
 

 

НАСЛОВ ТЕМЕ:   

“Повезаност инфекције Хуманим папилома вирусом у преинванзивним и 

инвазивним туморима коже и ектоцервикса порекла сквамозних ћелија са 

експресијом транскрипционог фактора FOXP3” 

УВОД 

Први опис Хуманог папилома вируса (ХПВ) дали су Strauss и сарадници 1949. године 
користећи електронску микроскопију у испитивању екстракта ткива кожних брадавица (1). 
Од тада су прошле деценије до момента када је професор Harald zur Hausen доказао 
повезаност инфекције ХПВ и цервикалног карцинома и за своја открића добио Нобелову 
награду 2008. године (2). Савремена сазнања о различитим типовима овог вируса све више 
указују на његов значај у настанку сквамоцелуларног карцинома коже (3).  

Инфекција ХПВ се сматра најчешћом сексуално преносивом инфекцијом. Са друге 
стране, ХПВ је увек присутан код имунокомпетентних особа као део нормалне флоре коже. 
ХПВ припада фамилији Papillomaviridae и до данас у људском роду је откривен 441 тип 
ХПВ (4) од чега је 231 тип ХПВ комплетно секвенциран (5). Сви типови ХПВ су груписани 
у 5 родова: алфа (66 типова), бета (67 типова), гама (302 типа), му (5 типова) и н (1 тип) и то 
према хомологији ДНК секвенце у гену L1 који кодира L1 протеин капсида. Алфа типови 
проузрокују инфекције и коже и слузокоже. Утврђено је да вирусни тропизам према кожи 
имају ХПВ типови: 2, 27 и 57 и да су удржени са настанком кожних брадавица, док ХПВ 
типови 6 и 11 имају тропизам према слузокожи и изазивају гениталне брадавице (6). Ови 
типови ХПВ према онкогеном ризику се класификују као типови ниског ризика. Насупрот 
овим, откривени су алфа типови ХПВ високог ризика за развој аногениталног и 
орофарингеалног карцинома и понекад карцинома коже. На првом месту то су ХПВ 16 и 18, 
али и: 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 и 82 (7).   

Карцином грлића материце је најчешћи малигнитет код жена у свету, са око 660 000 
новооткривених случајева годишње. У Европи од овог тумора оболи око 58 000 жена (10,7 
на 100 000), а премине око 26 000 жена (3,76 на 100 000) годишње (8,9). Сквамоцелуларни 
карцином грлића материце је у око 90% случајева узрокован ХПВ инфекцијом од чега је 
највећи број високог ризика типови 16  и 18. Код око 10% инфицираних жена се успоставља 
перзистентна инфекција, а код 1-4% ових жена у оквиру неколико година развиће се 
преинвазивни или инвазивни тумор (10). Осим типа ХПВ у процесу канцерогенезе значајно 
је и присуство имунодефицијенције, стање имуносупресије након трансплантације, 
употреба оралних контрацептива, пушење, Chlamydia trachomatis инфекција (11). Напори 
да се смањи инциденција карцинома грлића материце усмерени су према скринингу 
карцинома грлића материце и примени ХПВ вакцине (12).  

Током порођаја или непосредно по рођењу деца преко родитеља долазе у контакт са 
бета типовима ХПВ. Бета типови ХПВ су такође повезани са канцерогенезом и развојем 



 

 

немеланомског карцинома коже (13). Као фактори ризика наводе се имуносупресија због 
трансплантације, опекотине од сунца и старије животно доба (14). ХПВ типови 5 и 8 су увек 
присутни код пацијената са епидермодисплазијом веруциформис у којој прогресијом 
болести из верукозних лезија настаје сквамоцелуларни карцином на фотоекспонираним 
деловима коже, али је могућа повезаност ових типова ХПВ и са актиничном кератозом и 
сквамоцелуларним карцином у општој хуманој популацији (15), док су подаци о променама 
и механизму њиховог настанка на фотонеекспонираним деловима коже оскудни. 
Сквамоцелуларни карцином коже чини 20-50% свих карцинома коже при чему број 
новооткривених случајева непрекидно расте. Стопа морталитета због овог карцинома је 
релативно ниска, али узимајући у обзир број пацијената и низ процедура у лечењу 
разумљиво је да се ради о значајном економском оптерећењу како пацијента тако и 
здравственог система (4).  

Познато је да је дисрегулација Т регулаторних лимфоцита описана у инфламаторним 
и аутоимуним болестима, али и различитим карциномима. У литератури постоји веома мали 
број података о улози и значају Т регулаторних лимфоцита у настанку и прогресији 
кератиноцитних тумора ектоцервикса, коже, и вулве и повезаности са ХПВ инфекцијом. 
FOXP3 (енгл. forkhead box P3, FOXP3) је транскрипциони фактор и индикатор индентитета 
Т регулаторних лимфоцита. Експресија FOXP3 најпре је описана код карцинома панкреаса, 
а касније код карциома дојке, простате, желуца, тироидне жлезде, меланома, 
хепатоцелуларног и колоректалног карцинома, као и неситноћелијског карцинома плућа 
(16,17). Протеин FOXP3 је кодиран од стране истоименог гена који се код човека налази на 
кратком краку хромозома X (Xp, 11.2). У секвенци гена FOXP3 постоји више генских 
полиморфизама који представљају нормалне варијације у наследном материјалу. То су 
углавном полиморфизми једног нуклеотида. Полиморфни локуси rs2280883 (IVS9+459 T/C) 
и rs3761548 (-3279 A/C) се налазе у регулаторним регионима гена FOXP3 и имају утицаја на 
ниво транскрипције што значи да су одређени алели и генотипови удружени са повећаном 
или смањеном експресијом гена и синтезом протеина (18,19). У бројним студијама 
асоцијације анализирани су ови полиморфизми као фактори предиспозиције за појаву 
различитих обољења, укључујући и малигнитете (19,20,21). Резултати ових студија су често 
противречни, што се може објаснити разликама у учесталости појединих генотипова у 
оквиру полиморфизама у различитим популацијама, разликама у величини и 
конзистентности испитиваног узорка и слично. Постоји претпоставка да би генски 
полиморфизми могли бити фактори предиспозиције за појаву преинвазивних и инвазивних 
лезија коже и ектоцервикса (21,22).  

РАДНА ХИПОТЕЗА 

Инфекција различитим типовима Хуманог папилома вируса у преинвазивним и инвазивним 
туморима коже и ектоцервикса повезана је са повећаном експресијом FOXP3 протеина и 
полиморфизмима у оквиру FOXP3 гена.   



 

 

ЦИЉЕВИ ИСТРАЖИВАЊА 

1. Испитати присуство и одредити типизацију ХПВ инфекције у узорцима цервикалних 
брисева превинвазивних тумора ектоцервикса (сквамозна интраепителна лезија ниског 
степена тј. L-SIL и сквамозна интраепителна лезија високог степена тј. H-SIL) и инвазивних 
тумора ектоцервикса (сквамоцелуларни карцином), као и биоптатима преинвазивних тумора 
коже (актинична кератоза и Morbus Bowen) и инвазивнх тумора коже (сквамоцелуларни 
карцином) и преинвазивних тумора коже вулве (сквамозна интраепителна лезија ниског 
степена тј. VIN-1, сквамозна интраепителна лезија високог степена тј. VIN-2 и VIN-3) и 
инвазивних тумора коже вулве (сквамоцелуларни карцином).  

2. Одредити експресију FOXP3 протеина у биоптатима превинвазивних тумора 
ектоцервикса (сквамозна интраепителна лезија ниског степена тј. L-SIL и сквамозна 
интраепителна лезија високог степена тј. H-SIL) и инвазивнх тумора ектоцервикса 
(сквамоцелуларни карцином), као и биоптатима преинвазивних тумора коже (актинична 
кератоза и Morbus Bowen) и инвазивних тумора коже (сквамоцелуларни карцином) и 
преинвазивних тумора коже вулве (сквамозна интраепителна лезија ниског степена тј. VIN-

1, сквамозна интраепителна лезија високог степена тј. VIN-2 и VIN-3) и инвазивних тумора 
коже вулве (сквамоцелуларни карцином). 

3. Одредити учесталост генотипова и алела за локусе rs2280883 и rs3761548 гена FOXP3 у 
узорцима крви испитаница са превинвазивним туморима ектоцервикса (сквамозна 
интраепителна лезија ниског степена тј. L-SIL и сквамозна интраепителна лезија високог 
степена тј. H-SIL) и инвазивним туморима ектоцервикса (сквамоцелуларни карцином), као 
и преинвазивним туморима коже (актинична кератоза и Morbus Bowen) и инвазивним 
туморима коже (сквамоцелуларни карцином) и преинвазивним туморима коже вулве 
(сквамозна интраепителна лезија ниског степена тј. VIN-1, сквамозна интраепителна лезија 
високог степена тј. VIN-2 и VIN-3) и инвазивним туморима коже вулве (сквамоцелуларни 
карцином) и њихову повезаност са експресијом FOXP3 протеина у наведеним 
преинвазивним и инвазивним туморским ткивима ектоцервикса, коже и коже вулве.  

 

МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 

ДИЗАЈН СТУДИЈЕ:  

Кохортна проспективна мултицентрична студија  

МЕСТО И ПЕРИОД:  

Клиника за гинекологију и акушерство Универзитетског Клиничког центра Србије (УКЦС), 
Клиника за опекотине, пластичну и реконструктивну хирургију УКЦС, Клиника за 
оториноларингологију и максилофацијалну хирургију УКЦС, Институт за онкологију и 
радиологију Србије, Гинеколошко акушерска клиника “Народни фронт”, Институт за 



 

 

микробиологију и имунологију Медицинског факултета Унверзитета у Београду (МФУБ), 
Институт за патологију МФУБ и Институт за хуману генетику МФУБ.  

Период истраживања је од 2025. до 2026. године уз дозволу Етичког одбора УКЦС (одлука 
број 1128/23 од 3. јула 2025., допуна број 1500/48 од 29. септембра 2025.), Етичког одбора 
Института за онкологију и радиологију Србије (одлука број 01-1/25/2106 од 11. јула 2025.) 
и Етичког одбора Гинеколошко акушерске клинике “Народни фронт” (одлука број 
2208/2025/021590 од 9. октобра 2025.). Прибављене су и сагласности: Клинике за 
гинекологију и акушерство УКЦС (број 2380 од 9. јуна 2025.), Клинике за опекотине, 
пластичну и реконструктивну хирургију УКЦС (број 600 од 4. јуна 2025.), Клинике за 
оториноларингологију и максилофацијалну хирургију УКЦС (број 965 од 22. септембра 
2025.), Института за онкологију и радиологију Србије (број 01-1/25/2017 од 4. јула 2025.), 
Гинеколошко акушерске клинике “Народни фронт” (број 29023-2025-011731 од 12. јуна 
2025.), Института за микробиологију и имунологију МФУБ (број 130 од 5. јуна 2025.), 
Институа за патологију МФУБ (број 02-582/25 од 2. јуна 2025.) и Института за хуману 
генетику МФУБ (broj 108 од 5. јуна 2025.). 

 ИСПИТАНИЦИ И МЕТОДЕ:  

У студију ће бити укључене особе женског пола старије од 18 година оперисане због 
преинвазивних (L-SIL и H-SIL), и инвазивних тумора ектоцервикса (сквамоцелуларни 
карцином), преинвазивних (актинична кератоза и Mb. Bowen) и инвазивних тумора коже 
(сквамоцелуларни карцином), као и преинвазивних (VIN-1, VIN-2, и VIN-3) и инвазивних 
тумора коже вулве (сквамоцелуларни карцином). Све испитанице ће  потписати 
информисани пристанак за учешће у студији. Прикупљаће се: 1) демографски подаци 
(старост, занимање, место становања, индекс телесне масе, пушење, конзумација алкохола), 
2) анамнестички подаци (симптоми, временски период присуства тегоба, досадашња 
терапија и интервенције, менарха, уредност менструалног циклуса, порођаји, побачаји, 
навике о излагању сунцу, операције, повреде, алергије, хроничне болести, породична 
анамнеза за туморе коже и гинеколошке регије и хроничне болести), 3) подаци 
дерматолошког и дермоскопског прегледа (коса, кожа, генитална и орофаринегална 
слузокожа и нокатне плоче шака и стопала), 4) подаци гинеколошког прегледа (инспекција 
вулве, преглед под спекулумом,  бимануелни и ултразвучни преглед и резултат Papanicolaou 

бриса) и 5) хистопатолошки налази.  

Доказивање и типизација ХПВ у узорцима цервикалних брисева и биоптатима лезија 
коже тела и вулве ће се урадити у Вирусолошкој лабораторији Института за микорбиологију 
и имунологију МФУБ. Након узимања, узорци брисева и биоптата ће бити стављани у 
стерилне епрувете са физиолошким раствором. Добијени филтрат ће бити чуван на -20 оC. 
Након изоловања ДНК приступиће се умножавању ХПВ ДНК методом полимеразнe ланчанe 
реакцијe у реалном времену (qPCR) где ће бити коришћени прајмери за Е1 и L1 ген вируса. 
QPCR продукти ће након тога бити анализирани електрофорезом на 2% агарозом гелу са 



 

 

ДНК стандардом у који ће се додати етидијум бромид као обележивач у циљу визуелизације 
ДНК. Методом директног секвенцирања по Sanger-u ће бити урађена ХПВ генотипизација. 
Процедура обухвата пречишћавање qPCR продуката применом комерцијалног теста Mini 

Elute PCR purification (QIAGEN, Немачка) према упутству произвођача, затим реакцију 
цикличног секвенцирања оба ланца применом ABI BigDye Terminator v.3.1 комплета (Applied 

Biosystem, Фостер Сити, САД) употребом истих прајмера који су коришћени за qPCR. Након 
проћишћавања изопропанолом и денатурације формамидом, продукти реакције ће се унети 
у аутоматски ДНК секвенатор (ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer,  Applied Biosystem, Фостер 
Сити, САД). Секвенце ће се потом анализирати употребом софтверских пакета Sequence 

Analysis 5.1 i SeqScape 2.5 (Applied Biosystem, Фостер Сити, САД). Применом BLAST 
програма биће одређен ХПВ генотип сваког изолата поређењем са референтним секвенцама 
у NCBI бази података Националног центра за биотехнолошке информације САД.  

Експресија FOXP3 протеина ће бити анализирана на Институту за патологију МФУБ 
применом имунохистохемијског бојења на пресецима ткива фиксираног у формалину и 
укалупљеног у парафирну. Имунохистохемијско бојење ће бити вршено применом анти-
FOXP3 анититела (рекомбинанто мишје антитело, клон 236А/E7, Abcam, Кембриџ, 
Уједињено Краљевство, САД), у разблажењу 1:100 на собној температури у трајању од 60 
минута. Детекција реакције ће бити вршена применом детекционог система UltraVision 

Quanto Detection System HRP (Epredia, САД) и 3,3'-диаминобензедина (ДАБ) као хромогена. 
Анализа имунохистохемијски бојених  ткивних пресека ће бити вршена на светлосном 
микроскопу бројањем позитивних ћелија на 5 поља великог увеличања (400x). Експресија 
FOXP3 ће бити изражена као просечан број FOXP3 позитивних ћелија по видном пољу.  

За анализу полиморфизама гена FOXP3 узорци пуне крви (10мл) са EDTA као 
антикоагулансом узимаће се периферном венепункцијом од свих испитаница и 
транспортовати до лабораторије Института за хуману генетику МФУБ где ће се анализирати. 
Изолација ДНК ће се вршити методом исољавања по Miller-у (23). Генотипизација 
полиморфних локуса rs2280883 и rs3761548 у гену FOXP3 ће бити рађена методом qPCR, 
коришћењем комерцијалних TaqMan SNP Genotyping есеја (Thermo Fisher Scientific, САД). 
У овој методи поред специфичних прајмера за qPCR користе се и алел-специфичне 
олигонуклеотидне пробе обележене различитим флуорофорама. Емитовање одређене 
флуоресценце указује на постојање датог алела у узорку, и региструје се од стране софтвера.  
Анализе ће бити рађене на апарату ABI 7500 RT PCR System (Life Technologies, САД) у коме 
примарну обраду података врши интегрисани 7500 Softvare.  

СТАТИСТИЧКА АНАЛИЗА: 

За ниво значајности алфа од 0,05 и статистичку моћ теста 1-бета од 80% израчуната 
је потребна величина узорка од укупно 168 пацијенткиња, од чега је укупан број испитаница 
са преинвазивним и инвазивним туморима коже вулве планиран да буде 25 за целокупан 
период трајања студије. С обзиром да се ови узорци сакупљају из два референтна центра за 



 

 

оперативно лечење ових обољења у Србији то обухвата готово све пацијенткиње са 
преинвазивним и инвазивним туморима коже вулве. Узорак је израчунат на основу података 
из до сада објављених студија где је ХПВ типизацијом утврђена учесталост по 
локализацијама од око 43% из брисева грлића материце, 9% из биопсија коже и 43-60% из 
биопсија коже вулве (7,24,25).  

За дескрипцију података користиће се: мере централне тенденције (аритметичка 
средина, медијана), мере варијабилитета (интервал варијације и стандардна девијација), 
релативни бројеви, табеларно и графичко приказивање узимајући у обзир тип података као 
и њихову расподелу. Нормалност расподеле ће се евалуирати математичким (Shapiro-Willk 

test) и графичким (хистограм и дијаграм кутије) методама. За поређење две независне групе 
примениће се следеће методе аналитичке статистике: Студентов т-тест за два независна 
узорка или Mann Whitney U тест, у зависности од расподеле нумеричких података, као и хи 
квадрат тест или Фишеров тест тачне вероватноће за категоријалне податке. Од метода за 
поређење 3 и више независних узорака, примениће се: хи квадрат тест, једнофакторска 
анализа варијансе и Kruskal Wallisov тест. Логистичком регресионом анализом ће се 
проценити шанса за припадност једној од две поређене групе у зависности од испитиваних 
фактора. Све статистичке хипотезе биће тестиране на нивоу значајности од 0,05, што значи 
да ће се резултати сматрати статистички значајним уколико је p- вредност мања од 0,05. 

За анализу података користиће се софтверски пакет IBM SPSS Statistics 31 (IBM 

Corporation, Армоник, Њујорк, САД).  

Процена кандидата о потенцијалном научном доприносу  

У планираном истраживању анализираће се присуство инфекције Хуманим 
папилома вирусом у преинвазивним и инвазивним туморима коже, вулве и ектоцервикса, 
укључујући прецизну типизацију ХПВ секвенцирањем вирусне ДНК.  Да би се испитали 
улога и значај Т регулаторних лимфоцита у настанку и прогресији ових тумора у захваћеном 
ткиву ће се анализирати експресија протеина FOXP3, који је индикатор индентитета овог 
типа лимфоцита. Анализа ће обухватити и генетичке детерминанте екпресије FOXP3, како 
би се утврдили потенцијални предиспонирајући фактори за појаву тумора. Планирано 
истраживање има значај јер је интердисциплинарно и предвиђа испитивање повезаности 
вирусолошких, имунохистохемијских и генетичких налаза са клиничком сликом и 
патохистологијом тумора. Прикупљени подаци даће значајан допринос познавању 
етиологије и патогенезе кератиноцитних тумора коже и ектоцервикса, што ће омогућити 
развој ефикаснијих путева превенције и терапије. Поред општег научног значаја, посебан 
део доприноса односи се на идентификацију ХПВ типова као и FOXP3 генотипова 
присутних у нашој средини. Уколико се утврди повезаност експресије FOXP3 и генског 
полиморфизма то би могло да пружи нови терапијски приступ лечењу ових тумора. 
Познавање специфичне молекуларне типологије омогућиће развој алгоритама за 
персонализовани приступ пацијентима, што има несумњиви научни и практични значај. 
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