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SAZETAK. Cilj: Vecina neinvazivnih metoda (modela) za predikciju i dijagnosticiranje jetrene
ciroze komplicirana je i nedovoljno osjetljiva, stoga je cilj istraZivanja opisanog u ovome radu
bio odrediti proteinski profil seruma koji je karakteristican za cirozu jetara te na temelju takvog
profila razviti proteomski model za neinvazivno dijagnosticiranje ciroze jetara. Metode: Protei-
ni izolirani iz seruma Cetrdeset Sest bolesnika s kroni¢nim hepatitisom B kvantitativno su pro-
filirani uz pomo¢ metode SELDI-mikrocipova (engl. surface-enhanced laser desorption/ioniza-
tion protein chip arrays). Dobiveni proteinski profili bili su u direktnoj korelaciji s cirozom
jetara te su upotrijebljeni u izradi tzv. modela mreZe neurona (engl. artificial neural network,
ANN), na temelju kojeg se moze izracunati indeks fibroze s vrijednostima od 0 do 6. Rezultati:
Vrijednosti koje su dobivene nakon analize trideset seruma pokazale su kako su proteinski pro-
fili u znacajnoj korelaciji sa stupnjem fibroze. Zakljuéak: 1z seruma bolesnika s fiborozom jetara
moguce je dobiti jedinstven proteinski profil karakteristican za ovo patolosko stanje. Indeks fi-
broze ANN koji je dobiven na temelju proteinskog profila mozZe ukazati na razli¢ite stupnjeve
fibroze, te se na taj nacin neinvazivnom metodom mogu jednako dobro predvidjeti i fibroza i
ciroza kod bolesnika zarazenih hepatitisom B.

Kljuéne rijeci: ciroza jetara, hepatitis B, mikroCip, proteinski profil, SELDI

ABSTRACT. Aim: Most noninvasive predictive models of liver fibrosis are complicated and
have suboptimal sensitivity. The study described in this paper was designed to identify se-
rum proteomic signatures associated with liver fibrosis and to develop a proteome-based
fingerprinting model for prediction of liver fibrosis. Methods: Serum proteins from 46 pa-
tients with chronic liver hepatitis B were profiled quantitatively on surface-enhanced laser
desorption/ionization proteinChip arrays. This liver fibrosis-associated proteomic fingerprint
was used to construct an artificial neural network (ANN) model that produced a fibrosis in-
dex with a range of 0-6. Results: Values for 30 serum proteomic features were significantly
associated with the degree of fibrosis. Conclusions: A unique serum proteomic fingerprint is
present in the sera of patients with fibrosis. An ANN fibrosis index derived from this finger-
print could differentiate between different stages of fibrosis and predict fibrosis and cirrho-
sis in chronic hepatitis B.

Keywords: hepatitis B, liver cirrhosis, protein profile, proteinchip arrays, SELDI
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uvoD

Fibroza jetara prisutna je kod mnogih kroni¢nih

zultata razviti neinvazivni proteomski model za
predvidanje i dijagnostiku jetrene fibroze i ciroze
kod bolesnika zarazenih kroni¢nim hepatitisom B.

MATERUJALI

UZORCI

oboljenja jetara, a njezina glavna odlika je preko-
mjerno stvaranje kolagena i proteina izvanstanic-
nog matriksa. Kod odredenog broja bolesnika s
cirozom jetara zaraZenih kroni¢nim hepatitisom B

ili hepatitisom C razvija se i primarni tumor jeta- Uzorci biopsije jetara dobiveni su od bolesnika s

ra*. Uznapredovala fibroza uzrokuje cirozu, por- kroniénim hepatitisom B. Takoder su bili ukljuceni

talnu hipertenziju i zatajenje rada jetara, sto u i bolesnici na koje se prema laboratorijskim i radi-

konacnici zahtijeva transplantaciju®. Danas se olozkim nalazima sumnjalo da imaju oboljenje je-

smatra kako su jetrene fibroze i ciroze reverzibil-

ne, stoga je to¢na dijagnoza vazna za lije€enje bo- . . .. Ly
Implementacija metode proteinskog cipa u klinicku

praksu moguca je, te ¢e u buducnosti zamijeniti invaziv-
ne metode dijagnosticiranja, primjerice metodu biopsi-
je. Rezultati koji su dobiveni analizom seruma bolesnika
s kroni¢nom infekcijom hepatitisa B oboljelih od jetrene
fibroze i ciroze uz pomo¢ proteinskih Cipova pouzdani

lesnika oboljelih od kroni¢nog hepatitisa B i hepa-
titisa C3. Histoloska analiza dobivena biopsijom
jetara danas predstavlja metodu odabira za odre-
divanje stupnja fibroze, iako su njezine glavne
mane invazivnost, rizicnost i varijabilnost medu
uzorcima®*®. Dijagnosticka preciznost, naime, ovisi

o veli¢ini uzorka dobivenog biopsijom®¢, stoga se
u novije vrijeme mnogo paznje pridaje neinvaziv-
noj metodi analize seruma bolesnika oboljelih od
ciroze jetara. Forns i sur. su, primjerice, razvili su-
stav indeksiranja fibroze koji se temelji na staro-
snoj dobi bolesnika, broju trombocita, koli¢ini ko-
lesterola i koncentraciji y-glutamiltransferaze u
serumu’. Sli¢éne nacine indeksiranja su razvile i
druge skupine istrazivaca. Analize seruma se sto-
ga uspjesno mogu koristiti za odredivanje i prace-
nje jetrenih fibroza kod bolesnika s kroni¢nim he-
patitisom C, a sli¢ni modeli se koriste i za kronicni
hepatitis B, stoga bi analiza citavog proteoma se-
ruma mogla pomoci u razjasnjavanju mehaniza-
ma ciroze jetara i fibroze, kao i omoguciti prona-
lazak novih modaliteta lijeCenja. Naime, uz
pomoc¢ globalne proteomske analize te uspored-
bom uzoraka seruma iz oboljelih i zdravih bole-
snika moguce je pronadi biomarkere seruma za
bolesti jetara. Tzv. SELDI-mikroCip tehnologija
(engl. surface-enhanced laser desorption/ioniza-
tion protein chip arrays) proteomska je metoda
koja se primjenjuje u dijagnosticke svrhe, te je
pogodna i za analizu proteomskog profila seruma
bolesnika oboljelih od razli¢itih bolesti, ukljucuju-
¢i tumorske bolesti i infektivne bolesti. Cilj istrazi-
vanja opisanog u ovome radu bio je odrediti pro-
teinski sastav (profil) seruma koji je karakteristican
za razli¢ite stupnjeve ciroze jetara uz pomo¢ me-
tode SELDI-mikrocip, te na temelju dobivenih re-
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tara. Svi bolesnici u vrijeme prikupljanja uzoraka
nisu bili podvrgnuti nikakvom lijecenju te su imali
dijagnosticirane sli¢ne stadije bolesti. Prije same
biopsije, bolesnicima je izvadena i krv. Bolesnici
nisu konzumirali hranu Sest sati prije davanja krvi.
Serumi su pohranjeni na -70 °C prije SELDI-Cip
analize. Za analizu su nasumicno izabrani uzorci
seruma od 46 bolesnika (35 muskaraca i 11 Zena
prosjecne starosti 48,3 godine).

HEMATOLOSKI | BIOKEMIJSKI TESTOVI

Kompletne krvne analize i koagulacijski testovi za
svih 46 bolesnika napravljeni su na dan biopsije.
Pri tome se koristio brojac krvnih stanica GEN-S i
analizator Amax Mechanical CS 190 Coagulation
Analyser (Sigma Diagnostics). Na dan biopsije kod
30 bolesnika napravljen je test funkcije jetara. Kon-
centracije bilirubina, ukupnih proteina, albumina,
alanin transaminaze (ALT) i alkalne fosfataze (ALP)
izmjerene su s kemoiluminometrijskim imunote-
stom (ACS 180 anallyzer, Chiron Diagnostics).

HISTOLOSKO BOJANJE

Biopsije jetara su radene nozevima Temno, velici-
ne 16 (Bauer Medical). Uzorci su fiksirani u for-
malinu, uklopljeni u parafin i bojani metodom
hematoksili-eozin. Fibroza jetara odredena je uz
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pomoc Ishakovog proracuna prema kojem je 10
bolesnika imalo minimalnu fibrozu, 9 bolesnika
blagu fibrozu, 10 bolesnika umjerenu fibrozu te 8
bolesnika tesku fibrozu i nepotpunu cirozu, dok je
9 bolesnika imalo cirozu.

PROTEOMSKO PROFILIRANJE SERUMA

Uzorci seruma analizirani su pomodu sustava za
SELDI-Cip (Ciphergen Biosystems). Dobiveni su
kvantitativni proteomski profili s molekulskim ma-
sama od 0.9 do 250 kDa. Svi uzorci analizirani su
naslijepo bez prethodne kvalifikacije o stupnju fi-
broze. Ukratko, 2ul svakog uzorka denaturirano je
u 4 ul otopine U9 (9 mol/L urea; 20 g/L CHAPS, 50
mmol/ Tris-HCL, pH 9) te potom razrijedeno s 34
ul vezujuceg pufera T4 (50 mmol/natij acetat, 1
ml/L Triton X-100 pH 4) ili vezujucéeg pufera T9 (10
mmol/L Tris, 1ml/L Triton X-100, pH 9). Protein ¢ip
CM10 prethodno je ekvilibriran dva puta po 5 min
s 5 pl vezujuceg pufera, a nakon toga je na plocicu
dodano 5 pl razrijedenog uzorka u duplikatu. Uzor-
ci su inkubirani uz mijeSanje na sobnoj temperatu-
ri 90 min, nakon ¢ega je svaka ploCica isprana 5
puta vezujuéim puferom te isprana dva puta deio-
niziranom vodom. Nakon susenja na zraku na uzor-
ke je nanesen matriks. Signal na proteinskom cipu
ocitan je uz pomoc Citaca PBS I, a proteinski vrsko-
vi su identificirani i kvantificirani uz pomoc¢ progra-
ma Ciphergen Biomarker Wizard.

IDENTIFIKACIJA PROTEINSKIH
KARAKTERISTIKA POVEZANIH SA STANJEM
FIBROZE

Za identificiranje proteinskih karakteristika pove-
zanih s fibrozom koristeni su sljedeci kriteriji: a)
normalizirane gustoce proteinskih vrskova mora-
le su biti znacajno vise/nize kod bolesnika s tipic-
nom fibrozom/cirozom nego kod bolesnika s mi-
nimalnom fibrozom; b) normalizirane gustoce
proteinskih vrSkova moraju korelirati sa stupnjem
bolesti.

PREDIKTIVNI MODEL NEURONSKE MREZE

Na temelju dobivenih podataka modelirana je ne-
uronska mreza (engl. artificial neural network,
ANN) za predikciju jetrene fibroze. Dva su modela
ANN razvijena na temelju dobivenih proteomskih
rezultata koje je bilo moguce povezati s cirozom
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jetara. Prvi se model temelji na proteinskim re-
zultatima kao ulaznoj varijabli, dok drugi model
ukljuCuje i parametre kao sto su dob, spol, broj
trombocita, broj leukocita, hemoglobin, djelomic-
no vrijeme aktivacije tromboplastina, koncentra-
ciju bilirubina, koncentraciju proteina, koncentra-
ciju albumina, koncentraciju alanin transaminaze
(ALT), koncentraciju alkalne fosfataze (ALP) i kon-
centraciju a-fetoproteina.

STATISTICKA ANALIZA

Korelacija izmedu Ishakovih pogodaka (engl. sco-
res) i fibroznog indeksa odredenog uz pomod
ANN utvrdena je uz pomo¢ Spearmanovog kore-
lacijskog testa. Bolesnici su podijeljeni u pet stu-
dijskih skupina: minimalna fibroza (Ishakov pogo-
dak = 1), blaga fibroza (Ishakov pogodak = 2),
umjerena fibroza (Ishakov pogodak = 3 ili 4), tes-
ka fibroza i nepotpuna ciroza (Ishakov pogodak =
5) te ciroza (Ishakov pogodak = 6).

REZULTATI

PROTEOMSKI PROFIL SERUMA POVEZAN SA
STUPNJEM BOLESTI

U serumu je identificirano 749 vrsta proteina: 383
je identificirano uz pomoc¢ vezujuéeg pufera pH 4
dok je 411 identificirano uz pomoc¢ vezujuceg pu-
fera pH 9. Od ukupnog broja proteina 31 protein
imao je povecanu ekspresiju dok je 50 proteina
imalo smanjenu ekspresiju u skupini bolesnika s
tipicnom fibrozom/cirozom. Od 81 proteina, 6
proteina pokazalo je pozitivhu korelaciju sa stup-
njem fibroze, dok je 24 proteina imalo negativnu
korelaciju sa stupnjem fibroze. Upravo su ti pro-
teini iskoristeni za utvrdivanje proteomskog pro-
fila koji je karakteristican za fibrozu.

KORELACIJA UPALE S FUNKCIJOM JETARA

Od ukupnog broja proteina koji su imali negativ-
nu ili pozitivnu korelaciju sa stupnjem fibroze (n =
30), 4 proteina bila su u pozitivnoj korelaciji s
koncentracijom albumina, 6 proteina imalo je ne-
gativnu korelaciju s parcijalnim vremenom aktiv-
nosti tromboplastina, dok ih je ukupno 9 bilo u
negativnoj korelaciji s Medunarodnim normaliza-
cijskim omjerom (engl. International Normalized
Ratio). Nakon zavrsne obrade pokazalo se kako je
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14 proteina u pozitivnoj korelaciji s funkcijom je-
tara. Samo je jedan protein, medutim, pokazao
pozitivnu korelaciju s koncentracijom ALT, iako taj
isti protein nije korelirao s markerima funkcije je-
tara. Nijedna od proteomskih karakteristika nije
korelirala s koncentracijom ALP. Zaklju¢no, 50%
proteina koji su se mogli povezati s fibrozom jeta-
ra nije bilo moguce dovesti u pozitivhu korelaciju
s funkcijom jetara i upalom.

KORELACIJA FIBROZNOG INDEKSA ANN SA
STUPNJEM FIBROZE

Za odredivanje stupnja fibroze razvijena su dva
modela ANN uz pomoc kojih se utvrdio tzv. fibro-
zni indeks ANN. Prvi model temeljio se na prote-
omskim podacima kao ulaznim varijablama, dok
je drugi model osim proteinskih rezultata u obzir
uzimao klini¢ke i laboratorijske vrijednosti za sva-
kog pojedinog bolesnika. Za svaku je ulaznu vari-
jablu prethodno odredena tzv. relativna vaznost
u modelima te je shodno tome za svaki model
odabrano ukupno deset varijabli. Za evaluaciju
oba modela ANN, fibrozni indeks ANN podvrgnut
je pojedinacnoj unakrsnoj validaciji. Distribucijske
vrijednosti fibroznog indeksa ANN dobivene uz
pomoc¢ oba modela bile su vrlo slicne. Naime, sta-
tisticke su analize potvrdile kako se fibrozni in-
deksi ANN znacajno razlikuju izmedu skupina bo-
lesnika s obzirom na status fibroze, odnosno, za
oba modela ANN postoji snazna pozitivna korela-
cija izmedu fibroznog indeksa ANN i Ishakovih
pogodaka. Ovi rezultati pokazuju kako su fibrozni
indeksi ANN u visokoj korelaciji sa stupnjem fi-
broze te kako su oni znacajno razli¢iti kod bole-
snika koji su razvili razlicite stupnjeve fibroze.

FIBROZNI INDEKS ANN MOZE POSLUZITI ZA
PREDVIDANIJE FIBROZE | CIROZE

Analiza ROC (engl. eceiver operating characteri-
stic) pokazala je kako je fibrozni indeks ANN dobi-
ven iz proteinskog profila seruma bolesnika (ANN
model 1) bio u velikom postotku u skladu s rezul-
tatima biopsije, te je, dakle, imao visoku predik-
tivnu i dijagnosticku vrijednost. Zanimljivo je, ali i
ocekivano, da se toc¢nost predikcije povecéavala sa
stupnjem fibroze. Svi su slucajevi s teSkom fibro-
zom, naime, tocno dijagnosticirani. Analiza ROC
pokazala je kako ukljucivanje u prora¢un parame-
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tara poput ALT, ukupnih proteina, bilirubina, he-
moglobina i Medunarodnim normalizacijskim
omjerom kao ulaznih varijabli znatno poboljsava
dijagnosticku snagu modela ANN.

RASPRAVA | ZAKLJUCAK

Klasi¢na histoloska analiza biopsija jetara odli¢na
je metoda za odredivanje stupnja nekroinflama-
torne aktivnosti i utvrdivanja veli¢ine fibroze®°. No
osim relativnog troska ovakve analize, ne treba za-
nemariti i povezanost biopsije s rizikom teskih
komplikacija. Biopsija jetara stoga zasigurno ne
predstavlja metodu odabira za redovito pracenje
razvoja bolesti. U opisanom istrazivanju koje su
proveli Poon i sur. pokusala se stoga pronaci ade-
kvatna metoda za predikciju fibroze jetara kao i za
predikciju nastanka ciroze. Autori su zakljucili kako
je upravo neinvazivna analiza proteinskog profila
ekspresije u serumu odgovarajuca neinvazivna me-
toda za dijagnosticiranje fibroze i ciroze'. IstraZiva-
nje je pokazalo kako se trideset proteina seruma
moZe direktno povezati s fibrozom jetara. Potreb-
no je, medutim, provesti dodatna istraZivanja kako
bi se utvrdio toc¢an identitet proteina s obzirom na
to da se uz pomoc koristene metode SELDI-Cipa
mogu identificirati samo mase proteina, odnosno
proteinski profil ekspresije. Takvu je naknadnu
analizu rezultata moguce provesti uz pomo¢ mase-
nog spektrometra MALDI-TOFY, s obzirom na to
da svaki identificirani vrsak utvrden uz pomo¢ SEL-
DI-Cipa ima jedinstveni omjer vrijednosti mase i
naboja (m/z). Tehnologija proteinskog Cipa SELDI-
TOF, dakle, nije ucinkovita u identifikaciji proteina
kao neke druge proteinske metode, no SELDI-TOF
posjeduje prednosti koje ga Cine izuzetno zanimlji-
vim u proteomskim istraZivanjima. Prije svega, pro-
teinski Cipovi su razli¢ite kromatografske povrsine
koje omogudavaju dobro razdvajanje proteina iz
smjese s obzirom na njihova fizikalno-kemijska
svojstva. Kromatografske povrsine Cipa sastoje se
od hidrofobnih i hidrofilnih dijelova, ionskih izmje-
njivaca i vezujuc¢ih metala, a na povrsini Cipa su pri-
¢vrscena protutijela, receptori ili oligonukleotidi
koji sluze kao “mamci” za proteine iz uzorka. Bio-
loski uzorci, bilo da se radi o stani¢nim lizatima, ek-
straktima tkiva ili bioloskim tekuc¢inama, nanose se
na proteinski Cip pri ¢emu se proteini vezu na te-
melju svog kromatografskog afiniteta. Nevezani
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proteini se ispiru, a vezani se proteini analiziraju i
detektirajut!. Te osobine ¢ine metodu SELDI-TOF
izuzetno osjetljivom, Sto je idealno za analizu uzo-
raka malih volumena, te osiguravaju detekciju pro-
teina malih molekulskih masa i dobro razdvajanje
smjese proteina/skupina proteina kao i analizu ve-
likog broja uzoraka u kratkom vremenu. Ova je
metoda posebno pogodna za analizu biomarkera
jer specifi¢cno razdvajanje smjese proteina prije
analize umanjuje gubitak uzorka i omogucava ioni-
zaciju onih proteina koja ne bi bila direktno mogu-

Metoda SELDI-TOF izuzetno je osjetljiva, Sto je Cini ide-
alnom metodom za analizu uzoraka malih volumena i
detekciju proteina malih molekulskih masa, stoga ne
Cudi da se ova metoda sve vise koristi za analizu bio-
markera; specificnost i osjetljivost dijagnoze tim je veca
Sto je vedi skup dijagnostic¢kih biomarkera.

¢a u samoj smjesi*2. Metoda SELDI-TOF pokazala
se posebno uspjeSnom u otkrivanju i identifikaciji
inhibitora replikacije virusa HIV-a'®. SELDI-TOF se
takoder uspjesno primjenjuje u istrazivanju tumo-
ra i pronalazenju novih biomarkera u ekspresijskim
profilima seruma ili uzoraka tkiva oboljelih. Doka-
zano je, naime, kako je specificnost i osjetljivost
dijagnoze tim veca Sto je veci skup dijagnostic¢kih
biomarkera. Primjerice, Wright i sur. otkrili su kako
proteomski profil utvrden uz pomo¢ metode SEL-
DI-TOF ima devet proteina, te time veéu specific-
nost (97%) i osjetljivost (83%) dijagnoze tumora
prostate nego primjenom klasi¢nog dijagnosti¢kog
testa na PSA (engl. prostate specific antigene test).
Sli¢ni su rezultati dobiveni i za tumore dojke i jajni-
ka'*. Dok je proteinski profil seruma neizmjerno
vaZzan za rano otkrivanje tumora, za konacnu po-
tvrdu i odredivanje stadija koristi se tumorsko tki-
vo. Buduci da je tumorsko tkivo izuzetno heteroge-
no, potrebne su nove molekularne tehnike za
istrazivanje novih tkivnih biomarkera. Jedna od ta-
kvih metoda je i mikrodisekcija laserom (engl. laser
capture microdissection, LCM) uz pomo¢ koje je
moguce izolirati Cistu populaciju tumorskih stani-
ca. Upravo kombinacijom ovih dviju metoda utvr-
den je niz biomarkera specifi¢nih za oboljelo i zdra-
vo tkivo kao i markeri karakteristi¢ni za pojedinu
fazu razvoja tumora®?*, Metoda SELDI-TOF MS ko-
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risti se vrlo uspjesno i u istrazivanju proteinskih in-
terakcija s ostalim molekulama (protein/protein,
protein/DNA, protein/metabolit ili identifikacija
afinitetnog vezanja), pri cemu se ne mijenjaju niti
integritet niti trodimenzionalna struktura proteina.
Zaklju¢no, metoda SELDI-TOF MS uvelike ¢e pri-
donijeti boljoj dijagnostici bolesnika oboljelih od
fibroze jetara. Dva modela ANN razvijena u opisa-
nom istrazivanju predstavljaju odlican alat za pre-
dikciju fibroznog indeksa. Rezultati istraZivanja
Cvrsto dokazuju kako je algoritam ANN koristan
za predikciju fibroze i ciroze jetara na temelju pro-
teomskog profila seruma. Vazno je naglasiti kako
su potrebna dodatna istrazivanja koja bi ispitala
vrijednost modela ANN za predikciju fibroze i ci-
roze kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom B. U
ovom istrazivanju utvrdeno je kako samo polovi-
ca od trideset utvrdenih proteina ima pozitivhu
korelaciju s funkcijom jetara i upalom, sto upucu-
je na promjenu i nekih drugih fizioloskih parame-
tara. Ovakvi rezultati ne iznenaduju s obzirom na
to da je poznata Cinjenica kako fibroblasti u tkivu
ulaze u interakciju s ekstracelularnim matriksom,
pa tako i razlicitim faktorima koji mogu ali i ne
moraju biti povezani s upalom. Ti faktori su, pri-
mjerice, ishemija, serotonin, endotelin, trombin,
leptin i joS mnogi drugi'’. Oni, naime, utjeCu na
proliferaciju fibroblasta, stvaranje kolagena i sin-
tezu enzima metaloproteinaza matriksa, ekspre-
siju razlicitih receptora, parakrino i autokrino izlu-
Civanje citokina, kemokina te ostalih faktora rasta,
ukljucujudi i one direktno vezane uz regulaciju fi-
broze. Interakcije s ekstracelularnim matriksom,
posebno u trodimenzionalnom prostoru, takoder
su vrlo bitne za funkcioniranje fibroblasta u obo-
ljelom i zdravom tkivu. Uz sve navedeno, fibrobla-
sti ulaze u interakciju i s nizom stanica poput neu-
trofila, makrofaga, T-stanica, eozinofila i masnim
stanicama te su osjetljivi na Citav niz citokina i ke-
mokina koje ponekad i sami luce. KoriStenje no-
vih tehnologija, poput metode SELDI-TOF, moglo
bi pomoci u rasvjetljavanju njihove kompleksne
uloge u razli¢itim fibrozama i upalnim procesi-
ma®®, stoga bi istu tehnologiju i analiticki pristup,
kao ovaj opisan u radu, trebalo ispitati i na bole-
snicima koji boluju od razli¢itih kroni¢nih bolesti
jetara i utvrditi opéenitu povezanost pojave fibro-
ze s etiologijom bolesti.

medicina 2009, Vol. 45, No. 3, p. 286-291




M. Bujak: Proteinski ¢ipovi za predikciju jetrene fibroze i ciroze kod kroni¢ne infekcije hepatitisom B

ZAHVALA

Ovaj rad nastao je uz financijsku potporu projekta

Ministarstva znanosti, obrazovanja i Sporta 098-
0982464-2393 i projekta Fonda za zaposljavanje i
razvoj RH 14V09809.

LITERATURA

1.

Poon TCW, Hui AY, Chan HLY, Ling Ang I, Man Chow S,
Wong N et al. Prediction of liver fibrosis and cirrhosis in
chronic hepatitis B infection by serum proteomic finger-
printing: A pilot study. Clinical Chemistry 2003;51:328-35.

Bataller R, Brenner DA. Liver fibrosis. J Clin Invest
2005;115:209-18.

. Friedman SL. Liver fibrosis-from bench to bedside. J Hepa-

tol 2003;38:538-53.

Grant A, Neuberger J. Guidelines on the use of liver biop-
sy in clinical practice. British Society of gastroenterology.
Gut 1999;45:1V1-11.

Bedossa P, Dargere D, Paradis V. Sampling variability of li-
ver fibrosis in chronic hepatitis C. Hepatology
2003;38:1449-57.

Scheuer PJ. Liver biopsy size matters in chronic hepatitis
bigger is better. Hepatology 2003;38:1356-8.

Forns X, Ampurdanes S, Llovet JM, Aponte J, Quinto L,
Martinez-Bauer E et al. Identification of chronic hepatitis
C patients without hepatic fibrosis by a simple predictive
model. Hepatology 2002;36:986-92.

Soloway RD, Baggenstoss AH, Schoenfield LJ, Summerskill
WH. Observer error and samling variability tested in eva-
luation of hepatitis and cirrosis by liver biopsy. Am J Dig
Dis 1971;16:1082-6.

Dienstag JL. The role of liver biopsy in chronic hepatitis
C. Hepatology 2002;36:5152-60.

medicina 2009, Vol. 45, No. 3, p. 286-291

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Vorderwulbecke S, Cleverley S, Weinberger SR, Wiesner
A. Protein quantification by the SELDI-TOF-MS based
ProteinChip System. Nature Methods 2005;2:395.

Mazzatti DJ, Pawelec G, Longdin R, Powell JR and Fin-
Corsey RJ. SELDI-TOF-MS ProteinChip array profiling of
T-cell clones propagated in long-term culture identifies
human profilin-1 as a potential bio-marker of imunose-
nescence. Proteome science 2007;5:7.

Fontana S, De Leo G, Sedic M, Kraljevic Pavelic S, Ales-
sandro R. Proteomics in antitumor research. DDT: tech-
nologies 2006;3:441-9.

Zhang L, Yu W, He T, Yu J, Caffrey RE, Dalmasso EA et al.
Contribution of human a-defensin 1,2 and 3 to the anti-
HIV-1 activity of CD8 antiviral factor. Science Express
2002;298:995-1000.

Petricoin EF, Ardekani AM, Hitt BA, Levine PJ, Fusaro
VA, Steinberg SM et al. Use of proteomic patterns in
serume to identify ovarian cancer. Lancet 2002;
359:572-7.

Paweletz CP, Gillespie JW, Ornstein DK, Simone NL,
Brown MR, Cole KA et al. Rapid protein display profiling
of cancer progression directly from human tissue using
a protein biochip. Drug development research
2000;49:34-42.

Wright Jr GL, Cazares LH, Leung SM, Nasim SM, Adam
BL, Yip TT et al. ProteinChip surface enhanced laser de-
sorption/ionization (SELDI) mass spectrometry: A novel
proteinbiochip tehnology for detection of prostate can-
cerbiomarkers in complex protein mixtures. Prostate
cancer Prostatic Dis 1999;2:264-76.

Atamas SP. Complex regulation of tissue fibrosis. Life
science 2002;72:631-43.

Reddy G, Dalmasso EA. SELDI ProteinChip Array Techno-
logy: Protein-Based Predictive medicine and Drug Dis-

covery Applications. Journal of Biomedicine and Biote-
chnology 2003;4:237-41.

http://hrcak.srce.hr/medicina

291






