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ИЗВЕШТАЈ

А) Приказ садржаја докторске дисертације

Докторска дисертација др Миодрага Стаменковића написана је на укупно 161
страна и подељена је на следећа поглавља: увод, циљеви, материјал и методе,
резултати, дискусија, закључци и литература. У дисертацији се налази укупно 21
табела, 11 графикона и 35 слика. Докторска дисертација садржи сажетак на српском



и енглеском језику, биографију кандидата, податке о комисији и списак скраћеница
коришћених у тексту.

У уводу је сажето описан историјат проучавања улоге хуманих папилома вируса
(ХПВ) у патогенези хуманих обољења, са описаним значајем развоја молекуларних
техника у дијагнози ове инфекције. Описане су опште особине, структура вириона,
као  и организација генома ХПВ. На одговарајући начин је описана класификација
ХПВ, са посебним освртом на генотиповиме ХПВ 16 и ХПВ 18 у оквиру рода Алфа
папилома вирус, као и улогу појединих варијанти, линија и подлинија у оквиру
одговaрајућих генотипова. Дат је приказ процеса репликације ХПВ, који су
обухватали фазе адсорпцијњ; пенетрације и декапсидације; вирусна транскрипције,
као и регулацију транскрипције, репликацију вирусне ДНК, склапање и излазак
вирусних честица. Осим наведеног, приказана је и улога Е1 и Е2 протеина, као и
интеракција Е2 са Е1 протеином значајна за функцију Е1 протеина. Затим је дат
детаљан опис животног циклуса, при чему је истакнут значај диференцијације
епитела за животни циклус ХПВ. Описани су процеси трансформације и
имортализације ХПВ са наведеном улогом протеина Е6, Е7 и Е5. Описане су
патогенеза, бенигна и малигна обољења повезана са ХПВ инфекцијом, међу којима
највећи значај има карцином грлића материце. Посебно су истакнути генотипови
који су повезани са процесима имортализације и њихова учесталост. Детаљно су
приказани и имунски одоговор на ову инфекцију, технике и методе молекуларне
дијагнозе ХПВ инфекције, односно начини превенције ХПВ инфекције и терапија
обољења повезаних са овом инфекцијом.

Циљеви рада прецизно су дефинисани. Они укључују идентификацију и
одређивање учесталости генотипова хуманих папилома вируса у ткивима карцинома
грлића материце, као и корелацију са патохистолошким типом и стадијумом
карцинома грлића материце. Такође, обухватају анализе и утврђивања генотипске
варијабилности доказаних ХПВ изолата анализом Е1 и Л1 гена, односно
интрагенотипске варијабилности ХПВ генотипова анализом Е1, Л1, као и за ХПВ тип
16 и Е6/Е7 гена. Поред тога, обухваћено је и поређење добијених резултата
учесталости и дистрибуције ХПВ генотипова и варијанти са учесталошћу и
дистибуцијом у другим европским земљама.

Поглавље материјал и методологија садржи податак да је у питању студија
пресека, спроведена на Институту за микробиологију и имунологију, Медицинског
факултета Универзитета у Београду у периоду од јануара 2011. до децембра 2015.
године. Дат је демографски опис пацијенткиња Гинеколошко-акушерске клинике
„Народни Фронт“ и Клиничко-болничког центра „Земун“, од којих су узимани
узорци ткива карцинома грлића материце, фиксираних у формалину и укалупљених у



парафин, који су испитивани у овој студији. Просечна старост пацијенткиња чији су
узорци ткива карцинома грлића материце анализирани у овом истраживању била је
50,2 ± 11,40 година. За патохистолошку класификацију коришћена је класификација
Светске здравствене организације - СЗО (engl. World Health Organisation), док је
стадијум болести одређиван према FIGO класификацији. Такође, детаљно је приказан
начин обраде узорака ткива карцинома грлића материце фиксираних у формалину и
укалупљених у парафин, које су чинили 5-10 исечака ткива дебљине 5-10 µm,
поступком депарафинизације. Потом је извођен поступак екстракције ДНК,
применом комерцијалног комплета (QIAGEN, USA). За доказивање ХПВ ДНК
коришћена је реакција ланчаног умножавања (енгл. Polymerase Chain Reaction-PCR)
за доказивање E1, L1 и тип 16 Е6/Е7 гена. У овој реакцији за доказивање L1 гена
коришени су MY09/11 прајмери, а за доказивање Е1 гена коришћени су GP1/GP2
прајмери. За визуелизацију узорака позитивних на присуство ХПВ ДНК наведених
гена (E1, L1 и E6/Е7) изведена је у агарозном гелу уз примену етидијум-бромида и
УВ светлости. Потом је описан поступак генотипизације узорака позитивних на
присуство  ХПВ ДНК, методом ДНК секвенцирања који је укључивао прећишћавање
PCR продуката применом QIAGEN MinElute PCR Purification Kita (QIAGEN, USA),
реакцију цикличног секвенцирања изведену за сваки ДНК ланац појединачно у оба
правца (engl. “forward” i “reverse”) уз употребу Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing kit (Applied Biosystems, SAD). Добијени продукти цикличног умножавања
пречишћавани су 75% изопропранолом. После пречишћавања ови продукти су
денатурисани и затим је рађена капиларна електрофореза у секвенатору ABI Prism
310 Genetic Analyser system-u (Applied Biosystems, SAD).  Такође, детекција ХПВ
ДНК и генотипизација методом проточне (енгл. "Flow through") хибридизације
изведена је комерцијалним китом GenoFlow HPV Array Test Kit (DiagCor Bioscience,
Kina). Ова метода је обухватала PCR амплификацију и проточну хибридизацију.
Интерпретација добијених резултата извођена је визуелно, према упутству
произвођача. Секвенце ХПВ ДНК добијене методом секвенцирања поређене су са
референтним секвенцама преузетим из GenBank/EMBL/DDBJ како би се одредио
генотип испитиване секвенце. Потом је описана филогенетска анализа заснована на
конструкцији филогенетских стабала и утврђивањем нуклеотидних дистанци
добијених изолата према референтним секвенцама генотипова, линија и подлинија.
Филогенетска анализа је извршена применом NJ (eнгл. "Neighbor Joining"), ML (eнгл.
"Maximum Likelihood") и MP (eнгл. "Maximum Parsinomy") метода уз коришћење
методе псеудопонављања (bootstrap) на основу 500 пермутација као статистичке
подршке. У анализи добијених резултата примењиване су статистичке методе
дескриптивне статистике (средња вредност и стандардна девијација, kappa (κ) и
Fisher тест тачне вероватноће уз ниво статистичке значајности од 0,05.



У оквиру поглавља резултати дат је детаљан и јасан приказ свих добијeних
резултата. Приказ резултата дат је у неколико целина. На почетку поглавља
приказане су карактеристике ткива карцинома грлића материце, а затим су приказани
резултати доказивања присуства ХПВ ДНК у узорцима ткива карцинома помоћу две
методе PCR, као и поређење резултата добијених овим методама. Потом, приказани
су резултати ХПВ генотипизације методом ДНК секвенцирања како за Е1 и L1 ген,
тако и укупни. ХПВ генотипизација урађена је и методом проточне хибридизације, а
приказана је упоредна анализа ХПВ генотипизације методом ДНК секвенцирања и
методом проточне хибридизације, као и укупни резултати ХПВ генотипизације
применом обе методе. Такође, дати су резултати испитивања повезаности генотипова
ХПВ са годинама старости пацијенткиња, стадијумом и патохистолошким типом
карцинома грлића материце. Посебно су описани резултати испитивања генотипске и
интрагенотипске варијабилности добијених ХПВ изолата у односу на референтне
генотипове, линије и подлиније применом филогенетских метода.

Дискусија је написана прегледно и јасно, са приказом података других
истраживања и упоредним прегледом добијених резултата докторске дисертације, уз
препознавање ограничења сопствене студије и наглашавањем новог доприноса који
пружа дисертација. Структура овог поглавља одговара постављеним циљевима
дисертације, дискутовани су добијени резултати у погледу идентификације и
одређивања учесталости генотипова ХПВ у ткивима карцинома грлића материце и
повезаност са патохистолошким типом и стадијумом ових карцинома. Такође,
дискутовани су добијени резултати генотипске и интрагенотипске варијабилности
ХПВ.

Закључци садрже сажет приказ најважнијих налаза проистеклих из резултата
рада.

Коришћена литература садржи списак од 135 референце.

Б) Кратак опис постигнутих резултата

У периоду од 2011-2015, испитивано је присуство хуманог папилома вируса
(ХПВ), применом различитих техника молекуларне биологије, у 101 узорку ткива
карцинома грлића материце. Од укупно 101 узорка ткива карцинома грлића
материце, 91 узорак припадао је патохистолошком типу планоцелуларног карцинома
(90,09%), док је 10 узорака припадало патохистолошком типу аденокарцинома
(9,91%). Од деведесет једног узорка планоцелуларног карцинома, 35 узорака је
припадало подтипу кератинизујућег карцинома, а 56 узорака подтипу



некератинизујућег карцинома. Осим тога, подтипу аденосквамозног карцинома
припадало је три узорка од  укупно 10 узорака аденокарцинома.

За потврђивање присуства ХПВ ДНК коришћена је PCR метода којом су
детектовани E1 i L1 гени ХПВ ДНК. Присуство специфичних фрагмената Е1 гена
величине 450bp доказано је код 57 (56,43%) од 101 испитаног узорка ткива, а код
једног броја узорака, утврђена је појава неспецифичних продуката PCR реакције E1
ген, величине око 350bp i 550bp. Такође, присуство специфичних фрагмената L1 гена
величине 450bp доказано је код  35 (34,65%) од 101 испитаног узорка ткива.

Поређење резултата добијених PCR методом уз коришћење прајмера за Е1 ген
односно прајмера за L1 ген, показало је да је у појединим узорцима детектован само
Е1 ген односно L1 ген, док су поједини узорци били позитивни за оба гена. Анализом
наведених резултата потврђено је да је код 23 узорака детектовано оба гена, док је
знатно већи број узорака ткива карцинома био позитиван само на ХПВ Е1 ген у
односу на L1 ген. На основу добијених резултата изведене PCR методе успешно је
доказано присуство ХПВ ДНК Е1 и L1 гена код укупно 69 од 101 узорка (68,31%).

Применом технике ДНК секвенцирања на укупно 69 ХПВ позитивна узорка
добијене су 44 нуклеотидне секвенце за Е1 ген ХПВ ДНК и 9 за L1 ген ХПВ ДНК.
При анализи добијених електроферограма, утврђено присуство појединачних јасних
пикова секвенце Е1 и L1 гена ХПВ ДНК означавано је као појединачна инфекција.
Присуство преклопљених, односно двозначних пикова у нуклеотидним секвенцама
за Е1 и L1 ген ХПВ изолата указивало је на могуће присуство мешовите инфекције са
два, односно више типова ХПВ. Добијене секвенце упоређиване су са познатим ХПВ
секвенцама применом БЛАСТ програма у генској бази података GenBank и на основу
добијених резултата одређен је генотип ХПВ изолата. Секвенцирање Е1 гена ХПВ
успешно је изведено код 44 од 57 узорака позитивних на ХПВ ДНК PCR методом.

Секвенцирањем Е1 гена ХПВ ДНК позитивних узорака доказано је присуство 4
генотипа и то ХПВ 16, 33, 45 и 58. Показано је да је најчешћи високо онкогени
генотип 16 (81,81%), а затим генотип 33 (9,09%), док су генотипови 58 и 45
детектовани са нижом учесталошћу. Код 29,54%  испитиваних узорака није било
могуће утврдити генотип. Анализом добијених резултата ДНК секвенцирања
неспецифичних продуката PCR реакције за Е1 ген ХПВ ДНК, утврђено је да су
добијене секвенце најсличније хуманој ДНК односно хромозому 16.

Секвенцирање L1 гена ХПВ било успешно код 9 од 35 ХПВ позитивна узорка
PCR методом. Доказано је присуство три високо онкогена ХПВ генотипа и то 16, 18
и 53. Секвенцирањем L1 гена ХПВ ДНК позитивних узорака показано је да је
најчешћи високо онкогени генотип 16 (20,0%), док су генотипови 18 и 53
детектовани са нижом учесталошћу. Код 26 (74,28%) испитиваних узорака није било
могуће утврдити генотип због присуства преклапајућих пикова у електроферограму.



Укупни резултати секвенцирања за оба гена ХПВ ДНК показали су присуство 6
генотипова са високим онкогеним потенцијалом: 16, 33, 58, 45, 18 и 53, код укупно
47 узорака ткива карцинома. Код једног испитиваног узорка ткива карцинома грлића
материце, упоредном анализом типова ХПВ одређених на основу анализираних
секвенци за Е1 и L1 гена, потврђено је присуство мешовите инфекције.

Код двадесет узорака изоловане ДНК изведена је проточна хибридизација, од
којих је PCR методом детектована ХПВ ДНК код 13 узорака само за Е1 ген, код шест
узорака за оба испитивана гена, док код једног од испитиваних узорака PCR методом
није детектована ХПВ ДНК. Присуство ДНК методом проточне хибридизације
потврђено је код 7 (35,0%) од испитиваних 20 узорака. Генотипизација методом
проточне хибридизације показала је присуство четири генотипа ХПВ, без обзира да
ли се радило о појединачној или мешовитој инфекцији, од чега три генотипа високог
онкогеног потенцијала (ХПВ 16, 18, 59) и једног генотипа ниског онкогеног
потенцијала (ХПВ 71). Овом техником, мешовита инфекција доказана је код 4 од 7
(57,14%) анализираних ХПВ ДНК позитивних узорака. Најучесталији генотип
идентификован овом методом код узорака са мешовитом инфекцијом био је ХПВ 16,
затим ХПВ 59, док су генотипови ХПВ 71 и 18 идентификовани у мањем броју.

На основу поређења резултата PCR методе са резултатима методе проточне
хибридизације, утврђено је да се, осим за један узорак, радило о узорцима код којих
је доказана позитвност Е1 гена PCR методом. Применом обе методе генотипизације
утврђено је присуство четири генотипа ХПВ (16, 59, 18, 71) у испитиваним узорцима
ткива карцинома грлића материце. Најзаступљенији је био ХПВ 16, затим по
учесталости следи ХПВ 59, док су остала два типа доказана у мањем броју узорака.
Од укупно 101 узорка применом обе технике идентификације генотипа ХПВ (ДНК
секвенцирање и проточна хибридизација), ХПВ генотипизација је урађена код 49
узорака ткива карцинома. Укупно је доказано присуство осам генотипова ХПВ: 16,
18, 33, 45, 53, 58, 59 и 71.

Већина испитиваних узорака (79, 59%) узета је од пацијенткиња старијих од 40
година, при чему је највише узорака припадало Стадијуму I према FIGO
класификацији (32 од 49).  Генотипови ХПВ са високоонкогеним потенцијалом
идентификовани су код 46 узорака планоцелуларног и 3 узорка аденокацинома. ХПВ
16 идентификован је у 80,43 % планоцелуларних и 66,7% аденокарцинома. Највећи
број узорака код којих су идентификовани генотипови ХПВ са високим онкогеним
потенцијалом припадао је групи некератинизујућих планоцелуларних карционома
(28 од 49). Најчешће идентификовани ХПВ генотип био је ХПВ 16 у свим
испитиваним хистолошким групама карцинома грлића материце, изузев
аденосквамозног карцинома. Није показано постојање статистичке занчајности



између присутних ХПВ генотипова и година старости пацијенткиња, стадијума
болести, патохистолошког типа и подтипа карцинома.

Филогенетска анализа је изведена за 44 ХПВ изолата Е1 гена, 9 ХПВ Л1 гена и 3
ХПВ 16 Е6/Е7 гена. На основу филогенетске анализе ХПВ Е1 секвенци потврђена је
припадност идентификованих ХПВ Е1 изолата одговарајућим ХПВ генотиповима и
то филогенетској групи 9 и 7. Показано да су нуклеотидне дистанце биле на нивоу
варијанте у оквиру истог генотипа и износила је од 0-1%.

Филогенетском анализом ХПВ Л1 секвенци потврђена је припадност
идентификованих Л1 изолата одговарајућим ХПВ генотиповима и то филогенетској
групи 9, 6 и 7. На основу анализе генске удаљености показано је да су нуклеотидне
дистанце биле на нивоу варијанте унутар истог генотипа и износиле су између 0-1%.

У циљу утврђивања интрагенотипске варијабилности, изведена је филогенетска
анализа добијених ХПВ 16 Е1 изолата којом је утврђено да  највећи број
анализираних изолата показује  усклађеност са А1 и А2 европским подлинијама, док
мањи број показује усклађеност са А3 и А4 евро-азијским подлинијама, док је један
изолат показао усклађеност са афричком линијом Ц. Ово је потврђено и
филогенетском анализом добијених ХПВ 16 Л1 изолата, која је такође показала
њихову усклађеност са А1, А3 и А4 подлинијама, евро-азијске линије А, а
нуклеотидне дистанце указивале су на варијабилност анализираних изолата на нивоу
варијанте са нуклеотидном дистанцом мањом од 0,5%. Даљом филогенетском
анализом ХПВ 16 изолата на нивоу Е6/Е7 гена утврђена је усклађеност испитиваних
изолата ХПВ Е6/7 гена са А2 и А3 подлинијом, европске А линије. Овом анализом је
за један узорак који је на основу Е1 гена показивао усклађеност са Ц подлинијом
утврђено да на основу Е6 гена показује усклађеност са подлинијом Д1
северноамеричко/азијско-америчке линије Д.

На сличан начин спроведена је филогенетска анализа ХПВ 33 и 58 Е1 изолата и
утврђено да сви изолати ХПВ 33 појазују усклађеност са европском подлинијом А1,
док изолати ХПВ 58 показују усклађеност са подлинијама А1 и А2, линије А, као и
линијом Ц овог генотипа.

В)  Упоредна анализа докторске дисертације са резултатима из литературе

Бројне студије које су указале на етиолошку повезаност ХПВ са карциномом
грлића материце су условиле истраживања о генотипској и интрагенотипској
варијабилности ХПВ у ткивима карцинома грлића материце, пре свега и ткивима



карцинома фиксираних у формалину и укалупљених у парафин, као и њиховој
повезаности са патохистолошким типом и подтипом карцинома, као и стадијумом
болести и старости пацијенткиња. Подаци о карактеристикама ХПВ инфекције у
ткивима карцинома грлића материце жена у нашој популацији су веома оскудни.

Резултати овога истраживања су показали да највећи број карцинома грлића
материце припада патохистолошком типу планоцелуларног карцинома (90,09%) и то
подтипу некератинизарајућих планоцелуларних карцинома (55,44%), док су
аденокарциноми присутни у мањем проценту. Овакви резултати су у складу са
подацима из литературе како на нивоу Европе, тако и на нивоу земаља у региону.

У ткивима карцинома грлића материце укалупљених у парафину доказана је ХПВ
ДНК у 68,31% узорака коришћењем консензус MY09/MY11 прајмера за L1 ген и
GP1/GP2 за E1 ген ХПВ ДНК. Бројне студије су показале да је за доказивање ХПВ
ДНК у овим узорцима важно користити истовремено више метода, јер на успешност
доказивања ХПВ ДНК у овим узорцима утиче присуство парафина, фрагментација
изоловане ДНК, величина фрагмента ДНК који се амплификује, врста прајмера, итд.
Ово је показано и у оквиру овога истраживања, јер је добијена већа учесталост
детекције ХПВ ДНК применом прајмера за Е1 ген у односу на Л1 ген (56,43%
насупрот 34,65%), односно високи проценат слагања ове две ПЦР методе, али слабо
слагање на нивоу ХПВ позитивности.

Бројне епидемиолошке студије су показале да иако се више од 20 високо
онкогених ХПВ типова доказује у ткивима карцинома грлића материце, четири типа
(ХПВ 16, 18, 31 и 45) и то из рода алфа-9 (16 и 31) и рода алфа-7 (18 и 45) се изолују
у око 80% карцинома грлића материце широм света. Остали генотипови који се
доказују у знатно мањем проценти такође припадају роду алфапапилома вируса, али
групама 5, 6, и 11. У оквиру овога истраживања применом метода ДНК
секценцирања и проточне хибридизације за ХПВ генотипизацију, утврђено је
присиство осам генотипова ХПВ и то 7 високо онкогених 16, 18, 33, 45, 53, 58 и 59 и
један ниско онкоген ХПВ генотип 71. Подаци из литературе показују да је у Европи
учесталост ХПВ типова 16 и 18 износи 58,4% и 15,0%, ретроспективно. У централној
и источној Европи, у испитиваним ткивима карцинома грлића материце утврђено је
присуство ХПВ 16 од 59,6% (интервал од 30,9% до 79,6%) и ХПВ 18 oд 16,9%
(интервал од 0% до 44,4%). Поред тога, у овом региону доказани су и други високо
онкогени типови као што су ХПВ 31, 33 и 45, док је преваленца осталих типова као
што су 35, 39, 51, 52, 56, 58, 59 и 68 значајно нижа. Резултати овога истраживања су и
ткивима карцинома грлића материце жена у нашој популацији показали веома високу
учесталост ХПВ типа 16 (80%), док је тип 18 доказан у 3% испитиваних узорака.
Такође, показана је већа учесталост ХПВ типа 33 (6%) у односу на земље света



(3,8%), као и земље региона Словенију (4,6%) и Италију (2,5%). Слично томе,
добијена је нешто већа учесталост типа 58 (4%) у односу на земље света (3,8%), као и
земље региона Словенију (1,1%) и Италију (3,5%). Овакве разлике се могу објаснити
релативно малим бројем испитаних ткива карцинома грлића мтерице у овом
истраживању.

Велики број студија је показао да се у ткивима карцинома грлића материце
доказује присуство само једног ХПВ генотипа. Ипак у мањем броју студија је
показано да се у мањем проценту доказује и истовремено присуство 2 или више ХПВ
генотипова односно мешовита инфекција и то чешће код аденокарцинома. Па тако,
показано је у Италији да је проценат мешовитих инфекција код планоцелуларних
карцинома 7,7%, док је код аденокарцинома око 20%. У Словенији, учесталост
мешовитих инфекција је знатно нижа (1,8%). У оквиру овога истраживања код 5
узорака планоцелуларних карцинома (4,95%) је потврђено присуство мешовите
инфекције са два или три ХПВ генотипа.

У централној и источној Европи, дијагноза карцинома грлића материце се
поставља код жена процечне старости од 50,2 године, а већина жена код којих се овај
карцином дијагностикује су старије од 40 година. Ипак, значајна повезаност са
присуством високо онкогених ХПВ типова није показана. Овим истраживањем
показано је да се највећи број ових карцинома дијагностикује код жена старијих од
40 година (79,59%) и такође није утврђена статистички значајна повезаност.

Највећи број карцинома грлића материце се у свету па и у региону дијагностикује
у првом стадијуму болести према FIGO класификацији. И у овом истраживању
највећи број пацијенткиња је припадао овом стадијуму (65,3%). У складу са  другим
студијама и у овом истраживању није утврђена статички значајна повезаност између
дистрибуције високо онкогених ХПВ генотипова и стадијума болести.

У централној и источној Европи, највећи број карцинома грлића материце
припада патохистолошком типу планоцелуларног (89%) и аденокарцинома (11%).
Слични резултати су добијени и у овом истраживању, где је учесталост
планоцелуларног карцинома износила 91,25%. У планоцелуларним карциномима
ХПВ тип 16 се доказује у 59,3% узорака, док се у аденокарциномима доказује 36,8%.
Тип 18 се доказује готово подједнако у оба хистолошка типа (36,3% у
планоцелуларним односно 36,8% у аденокарциномима). Иако су резултати овог
истраживања показали већу учесталост ХПВ типа 16 у ткивима планоцелуларног и
аденокарцинома (80,43% и 66,7%), као и ниску стопу учесталости типа 18 у оба типа
карцинома, није показана статистички значајна повезаност дистрибуције високо



онкогених ХПВ генотипова и хистолошког типа односно подтипа карцинома грлића
материце.

Папилома вируси чине хетерогену групу вируса, њихов геном је, као и код
осталих ДНК вируса релативно стабилан те су рекомбинације и мутације изузетно
ретке. Класификација папилома вируса утврђује поделу на родове, врсте, типове,
подтипове и варијанте, где се варијабилност нуклеотидне секвенце генома од око 1%
означава као линија односно од 0,5 до 1,0% као подлинија. Најзначајнији високо
онкогени ХПВ типови припадају роду алфапапиломавирус и то врстама 5, 6, 7, 9 и
11. Тип 16 припада врсти 9, док тип 18 врсти 7. У оквиру појединих генотипова (ХПВ
16, 18, 33, 58, и др.), молекуларном анализом генома великог броја изолата, утврђено
је постојање интрагенотипских линија или подлинија са различитом географском
дистрибуцијом, као и различитим особинама у погледу перзистенције, прогресије у
преканцерозне лезије и развоју карцинома.

У оквиру овога истраживања филогенетском анализом потврђена је припадност
идентификованих ХПВ изолата роду Alphapapillomavirus и то врстама 6 (ХПВ 53), 7
(ХПВ 18 и 45) и 9 (ХПВ 16, 33, 58), што је у складу са подацима описаним у
литератури о географској дистибуцији ХПВ генотипова у Европи. Поред тога, у
складу са подацима из литературе су и резултати анализе генетичке удаљености
идентификованих ХПВ изолата на нивоу Е1 и Л1 гена и показане су вредности
нуклеотидне дистанце од 0-1% (разлике на нивоу варијанте одређеног генотипа).

Испитивање интрагенотипске варијабилности филогенетском анализом је показао
на највећи број ХПВ 16 изолата (Е1, Л1 и Е6/Е7 гени) са европском линијом А
односно подлинијама А1, А2, А3 и А4 са нуклеотидном дистанцом мањом од 0,5%,
што указије су на варијабилност анализираних изолата на нивоу варијанте унутар
подлинија. Филогенетска анализа свих ХПВ 33 Е1 изолата показује усклађеност са
европском подлинијом А1, док анализа већине ХПВ 58 Е1 изолата показује
усклађеност са линије А која је најзаступљенија свуда у свету.

Г) Објављени радови који чине део докторске дисертације

1. Stamenkovic M, Knezevic A, Kuzmanovic I, Danijela Karalic D, Jovanovic T.
Distribution of Human Papilloma Virus Genotypes in Cervical Cancer Tissues. Arch. Biol.
Sci.2014;66 (2): 563-567.

2. Stamenkovic M, Knezevic A, Knezevic I i sar., High-risk human papilloma virus
genotypes in cervical carcinoma of Serbian women:Distribution and association with



pathohistological findings. Biologicals. 2016. ,http://dx.doi.org/10.1016/j.biologicals.2016.05.001
Д) Закључак (образложење научног доприноса)

Докторска дисертација "Генотипска и интрагенотипска варијабилност
хуманихпапилома вируса у ткивима карцинома грлића материце" кандидата др
Миодрага Стаменковића, представља оригиналан научни допринос у области
инфекције ХПВ у ткивима крацинома грлића материце. У оквиру овог истраживања
свеобухватно је сагледан обим проблематике ХПВ инфекције као узрочника
карцинома грлића материце у нашој средини, процењена учесталост и варијабилност
ХПВ генотипова присутних у ткивима карцинома грлића материце. Добијени
резултати представљају основу за израду и примену свеобухватног националног
програма превенције ове инфекције.

Ова докторска дисертација урађена је у скаду са свим принципима научног
истраживања. Циљеви су били прецизно дефинисани, научни приступ је пажљиво
изабран и оригиналан, а методологија истраживања савремена. Резултати
истраживања приказани су и дискутовани прегледно и систематично, а из њих су
изведени одговарајући закључци.

На основу свега наведеног, и имајући у виду досадашњи научни рад кандидата,
комисија предлаже Научном већу Медицинског факултета Универзитета у Београду
да прихвати докторску дисертацију др Миодрага Стаменковића и одобри њену јавну
одбрану ради стицања академске титуле доктора медицинских наука.

У Београду, 04.07.2016. године

Чланови Комисије: Ментор:

Проф. др Тања Јовановић Проф. др Александра Кнежевић

________________________                                 ________________________

Проф. др Маја Станојевић

________________________

Проф. др Весна Милошевић

________________________




