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SAŽETAK. Cilj: Većina neinvazivnih metoda (modela) za predikciju i dijagnosti ciranje jetrene 
ciroze komplicirana je i nedovoljno osjetljiva, stoga je cilj istraživanja opisanog u ovome radu 
bio odrediti  proteinski profi l seruma koji je karakteristi čan za cirozu jetara te na temelju takvog 
profi la razviti  proteomski model za neinvazivno dijagnosti ciranje ciroze jetara. Metode: Protei-
ni izolirani iz seruma četrdeset šest bolesnika s kroničnim hepati ti som B kvanti tati vno su pro-
fi lirani uz pomoć metode SELDI-mikročipova (engl. surface-enhanced laser desorpti on/ioniza-
ti on protein chip arrays). Dobiveni proteinski profi li bili su u direktnoj korelaciji s cirozom 
jetara te su upotrijebljeni u izradi tzv. modela mreže neurona (engl. arti fi cial neural network, 
ANN), na temelju kojeg se može izračunati  indeks fi broze s vrijednosti ma od 0 do 6. Rezultati : 
Vrijednosti  koje su dobivene nakon analize trideset seruma pokazale su kako su proteinski pro-
fi li u značajnoj korelaciji sa stupnjem fi broze. Zaključak: Iz seruma bolesnika s fi brozom jetara 
moguće je dobiti  jedinstven proteinski profi l karakteristi čan za ovo patološko stanje. Indeks fi -
broze ANN koji je dobiven na temelju proteinskog profi la može ukazati  na različite stupnjeve 
fi broze, te se na taj način neinvazivnom metodom mogu jednako dobro predvidjeti  i fi broza i 
ciroza kod bolesnika zaraženih hepati ti som B.

Ključne riječi: ciroza jetara, hepati ti s B, mikročip, proteinski profi l, SELDI 

ABSTRACT. Aim: Most noninvasive predicti ve models of liver fi brosis are complicated and 
have subopti mal sensiti vity. The study described in this paper was designed to identi fy se-
rum proteomic signatures associated with liver fi brosis and to develop a proteome-based 
fi ngerprinti ng model for predicti on of liver fi brosis. Methods: Serum proteins from 46 pa-
ti ents with chronic liver hepati ti s B were profi led quanti tati vely on surface-enhanced laser 
desorpti on/ionizati on proteinChip arrays. This liver fi brosis-associated proteomic fi ngerprint 
was used to construct an arti fi cial neural network (ANN) model that produced a fi brosis in-
dex with a range of 0-6. Results: Values for 30 serum proteomic features were signifi cantly 
associated with the degree of fi brosis. Conclusions: A unique serum proteomic fi ngerprint is 
present in the sera of pati ents with fi brosis. An ANN fi brosis index derived from this fi nger-
print could diff erenti ate between diff erent stages of fi brosis and predict fi brosis and cirrho-
sis in chronic hepati ti s B.
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UVOD

Fibroza jetara prisutna je kod mnogih kroničnih 
oboljenja jetara, a njezina glavna odlika je preko-
mjerno stvaranje kolagena i proteina izvanstanič-
nog matriksa. Kod određenog broja bolesnika s 
cirozom jetara zaraženih kroničnim hepati ti som B 
ili hepati ti som C razvija se i primarni tumor jeta-
ra1. Uznapredovala fi broza uzrokuje cirozu, por-
talnu hipertenziju i zatajenje rada jetara, što u 
konačnici zahti jeva transplantaciju2. Danas se 
smatra kako su jetrene fi broze i ciroze reverzibil-
ne, stoga je točna dijagnoza važna za liječenje bo-
lesnika oboljelih od kroničnog hepati ti sa B i hepa-
ti ti sa C3. Histološka analiza dobivena biopsijom 
jetara danas predstavlja metodu odabira za odre-
đivanje stupnja fi broze, iako su njezine glavne 
mane invazivnost, rizičnost i varijabilnost među 
uzorcima4,5. Dijagnosti čka preciznost, naime, ovisi 
o veličini uzorka dobivenog biopsijom5,6, stoga se 
u novije vrijeme mnogo pažnje pridaje neinvaziv-
noj metodi analize seruma bolesnika oboljelih od 
ciroze jetara. Forns i sur. su, primjerice, razvili su-
stav indeksiranja fi broze koji se temelji na staro-
snoj dobi bolesnika, broju trombocita, količini ko-
lesterola i koncentraciji γ-glutamiltransferaze u 
serumu7. Slične načine indeksiranja su razvile i 
druge skupine istraživača. Analize seruma se sto-
ga uspješno mogu koristi ti  za određivanje i praće-
nje jetrenih fi broza kod bolesnika s kroničnim he-
pati ti som C, a slični modeli se koriste i za kronični 
hepati ti s B, stoga bi analiza čitavog proteoma se-
ruma mogla pomoći u razjašnjavanju mehaniza-
ma ciroze jetara i fi broze, kao i omogućiti  prona-
lazak novih modaliteta liječenja. Naime, uz 
pomoć globalne proteomske analize te uspored-
bom uzoraka seruma iz oboljelih i zdravih bole-
snika moguće je pronaći biomarkere seruma za 
bolesti  jetara. Tzv. SELDI-mikročip tehnologija 
(engl. surface-enhanced laser desorpti on/ioniza-
ti on protein chip arrays) proteomska je metoda 
koja se primjenjuje u dijagnosti čke svrhe, te je 
pogodna i za analizu proteomskog profi la seruma 
bolesnika oboljelih od različiti h bolesti , uključuju-
ći tumorske bolesti  i infekti vne bolesti . Cilj istraži-
vanja opisanog u ovome radu bio je odrediti  pro-
teinski sastav (profi l) seruma koji je karakteristi čan 
za različite stupnjeve ciroze jetara uz pomoć me-
tode SELDI-mikročip, te na temelju dobivenih re-

zultata razviti  neinvazivni proteomski model za 

predviđanje i dijagnosti ku jetrene fi broze i ciroze 

kod bolesnika zaraženih kroničnim hepati ti som B.

MATERIJALI

UZORCI 

Uzorci biopsije jetara dobiveni su od bolesnika s 

kroničnim hepati ti som B. Također su bili uključeni 

i bolesnici na koje se prema laboratorijskim i radi-

ološkim nalazima sumnjalo da imaju oboljenje je-

Implementacija metode proteinskog čipa u kliničku 
praksu moguća je, te će u budućnosti  zamijeniti  invaziv-
ne metode dijagnosti ciranja, primjerice metodu biopsi-
je. Rezultati  koji su dobiveni analizom seruma bolesnika 
s kroničnom infekcijom hepati ti sa B oboljelih od jetrene 
fi broze i ciroze uz pomoć proteinskih čipova pouzdani 
su i reproducibilni.

tara. Svi bolesnici u vrijeme prikupljanja uzoraka 
nisu bili podvrgnuti  nikakvom liječenju te su imali 
dijagnosti cirane slične stadije bolesti . Prije same 
biopsije, bolesnicima je izvađena i krv. Bolesnici 
nisu konzumirali hranu šest sati  prije davanja krvi. 
Serumi su pohranjeni na -70 °C prije SELDI-čip 
analize. Za analizu su nasumično izabrani uzorci 
seruma od 46 bolesnika (35 muškaraca i 11 žena 
prosječne starosti  48,3 godine).

HEMATOLOŠKI I BIOKEMIJSKI TESTOVI

Kompletne krvne analize i koagulacijski testovi za 
svih 46 bolesnika napravljeni su na dan biopsije. 
Pri tome se koristi o brojač krvnih stanica GEN-S i 
analizator Amax Mechanical CS 190 Coagulati on 
Analyser (Sigma Diagnosti cs). 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 Diagnosti cs).

HISTOLOŠKO BOJANJE

Biopsije jetara su rađene noževima Temno, veliči-
ne 16 (Bauer Medical). Uzorci su fi ksirani u for-
malinu, uklopljeni u parafi n i bojani metodom 
hematoksili-eozin. Fibroza jetara određena je uz 
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pomoć Ishakovog proračuna prema kojem je 10 
bolesnika imalo minimalnu fi brozu, 9 bolesnika 
blagu fi brozu, 10 bolesnika umjerenu fi brozu te 8 
bolesnika tešku fi brozu i nepotpunu cirozu, dok je 
9 bolesnika imalo cirozu.

PROTEOMSKO PROFILIRANJE SERUMA

Uzorci seruma analizirani su pomoću sustava za 
SELDI-čip (Ciphergen Biosystems). Dobiveni su 
kvanti tati vni proteomski profi li s molekulskim ma-
sama od 0.9 do 250 kDa. Svi uzorci analizirani su 
naslijepo bez prethodne kvalifi kacije o stupnju fi -
broze. Ukratko, 2μl svakog uzorka denaturirano je 
u 4 μl otopine U9 (9 mol/L urea; 20 g/L CHAPS, 50 
mmol/ Tris-HCL, pH 9) te potom razrijeđeno s 34 
μl vezujućeg pufera T4 (50 mmol/nati j acetat, 1 
ml/L Triton X-100 pH 4) ili vezujućeg pufera T9 (10 
mmol/L Tris, 1ml/L Triton X-100, pH 9). Protein čip 
CM10 prethodno je ekvilibriran dva puta po 5 min 
s 5 μl vezujućeg pufera, a nakon toga je na pločicu 
dodano 5 μl razrijeđenog uzorka u duplikatu. Uzor-
ci su inkubirani uz miješanje na sobnoj temperatu-
ri 90 min, nakon čega je svaka pločica isprana 5 
puta vezujućim puferom te isprana dva puta deio-
niziranom vodom. Nakon sušenja na zraku na uzor-
ke je nanesen matriks. Signal na proteinskom čipu 
očitan je uz pomoć čitača PBS II, a proteinski vrško-
vi su identi fi cirani i kvanti fi cirani uz pomoć progra-
ma Ciphergen Biomarker Wizard.

IDENTIFIKACIJA PROTEINSKIH 
KARAKTERISTIKA POVEZANIH SA STANJEM 
FIBROZE 

Za identi fi ciranje proteinskih karakteristi ka pove-
zanih s fi brozom korišteni su sljedeći kriteriji: a) 
normalizirane gustoće proteinskih vrškova mora-
le su biti  značajno više/niže kod bolesnika s ti pič-
nom fi brozom/cirozom nego kod bolesnika s mi-
nimalnom fi brozom; b) normalizirane gustoće 
proteinskih vrškova moraju korelirati  sa stupnjem 
bolesti .

PREDIKTIVNI MODEL NEURONSKE MREŽE

Na temelju dobivenih podataka modelirana je ne-
uronska mreža (engl. arti fi cial neural network, 
ANN) za predikciju jetrene fi broze. Dva su modela 
ANN razvijena na temelju dobivenih proteomskih 
rezultata koje je bilo moguće povezati  s cirozom 

jetara. Prvi se model temelji na proteinskim re-
zultati ma kao ulaznoj varijabli, dok drugi model 
uključuje i parametre kao što su dob, spol, broj 
trombocita, broj leukocita, hemoglobin, djelomič-
no vrijeme akti vacije tromboplasti na, koncentra-
ciju bilirubina, koncentraciju proteina, koncentra-
ciju albumina, koncentraciju alanin transaminaze 
(ALT), koncentraciju alkalne fosfataze (ALP) i kon-
centraciju α-fetoproteina.

STATISTIČKA ANALIZA

Korelacija između Ishakovih pogodaka (engl. sco-
res) i fi broznog indeksa određenog uz pomoć 
ANN utvrđena je uz pomoć Spearmanovog kore-
lacijskog testa. Bolesnici su podijeljeni u pet stu-
dijskih skupina: minimalna fi broza (Ishakov pogo-
dak = 1), blaga fi broza (Ishakov pogodak = 2), 
umjerena fi broza (Ishakov pogodak = 3 ili 4), teš-
ka fi broza i nepotpuna ciroza (Ishakov pogodak = 
5) te ciroza (Ishakov pogodak = 6).

REZULTATI

PROTEOMSKI PROFIL SERUMA POVEZAN SA 
STUPNJEM BOLESTI

U serumu je identi fi cirano 749 vrsta proteina: 383 
je identi fi cirano uz pomoć vezujućeg pufera pH 4 
dok je 411 identi fi cirano uz pomoć vezujućeg pu-
fera pH 9. Od ukupnog broja proteina 31 protein 
imao je povećanu ekspresiju dok je 50 proteina 
imalo smanjenu ekspresiju u skupini bolesnika s 
ti pičnom fi brozom/cirozom. Od 81 proteina, 6 
proteina pokazalo je poziti vnu korelaciju sa stup-
njem fi broze, dok je 24 proteina imalo negati vnu 
korelaciju sa stupnjem fi broze. Upravo su ti  pro-
teini iskorišteni za utvrđivanje proteomskog pro-
fi la koji je karakteristi čan za fi brozu.

KORELACIJA UPALE S FUNKCIJOM JETARA

Od ukupnog broja proteina koji su imali negati v-
nu ili poziti vnu korelaciju sa stupnjem fi broze (n = 
30), 4 proteina bila su u poziti vnoj korelaciji s 
koncentracijom albumina, 6 proteina imalo je ne-
gati vnu korelaciju s parcijalnim vremenom akti v-
nosti  tromboplasti na, dok ih je ukupno 9 bilo u 
negati vnoj korelaciji s Međunarodnim normaliza-
cijskim omjerom (engl. Internati onal Normalized 
Rati o). Nakon završne obrade pokazalo se kako je 
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14 proteina u poziti vnoj korelaciji s funkcijom je-
tara. Samo je jedan protein, međuti m, pokazao 
poziti vnu korelaciju s koncentracijom ALT, iako taj 
isti  protein nije korelirao s markerima funkcije je-
tara. Nijedna od proteomskih karakteristi ka nije 
korelirala s koncentracijom ALP. Zaključno, 50% 
proteina koji su se mogli povezati  s fi brozom jeta-
ra nije bilo moguće dovesti  u poziti vnu korelaciju 
s funkcijom jetara i upalom.

KORELACIJA FIBROZNOG INDEKSA ANN SA 
STUPNJEM FIBROZE 

Za određivanje stupnja fi broze razvijena su dva 
modela ANN uz pomoć kojih se utvrdio tzv. fi bro-
zni indeks ANN. Prvi model temeljio se na prote-
omskim podacima kao ulaznim varijablama, dok 
je drugi model osim proteinskih rezultata u obzir 
uzimao kliničke i laboratorijske vrijednosti  za sva-
kog pojedinog bolesnika. Za svaku je ulaznu vari-
jablu prethodno određena tzv. relati vna važnost 
u modelima te je shodno tome za svaki model 
odabrano ukupno deset varijabli. Za evaluaciju 
oba modela ANN, fi brozni indeks ANN podvrgnut 
je pojedinačnoj unakrsnoj validaciji. Distribucijske 
vrijednosti  fi broznog indeksa ANN dobivene uz 
pomoć oba modela bile su vrlo slične. Naime, sta-
ti sti čke su analize potvrdile kako se fi brozni in-
deksi ANN značajno razlikuju između skupina bo-
lesnika s obzirom na status fi broze, odnosno, za 
oba modela ANN postoji snažna poziti vna korela-
cija između fi broznog indeksa ANN i Ishakovih 
pogodaka. Ovi rezultati  pokazuju kako su fi brozni 
indeksi ANN u visokoj korelaciji sa stupnjem fi -
broze te kako su oni značajno različiti  kod bole-
snika koji su razvili različite stupnjeve fi broze.

FIBROZNI INDEKS ANN MOŽE POSLUŽITI ZA 
PREDVIĐANJE FIBROZE I CIROZE 

Analiza ROC (engl. eceiver operati ng characteri-
sti c) pokazala je kako je fi brozni indeks ANN dobi-
ven iz proteinskog profi la seruma bolesnika (ANN 
model 1) bio u velikom postotku u skladu s rezul-
tati ma biopsije, te je, dakle, imao visoku predik-
ti vnu i dijagnosti čku vrijednost. Zanimljivo je, ali i 
očekivano, da se točnost predikcije povećavala sa 
stupnjem fi broze. Svi su slučajevi s teškom fi bro-
zom, naime, točno dijagnosti cirani. Analiza ROC 
pokazala je kako uključivanje u proračun parame-

tara poput ALT, ukupnih proteina, bilirubina, he-
moglobina i Međunarodnim normalizacijskim 
omjerom kao ulaznih varijabli znatno poboljšava 
dijagnosti čku snagu modela ANN.

RASPRAVA I ZAKLJUČAK

Klasična histološka analiza biopsija jetara odlična 
je metoda za određivanje stupnja nekroinfl ama-
torne akti vnosti  i utvrđivanja veličine fi broze8,9. No 
osim relati vnog troška ovakve analize, ne treba za-
nemariti  i povezanost biopsije s rizikom teških 
komplikacija. Biopsija jetara stoga zasigurno ne 
predstavlja metodu odabira za redovito praćenje 
razvoja bolesti . U opisanom istraživanju koje su 
proveli Poon i sur. pokušala se stoga pronaći ade-
kvatna metoda za predikciju fi broze jetara kao i za 
predikciju nastanka ciroze. Autori su zaključili kako 
je upravo neinvazivna analiza proteinskog profi la 
ekspresije u serumu odgovarajuća neinvazivna me-
toda za dijagnosti ciranje fi broze i ciroze1. Istraživa-
nje je pokazalo kako se trideset proteina seruma 
može direktno povezati  s fi brozom jetara. Potreb-
no je, međuti m, provesti  dodatna istraživanja kako 
bi se utvrdio točan identi tet proteina s obzirom na 
to da se uz pomoć korištene metode SELDI-čipa 
mogu identi fi cirati  samo mase proteina, odnosno 
proteinski profi l ekspresije. Takvu je naknadnu 
analizu rezultata moguće provesti  uz pomoć mase-
nog spektrometra MALDI-TOF10, s obzirom na to 
da svaki identi fi cirani vršak utvrđen uz pomoć SEL-
DI-čipa ima jedinstveni omjer vrijednosti  mase i 
naboja (m/z). Tehnologija proteinskog čipa SELDI-
TOF, dakle, nije učinkovita u identi fi kaciji proteina 
kao neke druge proteinske metode, no SELDI-TOF 
posjeduje prednosti  koje ga čine izuzetno zanimlji-
vim u proteomskim istraživanjima. Prije svega, pro-
teinski čipovi su različite kromatografske površine 
koje omogućavaju dobro razdvajanje proteina iz 
smjese s obzirom na njihova fi zikalno-kemijska 
svojstva. Kromatografske površine čipa sastoje se 
od hidrofobnih i hidrofi lnih dijelova, ionskih izmje-
njivača i vezujućih metala, a na površini čipa su pri-
čvršćena protuti jela, receptori ili oligonukleoti di 
koji služe kao “mamci” za proteine iz uzorka. Bio-
loški uzorci, bilo da se radi o staničnim lizati ma, ek-
strakti ma tkiva ili biološkim tekućinama, nanose se 
na proteinski čip pri čemu se proteini vežu na te-
melju svog kromatografskog afi niteta. Nevezani 
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proteini se ispiru, a vezani se proteini analiziraju i 
detekti raju11. Te osobine čine metodu SELDI-TOF 
izuzetno osjetljivom, što 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 čno razdvajanje smjese proteina prije 
analize umanjuje gubitak uzorka i omogućava ioni-
zaciju onih proteina koja ne bi bila direktno mogu-

risti  se vrlo uspješno i u istraživanju proteinskih in-
terakcija s ostalim molekulama (protein/protein, 
protein/DNA, protein/metabolit ili identi fi kacija 
afi nitetnog vezanja), pri čemu se ne mijenjaju niti  
integritet niti  trodimenzionalna struktura proteina. 
Zaključno, metoda SELDI-TOF MS uvelike će pri-
donijeti  boljoj dijagnosti ci bolesnika oboljelih od 
fi broze jetara. Dva modela ANN razvijena u opisa-
nom istraživanju predstavljaju odličan alat za pre-
dikciju fi broznog indeksa. Rezultati  istraživanja 
čvrsto dokazuju kako je algoritam ANN koristan 
za predikciju fi broze i ciroze jetara na temelju pro-
teomskog profi la seruma. Važno je naglasiti  kako 
su potrebna dodatna istraživanja koja bi ispitala 
vrijednost modela ANN za predikciju fi broze i ci-
roze kod bolesnika s kroničnim hepati ti som B. U 
ovom istraživanju utvrđeno je kako samo polovi-
ca od trideset utvrđenih proteina ima poziti vnu 
korelaciju s funkcijom jetara i upalom, što upuću-
je na promjenu i nekih drugih fi zioloških parame-
tara. Ovakvi rezultati  ne iznenađuju s obzirom na 
to da je poznata činjenica kako fi broblasti  u tkivu 
ulaze u interakciju s ekstracelularnim matriksom, 
pa tako i različiti m faktorima koji mogu ali i ne 
moraju biti  povezani s upalom. Ti faktori su, pri-
mjerice, ishemija, serotonin, endotelin, trombin, 
lepti n i još mnogi drugi17. Oni, naime, utječu na 
proliferaciju fi broblasta, stvaranje kolagena i sin-
tezu enzima metaloproteinaza matriksa, ekspre-
siju različiti h receptora, parakrino i autokrino izlu-
čivanje citokina, kemokina te ostalih faktora rasta, 
uključujući i one direktno vezane uz regulaciju fi -
broze. Interakcije s ekstracelularnim matriksom, 
posebno u trodimenzionalnom prostoru, također 
su vrlo bitne za funkcioniranje fi broblasta u obo-
ljelom i zdravom tkivu. Uz sve navedeno, fi brobla-
sti  ulaze u interakciju i s nizom stanica poput neu-
trofi la, makrofaga, T-stanica, eozinofi la i masnim 
stanicama te su osjetljivi na čitav niz citokina i ke-
mokina koje ponekad i sami luče. Korištenje no-
vih tehnologija, poput metode SELDI-TOF, moglo 
bi pomoći u rasvjetljavanju njihove kompleksne 
uloge u različiti m fi brozama i upalnim procesi-
ma18, stoga bi istu tehnologiju i analiti čki pristup, 
kao ovaj opisan u radu, trebalo ispitati  i na bole-
snicima koji boluju od različiti h kroničnih bolesti  
jetara i utvrditi  općenitu povezanost pojave fi bro-
ze s eti ologijom bolesti .

Metoda SELDI-TOF izuzetno je osjetljiva, što je čini ide-
alnom metodom za analizu uzoraka malih volumena i 
detekciju proteina malih molekulskih masa, stoga ne 
čudi da se ova metoda sve više koristi  za analizu bio-
markera; specifi čnost i osjetljivost dijagnoze ti m je veća 
što je veći skup dijagnosti čkih biomarkera.

ća u samoj smjesi12. Metoda SELDI-TOF pokazala 
se posebno uspješnom u otkrivanju i identi fi kaciji 
inhibitora replikacije virusa HIV-a13. SELDI-TOF se 
također uspješno primjenjuje u istraživanju tumo-
ra i pronalaženju novih biomarkera u ekspresijskim 
profi lima seruma ili uzoraka tkiva oboljelih. Doka-
zano je, naime, kako je specifi čnost i osjetljivost 
dijagnoze ti m veća što je veći skup dijagnosti čkih 
biomarkera. Primjerice, Wright i sur. otkrili su kako 
proteomski profi l utvrđen uz pomoć metode SEL-
DI-TOF ima devet proteina, te ti me veću specifi č-
nost (97%) i osjetljivost (83%) dijagnoze tumora 
prostate nego primjenom klasičnog dijagnosti čkog 
testa na PSA (engl. prostate specifi c anti gene test). 
Slični su rezultati  dobiveni i za tumore dojke i jajni-
ka14. Dok je proteinski profi l seruma neizmjerno 
važan za rano otkrivanje tumora, za konačnu po-
tvrdu i određivanje stadija koristi  se tumorsko tki-
vo. Budući da je tumorsko tkivo izuzetno heteroge-
no, potrebne su nove molekularne tehnike za 
istraživanje novih tkivnih biomarkera. Jedna od ta-
kvih metoda je i mikrodisekcija laserom (engl. laser 
capture microdissecti on, LCM) uz pomoć koje je 
moguće izolirati  čistu populaciju tumorskih stani-
ca. Upravo kombinacijom ovih dviju metoda utvr-
đen je niz biomarkera specifi čnih za oboljelo i zdra-
vo tkivo kao i markeri karakteristi čni za pojedinu 
fazu razvoja tumora15,16. Metoda SELDI-TOF MS ko-
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