych benzenosulfona-

midowych analogów metforminy 9, 11 i 14 odnotowano także wzrost aktywności AT. 

 Spośród pochodnych alkilowych, związek z podstawnikiem n-butylowym (1) w staty-

stycznie istotny sposób wydłużał czas APTT, zmniejszał aktywność czynnika X oraz 

indukował wzrost aktywności AT. Zaś pochodna trifluorometylowa (4) wydłużała 

proces polimeryzacji fibryny, co może być bezpośrednio powiązane z jej zdolnością 

do zwiększania aktywności AT. Jednakże te korzystne właściwości pochodnej 4 były 

obserwowane w stężeniach, które przyczyniają się do znaczącego spadku żywotności 

komórek HUVEC. 

 Dalsza pogłębiona analiza przy użyciu wieloparametrycznego modelu (CL-test) do-

starcza dodatkowych dowodów na to, iż przyłączenie grupy nitrowej do pierścienia 

benzenu w pozycji meta prowadzi do uzyskania związku (11) o potencjalnej aktywno-

ści antykoagulacyjnej, wynikającej z jego hamującego wpływu na proces polimeryza-

cji fibryny (↓Fvo, ↓Fmax, ↑Tf), a także zdolności do wydłużania czasu potrzebnego 

do rozpoczęcia procesu tworzenia skrzepu (↑Tt). 

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

przyczyniły się do wydłużenia czasu generacji endogennej trombiny (TGt) i czasu 
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krzepnięcia osocza (↑Tf) oraz zmniejszenia początkowej prędkości wykrzepiania oso-

cza (↓Fvo), co może być bezpośrednio powiązane z hamowaniem aktywności amido-

litycznej trombiny, zwłaszcza w przypadku związków 9, 11, 14. 

 W dalszych badaniach eksperymentalnych oceniających aktywność amidolityczną 

trombiny, dowiodłam, iż przeprowadzenie modyfikacji chemicznej struktury metfor-

miny w pochodną benzenosulfonamidową z przyłączonym podstawnikiem aminowym 

w pozycji para- (14) pozwala uzyskać związek o potencjalnych właściwościach anty-

koagulacyjnych, gdyż spośród wszystkich analizowanych pochodnych wykazywał on 

najsilniejszy efekt hamujący maksymalną aktywność trombiny (Amax) oraz szybkość 

reakcji enzymatycznej (dA/dt) w całym badanym zakresie stężeń. 

 Wszystkie przebadane sulfonamidowe analogi metforminy (1–5) zmniejszały uwal-

nianie t-PA. W celu przeanalizowania zależności pomiędzy wpływem sulfonamido-

wych pochodnych metforminy na poziom t-PA a zdolnością do przekształcania nieak-

tywnego plazminogenu w aktywną plazminę niezbędne jest przeprowadzenie dalszych 

pogłębionych badań oceniających aktywność plazminy, jak również warto oszacować 

stosunek PAI-1 do t-PA 

 W przeprowadzonym teście zarastania rysy, p-acetylobenzenosulfonamid (5) w spo-

sób umiarkowany hamował migrację komórek śródbłonka, co może okazać się nie-

zwykle cenne przy opracowywaniu cząsteczek hamujących inicjację oraz progresję 

zmian miażdżycowych. 

 W świetle uzyskanych wyników nowe benzenosulfonamidowe pochodne oparte na 

szkielecie metforminy podstawione grupą aminową w pozycji o-, m-, p- w pierścieniu 

aromatycznym (12–14) indukowały znaczny spadek mitochondrialnego potencjału 

membranowego (ΔΨM), co może być istotne w zapobieganiu dysfunkcji śródbłonka 

oraz w leczeniu wtórnych defektów związanych z cukrzycą. 

 Żadna z testowanych pochodnych (1–5, 9–14), poza cyjanobenzenosulfonamidami (6–

8), nie wykazuje niekorzystnego wpływu na integralność błony erytrocytarnej,  

gdyż stopień hemolizy krwinek czerwonych po inkubacji ze wspomnianymi analo-

gami metforminy nie przekroczył 10%, a mikroskopia fazowo-kontrastowa wykazała 

jedynie tendencję do tworzenia zmian fizjologicznych: transformacje dyskocyt –  

echinocyt oraz dyskocyt – stomatocyt. W związku z powyższym wysunięto wniosek, 

iż wszystkie te nowo zsyntetyzowane analogi metforminy (1–5, 9–14) nie oddziałują 

silnie z ich dwuwarstwą lipidowo-białkową, a więc są hemokompatybilne w całym 

badanym zakresie stężeń: 0.006–1.5 µmol/mL. 
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 Benzenosulfonamidy podstawione ugrupowaniem -CN w pozycji o-, m- i p- (6–8) 

przyczyniały się do znaczącej hemolizy krwinek czerwonych, przekraczającej 15%  

w stężeniu 1.5 µmol/mL, co znalazło swoje odzwierciedlenie w analizie mikroskopo-

wej – zaobserwowano rozległą echinocytozę, eryptozę i owalocytozę. Związki te 

uznano za biokompatybilne w zakresie stężeń 0.006–0.6 μmol/mL (stopień hemolizy 

< 10%). 
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Rycina 15A. Podsumowanie osiągniętych wyników badań zrealizowanych w ramach pracy doktorskiej. 
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Rycina 15B. Podsumowanie osiągniętych wyników badań zrealizowanych w ramach pracy doktorskiej. 
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Wnioski końcowe oraz perspektywy na przyszłość 

Metformina to nie tylko jeden z najstarszych doustnych leków przeciwcukrzycowych, 

zalecany przez prawie wszystkie aktualne wytyczne jako lek pierwszego rzutu w terapii 

T2DM, ale również cząsteczka chemiczna z bogatą perspektywą na przyszłość ze wzglę-

du na jej dobry profil bezpieczeństwa, długotrwałe stosowanie u ludzi oraz wiele cennych 

właściwości, obejmujących jej wielokierunkowy wpływ na glikemię oraz plejotropowy 

mechanizm działania, w tym m.in. korzystny wpływ na profil lipidowy osocza,  

zwiększenie aktywności fibrynolitycznej osocza oraz redukcję stresu oksydacyjnego; 

a także jej ochronny wpływ na układ sercowo-naczyniowy. 

Pomimo tych wszystkich korzystnych właściwości, ze względu na właściwości fizy-

kochemiczne metforminy, jej stosowanie jest bezpośrednio powiązane z kilkoma proble-

mami, m.in. relatywnie wolnym i niecałkowitym wchłanianiem z przewodu pokarmo-

wego, co w konsekwencji przejawia się umiarkowaną biodostępnością oraz znacznymi 

różnicami międzyosobniczymi i wewnątrzosobniczymi w odpowiedzi klinicznej na lek. 

W związku z powyższym w University of Eastern Finland zsyntetyzowanych zostało 14 

nowych sulfonamidowych analogów metforminy, o korzystniejszym profilu fizykoche-

micznym, które następnie zostały w ramach niniejszej pracy doktorskiej przebadane pod 

kątem ich działania na wybrane parametry hemostazy osoczowej i naczyniowej, jak rów-

nież oceniono ich biozgodność w modelu ludzkich erytrocytów. Ponadto oszacowano ich 

zdolność do wychwytu glukozy z komórek HUVEC, a także oznaczono ich aktywność 

cytotoksyczną w modelach hodowli ludzkich komórek pierwotnych in vitro. 

Zgodnie z osiągnięciami uzyskanymi w ramach wcześniej prowadzonych badań,  

metformina nie wpływa zarówno na wewnątrzpochodny, jak i zewnątrzpochodny szlak 

krzepnięcia (APTT, PT), jak również na proces polimeryzacji fibryny (TT), parametry 

kinetyczne tworzenia skrzepu i fibrynolizy (CL-test) oraz aktywność czynnika X 

[89,132]. Niemniej jednak, metformina zwiększa uwalnianie t-PA w całym badanym za-

kresie stężeń 0.006–1.5 µmol/mL [89]. Ponadto metformina w statystycznie istotny spo-

sób zwiększa aktywność AT, jednakże wyłącznie w stężeniu 1.5 µmol/mL [144].  

Natomiast na podstawie eksperymentów przeprowadzonych w ramach prezentowanej 

rozprawy doktorskiej można wywnioskować, iż nowo zsyntetyzowane, nieopisane wcze-

śniej w literaturze analogi metforminy o budowie sulfonamidowej, zawierające podstaw-

nik alkilowy (1–4) bądź pierścień aromatyczny w swojej strukturze chemicznej (5, 9–14), 

wywierają korzystniejsze działanie na poszczególne parametry hemostazy osoczowej  
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niż lek referencyjny, metformina. Rezultaty przeprowadzonych analiz sugerują,  

iż m-nitrobenzenosulfonamid (11) wykazuje wysoce pożądaną aktywność przeciwkrze-

pliwą; podczas gdy m-metoksybenzenosulfonamid (9), m-aminobenzenosulfonamid (13) 

oraz p-aminobenzenosulfonamid (14) wykazują zarówno właściwości przeciwhipergli-

kemiczne, jak i silniejsze działanie przeciwzakrzepowe niż metformina. Tak więc uzy-

skane wyniki wskazują, iż chemiczna modyfikacja szkieletu metforminy w sulfonami-

dowe analogi zawierające w swojej budowie układ aromatyczny podstawiony zwłaszcza 

w pozycji meta (9, 11, 13) prowadzi do otrzymania cząsteczek o silniejszych właściwo-

ściach przeciwzakrzepowych niż sam lek macierzysty, metformina. Ponadto przeprowa-

dzone analizy cytotoksyczności badanych związków 1–5, 9–14 z wykorzystaniem komó-

rek HUVEC oraz AoSMC, a także erytrocytów sugerują bezpieczeństwo ich potencjal-

nego zastosowania. Niemniej jednak, wyłącznie na podstawie badań in vitro nie można 

przewidzieć właściwości nowych analogów metforminy w warunkach in vivo. Niezbędne 

jest zatem kontynuowanie badań in vivo w celu uzyskania pełnego modelu skuteczności 

i bezpieczeństwa nowo zsyntetyzowanych sulfonamidowych analogów metforminy. 

Podsumowując, wyżej wymienione pochodne o obiecującym działaniu hipoglikemi-

zującym i/lub potencjalnie silniejszym działaniu przeciwzakrzepowym niż metformina, 

mogą być stosowane jako cząsteczki wiodące do dalszego projektowania i opracowywa-

nia nowych, potencjalnych środków terapeutycznych o wielokierunkowym mechanizmie 

działania. Zatem modyfikacja szkieletu metforminy w sulfonamidy zawierające pierścień 

aromatyczny stanowi pierwszy obiecujący krok w rozwoju nowych pochodnych bigua-

nidu wykazujących właściwości hipoglikemizujące o korzystnym wpływie na stan nad-

krzepliwości, a uzyskane wyniki w przyszłości mogą przyczynić się do uzyskania leku 

wykazującego wielokierunkowy mechanizm działania, co byłoby istotne w leczeniu oraz 

przeciwdziałaniu powikłaniom współistniejącym z T2DM. 
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Streszczenie pracy 

Cukrzyca jest obecnie uznawana za jedną z najbardziej rozpowszechnionych,  

przewlekłych chorób metabolicznych na świecie. W ostatnich dwóch dekadach liczba 

pacjentów z rozpoznaną cukrzycą gwałtownie wzrasta, co stanowi jedno z najpoważniej-

szych zagrożeń dla globalnego zdrowia, jak również największe wyzwanie zdrowotne 

obecnego wieku. Zgodnie z obowiązującą definicją Światowej Organizacji Zdrowia 

(WHO, ang. World Health Organization) cukrzyca jest wyniszczającym, wieloczynniko-

wym, przewlekłym zespołem zaburzeń metabolicznych objawiającym się wysokim stę-

żeniem glukozy we krwi (stan przewlekłej hiperglikemii) wynikającym z upośledzonego 

wydzielania insuliny i/lub defektów działania insuliny. Spośród wszystkich typów  

cukrzycy, cukrzyca typu 2 (T2DM, ang. Type 2 Diabetes Mellitus) stanowi prawie 95% 

wszystkich zdiagnozowanych przypadków. W początkowej fazie cukrzycy leczenie roz-

poczyna się od kompleksowej modyfikacji stylu życia, tj. zmiany nawyków żywienio-

wych, wprowadzenia umiarkowanego wysiłku fizycznego, abstynencji od alkoholu oraz 

zaprzestania palenia tytoniu. Jeżeli utrzymanie optymalnej kontroli metabolicznej cho-

roby nie jest możliwe mimo zastosowania wyżej wymienionych środków, niezbędne jest 

włączenie do terapii behawioralnej odpowiedniej terapii lekowej. Zgodnie z najnowszymi 

zaleceniami Amerykańskiego Towarzystwa Diabetologicznego, Europejskiego Stowa-

rzyszenia Badań nad Cukrzycą oraz Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego chloro-

wodorek N,N-dimetylobiguanidu, powszechnie znany jako metformina, jest lekiem 

pierwszego rzutu, stosowanym zarówno w monoterapii we wczesnych stadiach T2DM, 

jak i na dalszych etapach leczenia w terapii skojarzonej z insuliną lub innymi lekami 

hipoglikemizującymi, jeśli nie istnieją żadne przeciwskazania do jej stosowania. 

T2DM jest często bezpośrednio powiązana z szeregiem chorób współistniejących,  

takich jak choroby układu sercowo-naczyniowego, nadciśnienie, otyłość, hiperlipidemia, 

przewlekła choroba nerek czy niealkoholowa stłuszczeniowa choroba wątroby.  

Choroby te zaliczane są do głównych czynników warunkujących stan prozakrzepowy 

u diabetyków. Ze względu na wysokie ryzyko incydentów miażdżycowo-zakrzepowych,  

klinicznie objawiających się chorobą wieńcową, a także chorobą naczyń obwodowych 

lub mózgowych; choroby układu sercowo-naczyniowego są najczęstszą przyczyną śmier-

telności w tej grupie pacjentów. Warto wspomnieć, iż od ponad 60 lat metformina sta-

nowi najczęściej przepisywany lek w terapii T2DM, a jej zastosowanie kliniczne jest po-
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parte obszerną bazą danych pochodzącą zarówno z badań przedklinicznych, jak i klinicz-

nych, która obejmuje także istotne dowody na redukcję częstości zdarzeń sercowo- 

naczyniowych u pacjentów z cukrzycą. Przełomowe z klinicznego punktu widzenia oka-

zały się wyniki badania United Kingdom Prospective Diabetes, które udowodniły, iż czą-

steczka ta znacząco zmniejsza zgony związane z cukrzycą (o 42%), a także śmiertelność 

ogólną (o 36%) oraz ryzyko zawału mięśnia sercowego (o 39%) u pacjentów ze zdiagno-

zowaną T2DM. Te korzystne właściwości metforminy wynikają z jej wielokierunkowego 

wpływu na glikemię oraz plejotropowego mechanizmu działania, w tym korzystnego 

wpływu na profil lipidowy osocza, nasilenia aktywności fibrynolitycznej osocza oraz re-

dukcji stresu oksydacyjnego, a także jej ochronnego wpływu na układ sercowo-naczy-

niowy, w tym zmniejszenie przebudowy mięśnia sercowego oraz właściwości przeciw-

miażdżycowych. Dobry profil bezpieczeństwa metforminy, długotrwałe stosowanie u lu-

dzi oraz wszystkie wymienione powyżej wielokierunkowe właściwości farmakologiczne 

metforminy uzasadniają jej wiodącą pozycję w leczeniu pacjentów z cukrzycą,  

a także otwierają nowe możliwości zastosowania tej wyjątkowej cząsteczki w profilak-

tyce i leczeniu wielu złożonych jednostek chorobowych. Stąd też metformina stała się 

obiecującym kandydatem w strategii repozycjonowania leków. 

Choć metformina wykazuje wiele korzystnych właściwości farmakologicznych,  

niestety ze względu na swoją budowę chemiczną i silnie hydrofilowy charakter wykazuje 

niekorzystne właściwości farmakokinetyczne. Skutkuje to niską przenikalnością przez 

błony biologiczne, co prowadzi do słabej absorpcji leku i ostatecznie ogranicza jego bio-

dostępność. W związku z powyższym cząsteczka metforminy wzbudziła w ostatnich la-

tach szczególne zainteresowanie wśród badaczy oraz zachęciła ich do modyfikacji struk-

tury biguanidu. Aby poprawić profil farmakokinetyczny i fizykochemiczny macierzy-

stego leku w University of Eastern Finland zsyntetyzowano szereg analogów metforminy. 

Spośród wszystkich zsyntetyzowanych pochodnych obiecującymi kandydatami okazały 

się pochodne sulfonamidowe. W celu uzyskania analogu metforminy o potencjalnym po-

dwójnym działaniu, w tym o właściwościach hipoglikemizujących i przeciwzakrzepo-

wych, jeden z bocznych atomów azotu w szkielecie metforminy podstawiono ugrupowa-

niem sulfonamidowym posiadającym w swojej strukturze grupę alkilową lub pierścień 

aromatyczny. 



 

93 

 

Uwzględniając powyższe przesłanki, celem przedstawionego spójnego tematycznie 

zbioru publikacji naukowych, stanowiących podstawę niniejszej dysertacji, było przepro-

wadzenie analizy aktywności biologicznej 14 nowych obiecujących analogów metfor-

miny o budowie sulfonamidowej. Oceniono wpływ niniejszych związków na wybrane 

aspekty hemostazy, w tym parametry osoczowe i naczyniowe oraz układ krzepnięcia  

i fibrynolizę. W zaprezentowanej pracy przeprowadzono także szczegółową analizę po-

tencjału terapeutycznego metforminy jako obiecującej cząsteczki o właściwościach prze-

ciwstarzeniowych wraz z uwzględnieniem molekularnych mechanizmów jej działania 

w kontekście potencjalnego zastosowania jako leku o wielokierunkowym działaniu. 

Pierwszy etap niniejszych badań obejmował biologiczną ocenę 14 sulfonamidowych 

pochodnych metforminy pod kątem ich wpływu na wybrane parametry hemostazy naczy-

niowej. Cytotoksyczność badanych analogów metforminy oceniono z wykorzystaniem 

eksperymentalnych modeli in vitro układu naczyniowego: ludzkich komórek śródbłonka 

żyły pępowinowej (HUVEC, ang. Human Umbilical Vein Endothelial Cells) oraz ludz-

kich komórek mięśni gładkich aorty (AoSMC, ang. Aortal Smooth Muscle Cells).  

Wcześniejsze badania wykazały, iż metformina nie wpływa na żywotność zarówno  

komórek HUVEC, jak i komórek AoSMC w całym zakresie badanych stężeń 0.006– 

3.0 µmol/mL. Z przedstawionych badań wynika, iż spośród wszystkich analizowanych 

związków, alkilowe pochodne metforminy (1–3), m-nitrobenzenosulfonamid (11)  

i  o-aminobenzenosulfonamid (12) wykazują najkorzystniejszy profil bezpieczeństwa za-

równo w liniach komórkowych HUVEC, jak i AoSMC przy stężeniach do 1.5 μmol/mL. 

Zastosowanie chemicznej modyfikacji cząsteczki metforminy do benzenosulfonamidów 

podstawionych grupą –CN w pozycji orto, meta lub para skutkowało istotnym wzrostem 

cytotoksyczności, co przejawiało się zarówno znacznym zmniejszeniem żywotności ko-

mórek HUVEC, jak i spadkiem ich integralności do wartości bliskich zeru. Pozostałe 

związki zależnie od stężenia zmniejszały integralność komórek HUVEC, jednakże nie 

przyczyniały się one do zwiększenia ich śmiertelności. 

W dalszej części badań wszystkie analogi metforminy oparte na strukturze sulfona-

midu zostały poddane badaniom przesiewowym w celu przeprowadzenia oceny ich zdol-

ności do utylizacji glukozy w komórkach HUVEC oraz ich potencjalnych właściwości 

przeciwzakrzepowych wykorzystując model biologiczny ludzkiego osocza. Przeprowa-

dzono pomiar czasu protrombinowego (PT, ang. Prothrombin Time), czasu częściowej 

tromboplastyny po aktywacji (APTT, ang. Activated Partial Thromboplastin Time) oraz 
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czasu trombinowego (TT, ang. Thrombin Time). Następnie oceniano ich wpływ na ak-

tywność czynnika X, trombiny i antytrombiny III (AT, ang. antithrombin III). Ponadto 

analizowane związki poddano dalszym pogłębionym badaniom pod kątem ich wpływu 

na proces tworzenia skrzepu i jego lizy (CL-test, ang. Clot Formation and Fibrinolysis 

Test). Wcześniejsze badania wykazały, iż metformina nie wpływa zarówno na wewnątrz-

pochodny, jak i zewnątrzpochodny szlak krzepnięcia (APTT, PT), proces polimeryzacji 

fibryny (TT), parametry kinetyczne tworzenia skrzepu czy fibrynolizy (CL-test) oraz ak-

tywność czynnika X w całym zakresie badanych stężeń 0.006–3.0 µmol/mL. Natomiast 

udowodniono, iż metformina statystycznie istotnie zwiększa aktywność AT,  

jednakże tylko przy stężeniu 1.5 µmol/mL. Na podstawie uzyskanych wyników stwier-

dzono, iż zarówno alkilowe analogi metforminy 1–4, jak i jej aromatyczne pochodne 5, 

9, 10, 13, 14, podobnie jak lek macierzysty, metformina, zwiększały wychwyt glukozy 

w komórkach HUVEC. W przeciwieństwie do leku referencyjnego, wszystkie aroma-

tyczne analogi metforminy (5, 9–14) istotnie wydłużały zarówno czas APTT, jak i TT. 

Dzięki strukturalnej modyfikacji szkieletu metforminy w m-podstawione sulfonamidy (9, 

11, 13) uzyskano związki, które wykazywały wpływ również na zewnątrzpochodny szlak 

krzepnięcia (↑PT). Dane te zostały dodatkowo potwierdzone eksperymentalnie w teście 

oceniającym aktywność czynnika X, który wykazał, iż wszystkie sulfonamidy induko-

wały spadek jego aktywności, tym samym potwierdzając ich aktywność przeciwkrze-

pliwą. Z kolei w obecności pochodnych 9, 11 i 14 odnotowano również wzrost aktywno-

ści AT. Stwierdzono, iż przyłączenie grupy nitrowej w pozycji meta pierścienia benze-

nowego (pochodna 11) determinuje jej wpływ na proces tworzenia skrzepu (↓ początko-

wej prędkości wykrzepiania osocza (↓Fvo), ↓ maksimum wykrzepiania (↓Fmax), ↑ czasu 

wykrzepiania osocza (↑Tf)) oraz czas potrzebny do rozpoczęcia procesu tworzenia 

skrzepu (↑Tt). Ponadto test krzepnięcia wykazał, iż zarówno alkilowe analogi metforminy 

1–4, jak i jej aromatyczne pochodne 5, 9, 11, 12, 14 przyczyniają się do wydłużenia czasu 

generowania endogennej trombiny (TGt, ang. thrombin generation time), czasu krzepnię-

cia osocza (↑Tf) oraz zmniejszenia początkowej prędkości wykrzepiania osocza (↓Fvo), 

co może być bezpośrednio powiązane z hamowaniem przez te związki amidolitycznej 

aktywności trombiny. Ze strukturalnego punktu widzenia chemiczna modyfikacja szkie-

letu metforminy w benzenosulfonamid podstawiony ugrupowaniem aminowym w pozy-

cji para w pierścieniu aromatycznym skutkowała uzyskaniem związku 14 o najsilniej-
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szym efekcie hamującym maksymalną aktywność trombiny (Amax) i początkową szyb-

kość reakcji enzymatycznej (dA/dt) w całym badanym zakresie stężeń, co zatem wska-

zuje na jego właściwości przeciwzakrzepowe. 

W ostatnim etapie badań oceniono wpływ nowych pochodnych metforminy na hemo-

lizę krwinek czerwonych (RBC, ang. red blood cells) i morfologię tych komórek krwi. 

Biozgodność niniejszych substancji w modelu ludzkich erytrocytów oceniano za pomocą 

badania mikroskopowego i hemolizy RBC. Żaden z analizowanych sulfonamidowych 

analogów metforminy poza cyjanobenzenosulfonamidami (6–8) nie wykazywał nieko-

rzystnego wpływu na integralność błony erytrocytarnej oraz ich morfologię (stopień he-

molizy erytrocytów < 10%); zatem wszystkie te nowo zsyntetyzowane analogi metfor-

miny (1–5, 9–14) nie oddziałują silnie z ich dwuwarstwą lipidowo-białkową. W obrazie 

mikroskopowym obserwowano jedynie zmiany fizjologiczne, tj. stomatocyty i echino-

cyty. Na podstawie niniejszych wyników stwierdzono, iż związki 1–5, 9–14 są hemo-

zgodne w całym badanym zakresie stężeń: 0.006–1.5 µmol/mL. Analiza cytotoksyczno-

ści badanych związków 1–5, 9–14 przy użyciu komórek HUVEC i AoSMC oraz erytro-

cytów sugeruje bezpieczeństwo ich potencjalnego zastosowania. Niemniej jednak,  

aby uzyskać kompleksowy model skuteczności i bezpieczeństwa niniejszych analogów 

metforminy opartych na strukturze sulfonamidu, niezbędne jest przeprowadzenie także 

badań in vivo. 

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej dysertacji dowodzą, iż nowo zsyntetyzowane 

analogi metforminy o strukturze sulfonamidowej, zawierające w swojej budowie  

chemicznej zarówno podstawnik alkilowy (1–4), jak i pierścień aromatyczny (5, 9–14) 

korzystniej wpływają na wybrane parametry hemostazy osoczowej niż metformina.  

Ponadto uzyskane dane sugerują, iż m-nitrobenzenosulfonamid (11) wykazuje wysoce 

pożądaną aktywność przeciwkrzepliwą; podczas gdy m-metoksybenzenosulfonamid (9), 

m-aminobenzenosulfonamid (13) i p-aminobenzenosulfonamid (14) wykazują zarówno 

właściwości przeciwhiperglikemiczne, jak i silniejsze działanie przeciwzakrzepowe 

w porównaniu z lekiem odniesienia, metforminą. Na tej podstawie wysunięto wniosek, 

iż przeprowadzenie chemicznej modyfikacji szkieletu metforminy w benzenosulfona-

midy podstawione zwłaszcza w pozycji meta (9, 11, 13) prowadzi do otrzymania cząste-

czek o silniejszych właściwościach antykoagulacyjnych niż lek macierzysty, metformina. 

Wyżej wymienione pochodne można uznać za wartościowych kandydatów na prototypy 
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do dalszego projektowania i opracowywania nowych potencjalnych przedstawicieli tera-

peutycznych o wysoce pożądanych właściwościach przeciwkrzepliwych lub o multimo-

dalnym działaniu – leków przeciwcukrzycowych o korzystnym wpływie na stan nadkrze-

pliwości. 
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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 µmol/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 μmol/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 HUVECs 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 III (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 µmol/mL. However, metformin statistically significantly increases AT 

activity, but only at a concentration of 1.5 µmol/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 (↑PT). 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), ↑ plasma clotting time (↑Tf)), and the time it takes to 

start the clot formation process (↑Tt). 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 (↑Tf), 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, 9–14 are hemocompatible in the entire tested con-

centration range: 0.006–1.5 µmol/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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