166

Eliza Pleban

© Pediatr Med Rodz 2015, 11 (2), p. 166-176

Received: 31.03.2015
Accepted: 30.04.2015
Published: 30.06.2015

Hemostaza — temat zawsze aktualny
Haemostasis — issue always up to date

Klinika Chirurgii Naczyniowej, Instytut Hematologii i Transfuzjologii, Warszawa, Polska. Kierownik Kliniki: prof. dr hab. n. med. Piotr Szopiriski
Adres do korespondendji: Klinika Chirurgii Naczyniowej, Instytut Hematologii i Transfuzjologii, ul. Indiry Gandhi 14, 02-776 Warszawa, tel.: +-48 22 34 96 479

Department of Vascular Surgery, Institute of Haematology and Transfusion, Warsaw, Poland. Head of the Department: Professor Piotr Szopiriski, MD, PhD
Correspondence: Department of Vascular Surgery, Institute of Haematology and Transfusion, Indiry Gandhi 14, 02-776 Warsaw, Poland, tel.: +48 22 34 96 479

Streszczenie

Abstract

Hemostaza to zespdl proceséw majacych na celu utrzymanie krwi w stanie ptynnym w lozysku naczyniowym, a w przypadku
uszkodzenia naczynia - zapobieganie wynaczynieniu poprzez utworzenie skrzepu (poczatkowo plytkowego, nastepnie
fibrynowego). Sposérdd gléwnych elementéw hemostazy nalezy wymieni¢ plytki krwi, $ciane naczyn krwionosnych, osoczowy
uklad krzepniecia, endogenne inhibitory krzepniecia i uklad fibrynolizy. Istotnym czynnikiem jest takze strumien
przeplywajacej krwi. Najczeéciej hemostaze dzieli si¢ na dwa gléwne etapy: krzepniecie i fibrynolize. Oba te procesy zachodza
jednoczesnie i pozostaja w réwnowadze. Dominacja ktérego$ z nich to rezultat przewagi aktywnosci kompleksu
enzymatycznego nad aktywnoscig kompleksu drugiego procesu. W codziennej praktyce kazdy lekarz spotyka si¢ z lekami
wplywajacymi na hemostaze — na koncu artykulu oméwiono wigc najpowszechniej stosowane leki przeciwkrzepliwe
i przeciwplytkowe dostepne w Polsce oraz mechanizmy ich dziatania. Dzialanie doustnych lekéw przeciwkrzepliwych wynika
z hamowania przemiany witaminy K,, niezbednej do wytwarzania w organizmie czlowieka czynnikéw krzepniecia: II, VII,
IX i X. Obecnie dostepne sa acenokumarol i warfaryna. W grupie nowych doustnych antykoagulantéw znalazly sie
bezposrednie inhibitory aktywnego czynnika X: rywaroksaban, apiksaban i dabigatran, ktory jest silnym, kompetycyjnym,
odwracalnym, bezposrednim inhibitorem trombiny. Antykoagulanty stosowane parenteralnie to heparyna niefrakcjonowana,
heparyny drobnoczasteczkowe i fondaparynuks. Ze wzgledu na mechanizm dziatania leki przeciwpltytkowe mozna podzieli¢
na dwie grupy: leki dzialajace przez metabolizm kwasu arachidonowego (kwas acetylosalicylowy) i dzialajace na receptory
blonowe plytek krwi (tiklopidyna, klopidogrel, prasugrel).

Stowa kluczowe: hemostaza, skrzep, uktad krzepniecia, fibrynoliza, plytki krwi

Haemostasis is a set of processes with the aim to maintain blood in the liquid state in the vascular bed, and in the case
of damage to the vessel - to prevent extravasation by clot formation (initially a platelet clot and then a fibrin clot). The main
components of haemostasis include: platelets, vessel wall, plasma coagulation system, endogenous inhibitors of coagulation
and fibrinolytic system. The stream of blood is also an important factor. Haemostasis is divided into two main phases:
coagulation and fibrinolysis. These two phases take place simultaneously and remain in equilibrium. The prevalence of any
of these processes is the result of the advantage of enzyme complex activity over the complex of the other process. In everyday
practice, every physician encounters drugs that affect haemostasis. At the end of the article, the most commonly used
anticoagulants and antiplatelet agents available in Poland are described with the mechanisms of their action. The effect of oral
anticoagulants results from the inhibition of the transformation of vitamin K, which is essential for the production
of coagulation factors II, VII, IX and X. Acenocoumarol and warfarin are currently available in Poland. The group of new oral
anticoagulants includes direct inhibitors of activated factor X: rivaroxaban, apixaban and dabigatran - a potent, competitive
and reversible direct thrombin inhibitor. Anticoagulants which are used parenterally include unfractionated heparin, low
molecular weight heparins and fondaparinux. Antiplatelet drugs can be divided into two groups based on the mechanism
of action - drugs acting through the metabolism of arachidonic acid (aspirin) and acting on the platelet membrane receptors
(ticlopidine, clopidogrel and prasugrel).
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WSTEP

od pojeciem hemostazy kryje si¢ zespdl procesow
P majacych na celu utrzymanie krwi w stanie ptyn-

nym w lozysku naczyniowym oraz zapobieganie
wynaczynieniu w przypadku uszkodzenia naczynia przez
utworzenie skrzepu plytkowego, a nastepnie fibrynowego.
Gléwne elementy hemostazy to plytki krwi, §ciana naczyn
krwionoénych, osoczowy uklad krzepniecia, endogenne in-
hibitory krzepniecia i uktad fibrynolizy. Istotnym czynni-
kiem jest takze strumien przeplywajacej krwi.
Hemostaze najczesciej dzieli sie¢ na dwa gléwne etapy:
krzepnigcie i fibrynolize. Oba procesy zachodza jednocze-
$nie i pozostaja w réwnowadze. Dominacja ktéregos$ z nich
jest rezultatem przewagi aktywnosci kompleksu enzyma-
tycznego nad aktywnosciag kompleksu drugiego procesu.

PLYTKI KRWI

Plytki krwi sg bardzo malymi bezjadrzastymi komorka-
mi o dyskoidalnym ksztalcie, powstajacymi z megaka-
riocytow szpiku kostnego. U ludzi zdrowych liczba ply-
tek we krwi obwodowej wynosi przecigtnie 250 x 10°/1
(zakres 150-400 x 10°/1), a ich czas przezycia to 7-10 dni.
Plytke oddziela od otoczenia blona komérkowa, zbudowa-
na z lipidow i biatek®?,

Blone tworzg dwie warstwy lipidow (wewnetrzna i ze-
wnetrzna), w ktérych rozmieszczone sg biatka. Wéréd li-
pidéw dominuja fosfolipidy: fosfatydyloseryna, fosfaty-
dyloetanoloamina, fosfatydylocholina i inne. Czes¢ bialek
przechodzi przez obie warstwy blony komérkowej. Ich kon-
ce zewnetrzne wigzg si¢ z oligosacharydami - w ten spo-
sOb powstaja glikoproteiny. Sa one receptorami dla licz-
nych czynnikéw aktywujacych lub hamujacych czynnosé¢
plytek. Blona komérkowa tworzy uklad kanalikow skie-
rowanych ku cytoplazmie, przez ktére uwalniane sg na ze-
wnatrz skladniki ziarnistosci wewnatrzptytkowych. Wy-
réznia si¢ kilka rodzajow ziarnistosci: a, ziarnistoéci geste,
lizosomy, peroksysomy. Najliczniejsze ziarnistosci o za-
wierajg czynnik plytkowy (platelet factor 4, PF4), plytko-
pochodny czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor,
PDGF), B-tromboglobuline, fibrynogen, czynnik von Wil-
lebranda, czynnik krzepniecia V, wielkoczgsteczkowy ki-
ninogen, fibronektyne, a,-antytrypsyne. W ziarnisto$ciach
gestych magazynowane sa ADP, ATP, serotonina, katecho-
laminy, jony wapnia i magnezu®->).

Zaktywowane plytki eksponuja na swojej powierzchni se-
lektyne P i ujemnie natadowane fosfolipidy, z ktérymi wia-
73 sie czynniki krzepniecia®.

W cytoplazmie, bezposrednio pod btong komdrkows, znaj-
duja sie biatka wléknikowe o wlasciwo$ciach kurczliwych
(miozyna, aktyna, tubulina o i ), tworzace cytoszkielet plytki.
Jego zadaniem jest utrzymywanie dyskoidalnego ksztattu
plytki w spoczynku i jego zmiany podczas aktywacji®®.
Receptorowe glikoproteiny plytkowe sg zakotwiczone za-
réwno w blonie komoérkowej zewnetrznej, jak i w obrebie
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INRODUCTION

he term “haemostasis” denotes a set of processes,
I the aim of which is maintaining blood in the liquid
state in the vascular bed, and preventing extrava-
sation by clot formation (initially a platelet clot and then
a fibrin clot) in the case of damage to the vessel. The main
components of haemostasis include: platelets, vessel wall,
plasma coagulation system, endogenous inhibitors of coag-
ulation and fibrinolytic system. The stream of blood is also
an important factor.
Haemostasis is usually divided into two main phases: co-
agulation and fibrinolysis. These two phases take place
simultaneously and remain in equilibrium. The prev-
alence of any of these processes is the result of the ad-
vantage of enzyme complex activity over the complex
of the other process.

PLATELETS

Platelets are very small cells of discoid shape with no nuclei.
They are derived from megakaryocytes of the bone mar-
row. In healthy individuals, the platelet count in periph-
eral blood is usually 250 x 10%/L (range 150-400 x 10°/L),
and their life span is 7-10 days. A platelet is separated from
the surroundings by a plasma membrane built of lipids and
proteins®?.

The membrane consists of two lipid layers (outer and in-
ner) in which proteins are distributed. Among lipids, phos-
pholipids prevail: phosphatidylserine, phosphatidyletha-
nolamine, phosphatidylcholine and others. Some proteins
cross both layers of the cell membrane. Their outer ends
bind with oligosaccharides thus creating glycoproteins.
They are receptors for numerous factors that activate or in-
hibit platelet action. The cell membrane creates a canalic-
ular system to the cytoplasm, through which the constitu-
ents of platelet granules are released. There are several types
of granules: a granules, dense granules, lysosomes and per-
oxisomes. The most numerous a granules contain: plate-
let factor 4 (PF4), platelet-derived growth factor (PDGEF),
B-thromboglobulin, fibrinogen, von Willebrand factor, fac-
tor V, high-molecular-weight kininogen, fibronectin and
a,-antitrypsin. Dense granules store ADP, ATP, serotonin,
catecholamines as well as calcium and magnesium ions®-%.
On their surface, activated platelets expose P-selectin and
negatively charged phospholipids which are bonded to co-
agulation factors®.

Directly under the plasma membrane, in the cytoplasm,
there are fibrous proteins of contractile properties (myo-
sine, actin and tubulin o and ) which form the platelet cy-
toskeleton. It is responsible for maintaining a discoid shape
in a non-activated platelet and for changing its shape dur-
ing activation®.

Platelet receptor glycoproteins are anchored in both the out-
er and inner cell membrane as well as within the cana-
licular system and a granules. Platelet activation leads
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Czynnik Synonimy Rola w krzepnieciu
Factors Synonyms Role in coagulation
I Fibrynogen Prekursor fibryny
Fibrinogen Fibrin precursor
I Protrombina Proenzym
Prothrombin Proenzyme
Il Czynnik tkankowy Kofaktor
Tissue factor (ofactor
Iv Jony Ga? Kofaktor
(a’* jons (ofactor
) Proakceleryna, czynnik chwiejny Proenzym
Proaccelerin, labile factor Proenzyme
Vil Prokonwertyna, czynnik staty Kofaktor
Proconvertin, stable factor (ofactor
Vil Czynnik przeciwhemofilowy A, globulina antyhemofilowa Proenzym
Antihaemophilic factor A, antihaemophilic globulin Proenzyme
IX Czynnik przeciwhemofilowy B Proenzym
Antihaemaphilic factor B Proenzyme
X Czynnik Stuarta Proenzym
Stuart factor Proenzyme
X Czynnik przeciwhemofilowy C Proenzym
Antihaemophilic factor C Proenzyme
Xl Czynnik Hagemana Proenzym
Hageman factor Proenzyme
Xlll Czynnik stabilizujacy fibryne Proenzym
Fibrin stabilising factor Proenzyme
Prekalikreina Czynnik Fletchera Proenzym
Prekallikrein Fletcher factor Proenzyme
Wielkoczasteczkowy kininogen Czynnik Fitzgeralda Kofaktor
High-molecular-weight kininogen Fitzgerald factor (ofactor

Tab. 1. Czynniki krzepnigcia krwi
Tab. 1. Coagulation factors

ukladu kanalikéw oraz ziarnisto$ci a. Aktywacja ptytki
prowadzi do przemieszczenia si¢ niektdrych glikoprotein
z blony wewnetrznej do zewnetrznej i odwrotnie. Dwa naj-
wazniejsze kompleksy glikoprotein to GP IIb/IIla oraz
GP Ib/IX/V. GP IIb/IlIa jest receptorem dla fibrynogenu
- najwazniejszego mediatora agregacji ptytek. Ma mate po-
winowactwo do fibrynogenu na plytce spoczynkowej, jed-
nak po jej aktywacji pod wplywem jonéw wapnia zmienia
konformacje, dzigki czemu zwigksza sie zdolno$¢ do wig-
zania fibrynogenu. Utworzenie mostkéw fibrynogenowych
migdzy ptytkami jest warunkiem powstania agregatu plyt-
kowego. Farmakologiczne blokowanie funkcji GP IIb/IIIa
to jeden ze skutecznych sposobéw hamowania agregacji
plytek krwi w leczeniu ostrych zespotéw wiencowych oraz
profilaktyce zawatu mieénia sercowego i udaréw mézgu?.
W miejscu uszkodzenia $ciany naczynia niektore gliko-
proteiny plytkowe wiaza sie z kolagenem macierzy pod-
$rodblonkowej. GP Ib/IX/V i IIb/IIla wiaza si¢ posred-
nio, za pomoca czynnika von Willebranda. Zjawisko to,
nazywane adhezja, stanowi pierwszy etap pierwotnej he-
mostazy. Zwigzanie z kolagenem aktywuje wewnatrzko-
morkowe szlaki przesylania sygnatow aktywujacych, do-
chodzi do zmian architektury i metabolizmu ptytek. Dwa
gtowne szlaki metaboliczne inicjowane przez hydrolize
fosfolipidow blonowych to rozktad 4,5-difosforanu fosfa-

168 tydyloinozytolu (PIP,) i kaskada kwasu arachidonowego.

to the movement of certain glycoproteins from the inner
to outer and outer to inner layers. The two most important
complexes of glycoproteins are GP IIb/IIIa and GP Ib/IX/V.
GP IIb/IlIa is a receptor for fibrinogen - the most impor-
tant platelet aggregation mediator. It shows low affinity for
fibrinogen on a non-activated platelet but changes the con-
formation upon platelet activation (affected by calcium
ions), thus increasing the ability to bind fibrinogen. The cre-
ation of fibrinogen bridges between platelets is a condition
for the formation of platelet aggregate. The pharmacological
inhibition of the GP IIb/IIIa complex is one of the effective
ways to stop platelet aggregation in the treatment of acute
coronary syndromes and prevention of myocardial infarc-
tion and stroke(?.

Some platelet glycoproteins bind with collagen of the sub-
endothelial matrix at the site of damage to the vessel
wall. GP Ib/IX/V and IIb/IIIa are attached indirectly
with the help of von Willebrand factor. This phenom-
enon, called “adhesion,” is the first stage of primary
haemostasis. The attachment to collagen activates intra-
cellular signalling pathways; the architecture and metabo-
lism of platelets change. Two main metabolic pathways ini-
tiated by the hydrolysis of membrane phospholipids are:
the breakdown of phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
(PIP,) and the cascade of arachidonic acid. Platelet gran-
ules release biologically active substances called agonists.
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Z ziarnistosci ptytkowych zostajg uwolnione aktywne bio-
logicznie substancje zwane agonistami. Rekrutuja one ko-
lejne plytki oraz nasilajg ich aktywacje i agregacje. Przykta-
dy agonistow to ADP, tromboksan A, i serotonina. Silnymi
agonistami aktywujacymi ptytki nieznajdujacymi sie w ziar-
nisto$ciach sg trombina i kolagen®?).

Tromboksan A, jest syntetyzowany przez zaktywowane plyt-
ki w szlaku przemian kwasu arachidonowego. Jego rola spro-
wadza sie do wzmacniania bodzca zapoczatkowujacego ak-
tywacje plytek i wspomagania rekrutacji kolejnych ptytek®?.
Trombina to najsilniejszy fizjologiczny aktywator plytek.
Laczy sie z receptorami grupy PAR na ich N-koncu i powo-
duje jego odczepienie. Koniec ten faczy si¢ nastgpnie w spo-
sob staly z drugg petla receptora, dzigki czemu przekazy-
wanie sygnatu jest dlugotrwate i bardzo efektywne (ryc. 1).

Trombina
Thrombin

Btona komdrkowa

Przestrzeri zewnatrzkomdrkowa
Extracellular space

Cell membrane ‘ ’

Przestrzers wewnatrzkomdrkowa
Intracellular space

Aktywadja biatka G
Protein G activation

Ligagja
Ligation

They recruit other platelets and promote their activation
and aggregation. Examples of agonists are: ADP, throm-
boxane A, and serotonin. Thrombin and collagen are also
potent platelet activating agonists which are not contained
in granules®.

Thromboxane A, is synthesised by activated platelets
in the pathway of arachidonic acid transformations. It is re-
sponsible for reinforcing the stimulus that initiates platelet
activation and promoting recruitment of other platelets"?.
Thrombin is the most potent physiological platelet ac-
tivator. It attaches with PAR receptors to their N-termi-
nus and causes its cleavage. Subsequently, this terminus at-
taches permanently to a long loop of the receptor, thanks
to which signal transduction is long-term and highly effec-
tive (Fig. 1).

Rozpoznanie
Identification

Rozszczepienie
(leavage

Ryc. 1. Aktywacja receptora PARI przez trombing. Na podstawie: Windyga ], Undas A: Hemostaza fizjologiczna. W: Windyga J, Pasierski T,
Torbicki A (red.): Zakrzepy i zatory. Wydawnictwo Lekarskie PZWL, Warszawa 2014: 1-36

Fig. 1. Activation of PARI receptor by thrombin. Based on: Windyga ], Undas A: Hemostaza fizjologiczna. In: Windyga ], Pasierski T, Tor-
bicki A (eds): Zakrzepy i zatory. Wydawnictwo Lekarskie PZWL, Warsaw 2014: 1-36
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SCIANA NACZYN KRWIONOSNYCH

Sciana naczyn krwionosnych sklada si¢ z trzech warstw:
blony wewnetrznej (intimy), blony $rodkowej i blony ze-
wnetrznej (przydanki). W hemostazie najwazniejsza role
odgrywa blona wewnetrzna. Oprocz bariery fizycznej $rod-
blonek stanowi bariere elektrostatyczng dla ujemnie natado-
wanych bton komorkowych erytrocytéw. Podsrodbtonko-
wa tkanka taczna sktada sie z biatek produkowanych przez
$rédblonek, majacych silne wlasciwosci adhezyjne. Wspo-
mniane biatka to kolagen, fibronektyna, laminina, witronek-
tyna i czynnik von Willebranda. Sg one natadowane dodatnio.
W momencie uszkodzenia naczynia wtékna kolagenu zmie-
niajg fadunek naczynia, co prowadzi do przyciggania nie tyl-
ko erytrocytow, lecz takze plytek krwi. Ponadto w warstwie
podsrodblonkowej znajduje si¢ czynnik tkankowy (tissue fac-
tor, TF), nazywany inaczej tromboplastyna tkankows. Biatko
to wystepuje ponadto w btonach komérek miesni gladkich, fi-
broblastéw i makrofagdw, inicjuje proces krzepniecia krwi®.
Przez hemostaze naczyniowa rozumie si¢ tez produ-
kowanie przez $rodblonek czynnikéw hipotensyjnych,
antyagregacyjnych, czynnikow krzepniecia V i VIII,
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Szlak zewnatrzpochodny
Extrinsic pathway

Szlak wewnatrzpochodny
Intrinsic pathway

Protrombina
Prothrombin

Fosfolipidy natadowane ujemnie
Negatively charged phospholipids

Fibrinogen

Monomery fibryny
@ = Fbinmonomers

Fibrynogen

VASCULARWALL

Vessel walls consist of three layers (tunicae): internal (in-
tima), middle (media) and outer (adventitia). The most
important layer in haemostasis is the tunica intima.
Apart from a physical barrier, the endothelium is also an
electrostatic barrier for negatively charged cell membranes
of erythrocytes. The subendothelial connective tissue con-
sists of proteins which are produced by the endothelium
and exhibit potent adhesive properties. These proteins are:
collagen, fibronectin, laminin, vitronectin and von Wille-
brand factor. They are positively charged. When the vessel
is damaged, collagen fibres change the charge of the vessel
leading to attraction of not only erythrocytes, but also plate-
lets. Moreover, the subendothelial layer contains tissue fac-
tor (TF), also called tissue thromboplastin. This protein can
also be found in cell membranes of smooth muscles, fibro-
blasts and macrophages, and it initiates the blood clotting
process©®).

Vascular haemostasis is also understood as producing
hypotensive factors, anti-aggregation factors, coagula-
tion factors V and VIII, antithrombin III and factor XII

Kompleks tenazy
wewnatrzpochodnej
Intrinsic tenase complex

Kompleks protrombinazy
P Prothrombinase complex

Trombina
Thrombin

@ —@

Pglimery fibryny

Usieciowana fibryna
Fibrin polymers

(ross-linked fibrin

Ryc. 2. Schemat aktywacji uktadu krzepnigcia po uszkodzeniu naczynia. Na podstawie: Undas A: Hemostaza, krwawienia i leczenie krwig.
W: Szmidt ], Kuzdzal J (red.): Podstawy chirurgii. Medycyna Praktyczna, Krakéw 2009: 175-180

Fig. 2. Activation of the coagulation system after a vessel is damaged. Based on: Undas A: Hemostaza, krwawienia i leczenie krwig. In:
Szmidt J, Kuzdzat ] (eds): Podstawy chirurgii. Medycyna Praktyczna, Krakow 2009: 175-180
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antytrombiny III i aktywatora czynnika XII. Zaburzenia
czynnosci $rodblonka i innych warstw naczynia sa powo-
dem skaz naczyniowych®.

W wyniku uszkodzenia naczynia krwionosnego naste-
puje jego lokalne obkurczenie. Szczegdlnie dobrze wida¢
to w tetnicach - ich $wiatto moze zostaé catkowicie za-
mkniete. Zyly maja mniejsza zdolnos¢ obkurczenia, maksy-
malnie 50% $wiatla. Zwezenie $wiatta przeptywu utatwia ak-
tywacje trombocytéw i pomaga zredukowac utrate krwi”®.

OSOCZOWY UKLAD KRZEPNIECIA

Istotg krzepniecia krwi jest zamiana rozpuszczalnego biatka
osocza — fibrynogenu w sie¢ przestrzenna fibryny, wzmac-
niajaca plytkowy czop hemostatyczny. W procesie tym bie-
rze udziat kilkanascie czynnikow, w tym 12 biatek osocza,
czynnik tkankowy, fosfolipidy blon komérkowych i jony
wapniowe. Kaskada krzepnie¢cia oznacza sekwencje reak-
¢ji enzymatycznych, w ktérych aktywacja nieaktywnego
prekursora enzymu i jego kofaktora prowadzi do powsta-
nia nastepnych kompleks6w enzymatycznych. Kompleksy
te tworzg si¢ na ujemnie naladowanej powierzchni fosfo-
lipidéw, dostarczonych glownie przez aktywowane plytki
krwi. Wspoélczesny model krzepniecia zaklada, ze krzep-
niecie zachodzi na powierzchni komérek®),
Do powstania protrombinazy prowadza dwie drogi (ryc. 2):
 wewnatrzpochodna - aktywacja czynnika XII przy udzia-
le prekalikreiny i wielkoczasteczkowego kininogenu wyni-
ka z kontaktu z ujemnie natadowanymi powierzchniami;
o zewnatrzpochodna - krzepniecie jest inicjowane przez
czynnik tkankowy.
W tab. 1 przedstawiono czynniki krzepniecia z uwzglednie-
niem ich roli w uktadzie krzepniecia.
Zwi¢kszone ryzyko krwawienia obserwuje si¢ u osob
z niedoborem czynnikéw: I1, V, VII, VIIL, IX, X i XIII®,
Niezbednymi elementami sprawnego ukladu hemostazy sa dwa
kofaktory: czynniki V (proakceleryna) i VIII (czynnik prze-
ciwhemofilowy A, globulina antyhemofilowa A). Czynnik V
powstaje w watrobie i srédblonku. Jest magazynowany w ziar-
nisto$ciach a plytek krwi i uwalniany po ich aktywacji. Za in-
aktywacje czynnika V odpowiada aktywowane biatko C (APC).
Czynnik VIII jest syntetyzowany w watrobie i §ledzionie, a na-
stepnie krazy we krwi w polaczeniu z czynnikiem von Wil-
lebranda. Podlega podobnym przemianom jak czynnik V19,
Trombina nie tylko zmienia fibrynogen w fibryne, lecz tak-
ze aktywuje czynnik XIII, stabilizujacy skrzep. Dzieki temu
- przez tworzenie krzyzowych wiazan amidowych miedzy
sasiadujacymi lanicuchami - rozpuszczalna fibryna przyj-
muje postac fibryny stabilizowanej, ktéra wzmacnia hemo-
statyczny czop plytkowy. W ten sposéb formuje si¢ skrzep.
Konwersja czynnika XIII do XIIIa zalezy od szybkosci po-
wstawania fibryny. Powstanie skrzepu odbywa sie za sprawg
wspoldziatania plytek i obu drég krzepniecia. Inhibitor fibry-
nolizy (thrombin activatable fibrinolysis inhibitor, TAFI), ak-
tywowany przez trombing, w swojej aktywnej postaci chro-

ni juz uformowany skrzep przed dziataniem plazminy®>*!9.
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activator in the endothelium. Disorders in the function
of the endothelium and other vascular layers are a cause
of vascular diatheses®.

As a result of damage to a vessel, it undergoes local constric-
tion. It is particularly well-visible in arteries — their lumen
may be completely closed. Veins are less capable of con-
striction — at most to 50% of the lumen. The constriction
of the lumen facilitates platelet activation and helps reduce
blood loss”®.

PLASMA COAGULATION SYSTEM

The essence of coagulation is the transformation of a solu-
ble plasma protein - fibrinogen - to a spatial network of fi-
brin that strengthens a haemostatic platelet plug. This pro-
cess engages a dozen or so factors, including 12 plasma
proteins, tissue factor, cell membrane phospholipids and
calcium ions. The coagulation cascade denotes a sequence
of enzymatic reactions in which activation of non-active
enzyme precursor and its cofactor leads to the forma-
tion of subsequent enzymatic complexes. These complex-
es are formed on the negatively charged surface of phos-
pholipids that are delivered mainly by activated platelets.

The contemporary model of coagulation assumes that

clotting takes place on the surface of cells®'.

There are two pathways of prothrombinase forma-

tion (Fig. 2):

« intrinsic pathway - the activation of factor XII by prekal-
likrein and high-molecular-weight kininogen results
from the contact with negatively charged surfaces;

o extrinsic pathway - coagulation is initiated by tissue factor.
Tab. 1 presents coagulation factors and their role in the co-
agulation system.
An increased risk of bleeding is observed in individuals with
the deficiency of factors II, V, VI, VIIL, IX, X and XIII™.
Factor V (proaccelerin) and VIII (antihaemophilic factor
A, antihaemophilic globulin A) are cofactors essential for
the efficient system of haemostasis. Factor V is produced
in the liver and endothelium. It is stored in platelet gran-
ules o and released upon platelet activation. Factor V is in-
activated by activated protein C (APC). Factor VIII is syn-
thesised in the liver and spleen, and then circulates in blood
together with von Willebrand factor. It undergoes similar
transformations to factor V&9,
Not only does thrombin convert fibrinogen to fibrin,
but it also activates factor XIII which stabilises a clot.
Therefore, by forming amide crosslinks between neigh-
bouring chains, soluble fibrin assumes the form of sta-
bilised fibrin and strengthens a haemostatic platelet
plug. This way, a clot is formed. The conversion of fac-
tor XIII to XIIIa depends on the velocity in which fibrin
is formed. The creation of a clot takes places by means
of the cooperation of platelets and two paths of coagula-
tion. Thrombin activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI)
in its active form protects a readily formed clot from
the effects of plasmin>*!1,
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ENDOGENNE INHIBITORY KRZEPNIECIA ENDOGENOUS INHIBITORS
OF COAGULATION
Plynno$¢ krwi w lozysku naczyniowym zapewniaja m.in.
naturalne inhibitory krzepniecia krwi. Najwazniejsze The liquidity of blood in the vascular bed is determined by,
z nich to: antytrombina (AT), uklad antykoagulacyjny among others, natural coagulation inhibitors. The most
bialtka C (naleza do niego: biatko C, biatko S, trombomo- important inhibitors include: antithrombin (AT), protein
dulina, $rodnablonkowy receptor bialka C) oraz inhibi- C anticoagulant system (which contains: protein C, pro-
tor drogi zaleinej od czynnika tkankowego (tissue factor tein S, thrombomodulin and endothelial protein C recep-
pathway inhibitor, TFPI)%:?, tor) as well as tissue factor pathway inhibitor (TFPI)®2,
Antytrombina odpowiada za 75% aktywno$ci antykoagulacyj- Antithrombin is responsible for 75% of plasma anticoagulant
nej osocza. Jest glownym inhibitorem trombiny (czynnika ITa) activity. It is the main inhibitor of thrombin (factor Ila) and
i czynnika Xa, ale unieczynnia tez czynniki XIIa, XIa, plazmi- factor Xa, but it also inactivates factors XIIa, XIa, plasmin and
ne i kalikreine, sktadowg C1 komplementu. AT to glikoprote- kallikrein, complement component C1. AT is a glycoprotein
ina syntetyzowana w watrobie, komédrkach $rédblonka naczyn synthesised in the liver, cells of the vascular endothelium and
i prawdopodobnie w megakariocytach. Aktywnos¢ antykoagu- probably in megakaryocytes. The anticoagulant activity in-
lacyjna wzrasta 1000-krotnie w obecnosci heparyny. W warun- creases a 1,000-fold when heparin is present. Physiological-
kach fizjologii funkcje heparyny pelni siarczan heparanu, zlo- ly, the function of heparin belongs to heparan sulphate which
kalizowany na powierzchni komérek srodbtonka naczyn. is located on the surface of vascular endothelial cells.
Biatko C to glikoproteina zalezna od witaminy K, produ- Protein C is a glycoprotein produced in the liver and de-
kowana w watrobie®. Najwazniejszym fizjologicznym ak- pendent on vitamin K®. The most important physiological
tywatorem biatka C jest trombina, a kofaktorem tej reakeji protein C activator is thrombin, and thrombomodulin on
- trombomodulina na powierzchni §rodblonka. Aktywowa- the surface of the endothelium is a cofactor in this reaction.
ne bialko C w obecnoéci biatka S powoduje wybiorczg pro- In the presence of protein S, activated protein C induces se-
teolize czynnikow Va, VIIIa i PAI®). lective proteolysis of factors Va, VIIIa and PAI.
@ Fibrynogen m
Fibrinogen
Trombina
Thrombin Tworzenie wtdkien fibrynowych

Formation of fibrinous fibres

Factor Xllla (ross-linked fibrin fibres

©

Plazmina Rozpuszczanie skrzepu
Plasmin Clot dissolution

1 Czynnik XIlla Skrzyzowane wtékna fibryny

Produkty degradacji fibrynogenu
Fibrinogen degradation products

® —O0— —O—

D-dimer Fragment E
D-dimer Fragment E

4—4—:@

Ryc. 3. Schemat powstawania produktéw degradacji fibrynogenu
172 | Fig 3. Formation of fibrinogen degradation products
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UKLAD FIBRYNOLIZY

Rolj fibrynolizy jest utrzymanie plynnosci krwi w to-
zysku naczyniowym poprzez rozpuszczanie srédnaczy-
niowych zlogéw fibryny. Podstawowy mechanizm fibry-
nolizy polega na stopniowej proteolizie fibryny przez
plazmine powstajaca z plazminogenu. Bardzo waznymi
cechami uktadu fibrynolizy sg jego szybka aktywacja i jed-
noczesne ograniczenie aktywnosci do miejsca powstania fi-
bryny, co zabezpiecza organizm przed ciezkimi powiktania-
mi krwotocznymi®?.

Plazminogen jest produkowany przede wszystkim w wa-
trobie. Istnieja dwa szlaki aktywacji. Pierwszy uruchamia
si¢ podobnie jak wewnatrzpochodny uklad krzepniecia,
czyli przez aktywacje czynnika XII, prekalikreiny i wielko-
czasteczkowego kininogenu. W drugim szlaku do aktywa-
cji fibrynolizy dochodzi pod wplywem t-PA i aktywatora
plazminogenu typu urokinazy (u-PA). Ten szlak w warun-
kach fizjologicznych ma najwieksze znaczenie. Powstawa-
nie plazminy z plazminogenu dokonuje si¢ na fibrynie oraz
na powierzchni komdrek §rodbtonka i leukocytow. Plazmi-
na trawi fibryne. Wolna plazmina w krwiobiegu jest natych-
miast inaktywowana przez a,-antyplazmine, bedaca glow-
nym osoczowym inhibitorem ukladu fibrynolizy. Pozostale

Czynnik Xlla
Factor Xlla

Czynnik Xla
factor Xla

Factor [Xa
Czynnik Villa
Factor Vllla

Antagonisci witaminy K

Vitamin K antagonists

« acenokumarol / acenocoumarol
- warfaryna / warfarin

Heparyna niefrakcjonowana / Unfractionated heparin
Heparyny drobnoczasteczkowe / Low-molecular-weight heparins
- enoksaparyna / enoxaparin

- nadroparyna / nadroparin

- dalteparyna / dalteparin

Ryc. 4. Schemat dziatania lekow przeciwkrzepliwych
Fig. 4. Action of anticoagulants
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FIBRINOLYTIC SYSTEM

The role of fibrinolysis is to maintain blood liquidity
in the vascular bed by the dissolution of intravascular
fibrin collections. The basic mechanism of fibrinolysis
consists in gradual fibrin proteolysis by plasmin which
is formed from plasminogen. A rapid activation and,
at the same time, the restriction of the activity to the site
where fibrin forms (thus protecting the organism from se-
vere haemorrhagic complications) are very important fea-
tures of the fibrinolytic system?.

Plasminogen is produced mainly in the liver. There are two
activation pathways. The first one is activated in a similar
fashion to the intrinsic coagulation pathway, i.e. by the ac-
tivation of factor XII, prekallikrein and high-molecu-
lar-weight kininogen. The second pathway of fibrinoly-
sis activation occurs under the influence of t-PA and u-PA
(urokinase plasminogen activator). In physiological condi-
tions, the latter pathway is of prime importance. The for-
mation of plasmin from plasminogen takes place on fibrin
and on the surface of endothelial cells and leukocytes. Plas-
min digests fibrin. Free circulating plasmin is instantly inac-
tivated by a,-antiplasmin, which is the main plasma inhibi-
tor of the fibrinolytic system. The remaining inhibitors that

Czynnik Vlla Czynnik tkankowy
Factor Vlla Tissue factor
Czynnik IXa /

v

Czynnik Xa
Factor Xa —— Fondaparynuks / fondaparinux

Rywaroksaban / Rivaroxaban
Czynnik Va Apiksaban / Apixaban
Factor Va
Trombina Dabigatran
Thrombin Dabigatran

l
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inhibitory kontrolujace aktywacje fibrynolizy to przede
wszystkim inhibitory aktywatoréw plazminogenu PAI-1
i PAI-2. Miedzy fibrynoliza a krzepnieciem zachodzi istot-
ny zwigzek dzieki TAFIL ktéry hamuje fibrynolize.

Podczas trawienia przez plazming usieciowanej fibryny
i fibrynogenu powstaje podwojny fragment D (D-dimer,
D-D), utworzony przez kowalencyjne wigzanie krzyzowe
miedzy sgsiadujgcymi monomerami fibryny i fragmenty
E. Oba fragmenty sa oporne na dalsze dziatanie plazminy;
to konicowe produkty degradacji fibrynogenu (fibrinogen/
fibrin degradation products, FDP) (ryc. 3). Oznaczanie FDP,
a zwlaszcza D-D, znajduje zastosowanie m.in. w diagnosty-
ce zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej i rozsianego wy-
krzepiania wewnatrznaczyniowego">*!213),

STRUMIEN KRWI

Strumien przeplywajacej krwi prowadzi do szybkiego roz-
cieficzenia aktywnych czynnikéw krzepniecia w miejscu
uszkodzenia $ciany naczynia. Aktywne czynniki krzepnie-
cia s nastepnie degradowane przez komorki migzszu wa-
troby oraz usuwane przez komorki Kupffera i inne sktado-
we uktadu siateczkowo-$rédblonkowego®™.

NAJCZESCIEJ STOSOWANE LEKI
WPLYWAJACE NA HEMOSTAZE

W codziennej praktyce najczesciej stosuje sie leki przeciw-
krzepliwe i przeciwplytkowe, warto zatem zna¢ mecha-
nizmy ich dzialania (ryc. 4).

Doustne leki przeciwkrzepliwe

Dzialanie doustnych lekéw przeciwkrzepliwych wynika
z hamowania przemiany witaminy K, niezbednej do wy-
twarzania w organizmie czlowieka czynnikow krzepnie-
cia: I, VIL, IX i X. W Polsce dostepne sg acenokumarol
i warfaryna. Do oceny dzialania przeciwkrzepliwego wy-
korzystuje sie czas protrombinowy. Jego warto$¢ moze si¢
zmienia¢, dlatego przyjeto znormalizowany miedzynaro-
dowy wskaznik czuloéci tromboplastyny — INR (interna-
tional normalized ratio). Z praktycznego punktu widzenia
wazny jest fakt, ze odpowiedni efekt przeciwkrzepliwy osig-
ga sie w réznym czasie po wlaczeniu pochodnych kuma-
ryny (2-7 dni). Nie wolno zapomina¢, iz leki te wykazuja
réwniez dzialanie przeciwne - prozakrzepowe, wynikajace
z uposledzenia wytwarzania biatek C i S hamujacych proces
krzepniecia. Moze to by¢ powodem przewagi niekorzystnego
dziatania prokoagulacyjnego nad oczekiwanym antykoagu-
lacyjnym w pierwszych kilku dniach stosowania lekéw(®.

Nowe doustne antykoagulanty

W tej grupie znalazly sie bezposrednie inhibitory aktywne-
go czynnika X: rywaroksaban, apiksaban i dabigatran, be-

174 dacy silnym, kompetycyjnym, odwracalnym, bezposrednim
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control fibrinolysis activation are mainly plasminogen acti-
vator inhibitors (PAI-1 and PAI-2). There is a significant re-
lationship between fibrinolysis and coagulation. This is due
to TAFI which inhibits fibrinolysis.

During the digestion of cross-linked fibrin and fibrinogen
by plasmin, fragments E and double fragment D (D-dimer,
D-D) are produced. The latter is formed by covalent cross-
links between neighbouring monomers of fibrin. Both frag-
ments are resistant to further activity of plasmin. They are
terminal fibrinogen/fibrin degradation products (FDP)
(Fig. 3). The FDP assay (particularly D-D testing) can be
used in the diagnosis of venous thromboembolism and dis-
seminated intravascular coagulation®%!1213),

STREAM OF BLOOD

The stream of flowing blood leads to the rapid dilution
of active coagulation factors at a site of damage to the vas-
cular wall. Active coagulation factors are then degraded by
cells in the liver parenchyma and removed by Kupffer cells
and other components of the reticuloendothelial system®.

THE MOST COMMON DRUGS
AFFECTING HAEMOSTASIS

The most common drugs used in daily practice are antico-
agulants and antiplatelet agents, and therefore one should
be familiar with their mechanisms of action (Fig. 4).

Oral anticoagulants

The action of oral anticoagulants results from inhib-
iting the transformation of vitamin K, which is essen-
tial for producing coagulation factors II, VIIL, IX and X
in the human body. Acenocoumarol and warfarin are cur-
rently available in Poland. In order to assess anticoagulant
activity, the parameter of prothrombin time is used. Its val-
ue is changeable, and therefore the international normal-
ized ratio (INR) has been assumed. From the practical point
of view, the important fact is that an appropriate anticoagu-
lant effect is obtained in various times following the intro-
duction of coumarin derivatives (2-7 days). One must not
forget that these drugs also exhibit opposite effects — they
have prothrombotic action resulting from the impairment
of protein C and S production (which inhibit the coagu-
lation process). This might be a reason for the prevalence
of the unfavourable procoagulant action over anticoagulant
action in the first few days of using these drugs®.

New oral anticoagulants

The group of new oral anticoagulants includes direct inhib-
itors of activated factor X: rivaroxaban, apixaban and dabi-
gatran — a potent, competitive and reversible direct throm-
bin inhibitor. When new oral anticoagulants are used, there
is no need for INR monitoring®.
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inhibitorem trombiny. W przypadku stosowania nowych do-
ustnych antykoagulantéw nie ma koniecznosci kontrolowa-
nia INR®),

Antykoagulanty stosowane parenteralnie

Obecnie stosuje sie nastepujace leki z tej grupy: heparyne nie-
frakcjonowang, heparyny drobnoczgsteczkowe i fondaparynuks.
Heparyna niefrakcjonowana jest mieszaning rozgatezionych
glikozaminoglikandw, ktére roznig sie masa czasteczkows,
aktywnoscig antykoagulacyjna i wladciwosciami farmakoki-
netycznymi. Heparyna wigze sie z antytrombing za po$red-
nictwem pentasacharydu o duzym powinowactwie i wywo-
tuje zmiane konformacji, prowadzaca do przemiany wolno
dzialajacej antytrombiny w bardzo szybki inhibitor. Anty-
trombina taczy sie kowalencyjnie z czynnikami krzepnigcia,
a heparyna odfgcza si¢ od tego kompleksu i moze by¢ po-
nownie wykorzystana. Kompleks heparyna-antytrombina
inaktywuje szereg enzymow uktadu krzepnigcia, w tym trom-
bing (Ila) i czynniki IXa, Xa, XIa, XIIa. Sposrod nich najsilniej
hamowane sg trombina i czynnik Xa, przy czym trombina
wykazuje blisko 10-krotnie wigkszg wrazliwo$¢ na hamuja-
ce dziatanie tego kompleksu niz czynnik Xa. Aby zablokowa¢
trombine, heparyna musi si¢ zwigzac zar6wno z enzymem,
jak i z antytrombing, natomiast do unieczynnienia czynnika
Xa wystarcza przylaczenie do antytrombiny. Stosowanie he-
paryny niefrakcjonowanej we wlewie ciagtym wymaga stale-
go monitorowania czasow krzepniecia, w zwiazku z czym jest
mozliwe jedynie w lecznictwie zamknietym.

Heparyny drobnoczasteczkowe o masie czasteczkowej w gra-
nicach 1000-10 000 daltonéw otrzymuje si¢ z heparyny nie-
frakcjonowanej. W Polsce stosowane sa: dalteparyna, enok-
saparyna i nadroparyna. Mechanizm dzialania heparyn
drobnoczasteczkowych polega na zwiekszeniu aktywnosci
antytrombiny we krwi. Jedna z podstawowych cech odrdz-
niajacych je od heparyny niefrakcjonowanej jest o 70-90%
mniejsze wigzanie z biatkami osocza. Dzieki temu charaktery-
zujq sie lepszg dostepnoscig biologiczng i bardziej przewidy-
walnym profilem dzialania, a co si¢ z tym wiaze — mniejszym
ryzykiem krwawienia. Zwykle nie wymagaja monitorowania
ukladu krzepniecia. Wskazaniami do monitorowania aktyw-
noéci anty-Xa sg otytos¢ i niewydolno$¢ nerek®),
Fondaparynuks to inhibitor czynnika Xa, syntetyczny ana-
log pentasacharydu wystepujacego w czasteczkach hepa-
ryny niefrakcjonowanej i heparyn drobnoczasteczkowych,
odpowiedzialnego za wigzanie antytrombiny. Jego czastecz-
ka zostata zmodyfikowana w taki sposdb, ze jej powino-
wactwo do antytrombiny jest wieksze, a czas biologiczne-
go poltrwania - dtuzszy. Fondaparynuks okoto 300-krotnie
przyspiesza tempo neutralizacji Xa przez antytrombine©).

Leki przeciwptytkowe
W tej grupie znajduja si¢ leki zmniejszajace zdolno$¢ ply-

tek krwi do zlepiania si¢ i tworzenia czopow plytkowych.
Ze wzgledu na mechanizm dziatania mozna je podzieli¢ na
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Parenteral anticoagulants

Parenteral anticoagulants used currently in practice include
unfractionated heparin, low-molecular-weight heparins and
fondaparinux.

Unfractionated heparin is a mixture of branched glycosami-
noglycans with various molecular mass values, anticoagu-
lant effects and pharmacokinetic parameters. Heparin binds
with antithrombin by pentasaccharide with a high affinity
causing a conformational change that results in the conver-
sion of slow-acting antithrombin into a very fast inhibitor.
Antithrombin attaches to coagulation factors by covalent
bonds, and heparin detaches from this complex and can be
used again. The heparin-antithrombin complex inactivates
a range of enzymes of the coagulation system, including
thrombin (ITa) and factors IXa, Xa, XIa and XIla. Throm-
bin and factor Xa undergo the strongest inhibition. Throm-
bin is nearly 10 times more sensitive to the inhibitory action
of the complex than factor Xa. In order to block thrombin,
heparin must attach both to the enzyme and antithrombin
whereas its attachment to antithrombin alone is sufficient
to inactivate factor Xa. The application of unfractionated
heparin in a continuous infusion requires constant moni-
toring of coagulation time. Such treatment is therefore pos-
sible only on the in-patient basis.

Low-molecular-weight heparins with molecular mass rang-
ing from 1,000-10,000 daltons are isolated from unfrac-
tionated heparin. Dalteparin, enoxaparin and nadropa-
rin are used in Poland. Their mechanism of action consists
in promoting antithrombin activity in blood. One of the ba-
sic features that distinguish low-molecular-weight heparins
from unfractionated heparin is 70-90% slower attachment
to plasma proteins. Thanks to this, they are characterised by
superior bioavailability and more predictable profile of ac-
tion, and thus lower risk of bleeding. Usually, it is not neces-
sary to monitor the coagulation system. The indications for
anti-Xa monitoring are obesity and renal failure®.
Fondaparinux is an inhibitor of factor Xa. It is a synthetic
analogue of pentasaccharide found in unfractionated hepa-
rin and low-molecular-weight heparins. Fondaparinux is re-
sponsible for binding antithrombin. Its molecule has been
modified in order to increase its affinity to antithrombin
and lengthen its biologic half-life. Fondaparinux accelerates
the neutralisation of factor Xa by antithrombin by 300-fold®.

Antiplatelet drugs

This group includes drugs that decrease platelet aggrega-
tion and creation of platelet plugs. Based on the mechanism
of action, antiplatelet drugs can be divided into two groups:
drugs acting through the metabolism of arachidonic acid
and acting on the platelet membrane receptors.

Acetylsalicylic acid (ASA) decreases platelet activation
by inhibiting cyclooxygenase (COX) thus disturbing ar-
achidonic acid transformation. The most important ef-
fect of ASA is the restriction of thromboxane A, synthesis
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dwie grupy: leki dzialajace przez metabolizm kwasu arachi-
donowego i dzialajace na receptory blonowe plytek krwi.
Kwas acetylosalicylowy (ASA) zmniejsza aktywacje plytek
za sprawg hamowania cyklooksygenazy (COX) - zaburza
w ten sposob przemiany kwasu arachidonowego. Najwaz-
niejszym skutkiem dzialania ASA jest ograniczenie syntezy
tromboksanu A, w ptytkach; tromboksan A, to staby ago-
nista blonowych receptoréw ptytkowych. Co wazne, ASA
nie blokuje agregacji ptytek w odpowiedzi na silnych ago-
nistow (jak kolagen lub trombina), co ma znaczenie w przy-
padku uszkodzenia $ciany naczynia. Dodatkowo ASA osta-
bia odpowied? zapalng organizmu'”.

Plytkowy receptor btonowy P,Y,, odgrywa kluczowg role
w zaleznym od ADP procesie aktywacji plytek krwi. W Pol-
sce s3 obecnie dostepne trzy leki dzialajace na ten proces:
tiklopidyna, klopidogrel i prasugrel (proleki aktywowane
w watrobie). Wigzg sie one z receptorem w sposob nieod-
wracalny®19),

Receptory GP II/1IIa sg receptorami dla fibrynogenu, czyn-
nika von Willebranda innych czgsteczek adhezyjnych.
Obecnie dostepny jest w Polsce tylko jeden lek hamujacy
aktywnos¢ tego receptora: abcyksymab, przeciwcialo mo-
noklonalne skierowane przeciwko receptorowi. Znajduje
zastosowanie w kardiologii — w leczeniu ostrych zespotéw
wienicowych!819),

Konflikt interesow

Autorka nie zgtasza zadnych finansowych ani osobistych powigzat z in-
nymi osobami lub organizacjami, ktore moglyby negatywnie wplyng¢ na
tres¢ publikacji oraz rosci¢ sobie prawo do tej publikacji.
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