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Summary
In a group of 277 women presenting Atypical Squamous cervical Cells of Undetermined Significance-Low
Grade Squamous Intra-epithelial Lesions (ASCUS-LSIL) we studied the coexistence of MTHFR C677T polymor-
phism and 15 Human Papilloma virus (HPV) types with high, moderate and low carcinogenic risk. The T allele
is suspected to be a weak risk factor for atypical cervical patterns independent from HPV presence.
Conclusions. In spite of a homogeneous distribution of all HPV types in different MTHFR genotypes, we found
a significant association between HPV type 16 and CC genotype in cervical cells from our patients in the South-
Eastern part of  Verona Province.
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Introduzione

I due principali polimorfismi dell’

enzima Metilen Tetra idrofolato

Reduttasi (MTHFR) di interesse

clinico sono dovuti a mutazioni

nucleotidiche in posizione 677

del gene C → T1 e in posizione

1298 A → C2. Ne derivano pro-

teine termolabili con ridotta atti-

vità enzimatica (A1298C in mi-

sura inferiore rispetto a C677T),

che causano accumulo di omo-

cisteina (fffffigura 1igura 1igura 1igura 1igura 1)     e ipometilazio-

ne del DNA che può interessare

sia il DNA cellulare che gli  acidi

nucleici esogeni come quelli vi-

rali3.

E’ controverso il ruolo dell’enzi-

ma MTHFR nei processi di insor-

genza di displasia cervicale4-6,

patologia fortemente condizio-

nata da variabili quali abitudini

dietetiche con particolare riguar-

do all’apporto alimentare di fo-

lati e vitamine del gruppo B7 e

riboflavina8, dalla risposta immu-

nitaria, e da infezioni di papillo-

mavirus la cui tipologia e preva-

lenza variano nelle diverse et-

nie9.

E’ anche documentato che lo

stato di metilazione genomico,

dipendente anche dal polimorfi-

smo MTHFRC677T, può condi-

zionare l’infezione da papilloma-

virus10. Scopo del presente lavo-

ro è la valutazione del polimorfi-

smo di MTHFR C677T e la asso-

ciazione tra possibili genotipi

(CC, CT e TT) con 15 tipi di papil-

lomavirus ad alto, medio e bas-

so rischio cancerogeno, per ve-

rificare la loro predittività nell’in-

sorgenza di precoci alterazioni

cellulari dell’epitelio cervicale, in

donne afferenti presso il nostro

Ospedale.

Casistica

Si sono considerate 277 donne

risultate positive per atipie cel-

lulari dell’epitelio cervicale squa-

moso di incerto significato e le-

sioni epiteliali di basso grado



92    Trends in Medicine  April 2012 Volume 12 Number 2

P. Battaglia, E. Baritono, A. Conti

(ASCUS,LSIL) riscontrate all’esa-

me citologico PAP test classico

di primo livello (screening prima-

rio). La pazienti studiate  risulta-

no appartenere alla AULSS 21 di

Legnago nel sud-est Veronese,

con fascia di età compresa tra

25 e 45 anni. Tamponi cervicali

sono stati indagati per la ricerca

molecolare di papillomavirus

(HPV) e del polimorfismo geneti-

co dell’enzima Metilen Tetraidro-

folato Reduttasi MTHFR C677T.

Come controlli si è considerato

un campione di 139 donne resi-

denti in provincia di Legnago

della stessa fascia di età dei casi

studiati, con ricerca citologica

cervicale risultata negativa al

PAP test e tampone cervicale

negativo per infezioni HPV con

ceppi previsti dal nostro kit dia-

gnostico.

In tutti i casi si è stato rilasciato

un consenso informato per l’ac-

cettazione dell’esecuzione degli

esami genetici, eseguiti presso

il nostro laboratorio.

Materiali e metodi

Campioni cervicali

Si sono impiegati tamponi e ter-

reno di trasporto  forniti dalla

ditta COPAN Italia (Brescia) (Cy-

Mol Transport & Preservation for

Cells and Nucleic Acids).I cam-

pioni sono stati conservati a 4°C

per non oltre 48 ore dalla rac-

colta all’esecuzione del test.

Estrazione di DNA virale e
determinazione di
Papillomavirus

Si sono seguite le procedure rac-

comandate dalla Biodiversity Srl

(Brescia, Italia) che fornisce il kit

di estrazione del DNA virale ed i

reagenti per l’amplificazione e la

rilevazione in PCR Real-Time dei

seguenti tipi HPV:

Gruppo A:16,18,31,33,35,45,

52,56,58 ceppi classificati IARC

ad alto rischio cancerogeno.

Gruppo 2B:53,66,73  ceppi con

possibile carcinogenicità. Il cep-

po 61 a basso rischio di carcino-

genesi. Gruppo 3: 6,11 agenti

classificabili come non carcino-

geni11,12.

Il metodo prevede la tipizzazio-

ne virale con l’impiego di se-

quenze nucleotidiche HPV spe-

cifiche, marcate con quattro di-

versi fluorocromi (Fam, Texas-

Red, Hex, e Cy5 per la determi-

nazione di beta-globina come

controllo interno usato per accer-

tare l’idoneità del DNA e della

reazione PCR).

Per l’amplificazione genica si è

impiegato il termociclatore MJR

Cromo-4 della ditta Bio-Rad (Mi-

lano).

L’esame citologico PAP test è sta-

to eseguito  secondo i criteri e la

terminologia del Bethesda Sy-

stem 200113.

Per i calcoli statistici si è impie-

gato il programma Graph Pad

disponibile su sito web (http://

www.graphpad.com).

Determinazione del
polimorfismo dell’enzima
Metilen Tetraidrofolato
Reduttasi (MTHFR C677T)

Si è impiegato il kit di estrazione

di DNA da cellule dei campioni

cervicali della ditta Biodiversity

Srl (Brescia) e il kit della stessa

ditta per la ricerca  genetica, in

PCR Real-Time con sonde fluo-

rescenti, di varianti termolabili di

MTHFR dovute alla mutazione da

citosina (C) a timina (T) in posi-

zione 667 del gene, con conse-

guente sostituzione di una ala-

nina con una valina nella protei-

na finale.

La presenza di allele T è causa

di riduzione dell’attività enzima-

tica del 30% nella forme eterozi-

gote (genotipo CT) fino al 50%

nella forma omozigote (genotipo

TT).

Risultati

Nei 277 casi positivi al PAP test

si è riscontrata presenza di HPV

in 161 tamponi cervicali analiz-

zati (58,1%).

Di questi, 22 casi (13,6%) risul-

tavano portatrici di più di un cep-

po HPV e 14 casi (8,7%)erano

portatrici di HPV a basso rischio

oncogeno (HPV 6,11).

La frequenza dei genotipi MTH-

FR677 CC, CT, TT nella pazienti

e nel gruppo di controllo ha ri-

spettato l’ equilibrio di Hardy-

Weinberg (P=0,9), confermando

la adeguatezza dei campioni stu-

diati. La frequenza dell’allele T

nella nostra casistica  è risulta-

ta 0,43 valore superiore a quel-

Figura 1. Ciclo dell’acido folico e sua importanza nei processi di
sintesi del DNA.
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Genotipi MTHFR 677

CC (%) CT (%) TT (%)

Tutti i casi ASCUS, LSIL 88/277 (31,7) 141/277 (50,9) 48/277 (17,4)

Frequenza allele T 0,43

Femmine con PAP test negativo
HPV negative (controlli) 51/139 (36,8) 69/139 (49,6) 19/139 (13,6)

Frequenza allele T 0,38

Genotipi MTHFR 677

CC (%) CT (%) TT (%)

Pazienti ASCUS, LSIL, HPV negative 33/116 (28,4) 60/116 (51,8) 23/116 (19,8)

Pazienti ASCUS, LSIL, HPV positive 51/161 (31,7) 90/161 (55,9) 20/161 (12,4)

Test Chi-Quadrato P=0,07

Tabella 1. Determinazione di genotipi MTHFR nei casi ASCUS,LSIL in femmine residenti nel sud-est
Veronese.

Tabella 2. Genotipi MTHFR nei casi in relazione alla presenza/assenza di HPV cervicale.

HPV N.casi Prevalenza%             N.di casi HPV per genotipo MTHFR

CC CT TT

16 34 21,12 17 11 6

52 18 11,18 4 14 0

31 17 10,56 8 7 2

61 15 9,32 9 4 2

53 15 9,32 6 8 1

6,11 14 8,70 3 9 2

58 13 8,07 2 10 1

66 10 6,21 0 10 0

73 7 4,35 1 5 1

18 5 3,11 0 5 0

35 4 2,48 1 2 1

33 4 2,48 0 3 1

45 3 1,86 0 1 2

56 2 1,24 0 1 1

Totale 161 100 51 90 20

Tabella 3. Tipologia dei virus HPV in relazione al polimorfismo MTHFRC677T.

la trovata nel gruppo di controllo

di 0,38 (tabella 1tabella 1tabella 1tabella 1tabella 1).

La distribuzione genotipica di

MTHFR C677T è stata studiata

in: 1) gruppo di donne con PAP

test positivo e HPV positivo e 2)

gruppo con PAP test positivo e

HPV negativo (tabella 2tabella 2tabella 2tabella 2tabella 2).

La differenza genotipica tra i due

gruppi, determinata con il test

Chi-quadrato, non è significativa

(p=0,07).

Alcuni ceppi 66,58,52 sono as-

sociati a genotipo CT, e sono fre-

quenti in infezioni multiple. Per

il ceppo HPV 16 si notano 17 pre-

senze in 51 casi con genotipo CC

e 17 presenze in 110 casi con

genotipo CT+TT: il test esatto di

Fischer ha rivelato una differen-

za statisticamente significativa

con p=0,002 (tabelle 3tabelle 3tabelle 3tabelle 3tabelle 3 e 4 4 4 4 4).

In TTTTTabella 5abella 5abella 5abella 5abella 5 è riportato il confron-

to casi/controlli in donne con
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atipie cellulari ma senza presen-

za di HPV e il gruppo di controllo

caratterizzato da citologia cervi-

cale normale e negatività di HPV

cervicale. Si nota la significativa

prevalenza dell’allele T nei casi

con atipie cellulari, indipenden-

temente da infezioni HPV.

Discussione

In tutti i nostri casi le frequenze

genotipiche di MTHFRC677T

sono risultate compatibili con

dati riportati per il Veneto14, re-

gione con consumo adeguato di

folati e vitamine del gruppo B.

Abbiamo riscontrato un significa-

tivo aumento di frequenza della

forma polimorfica  T nel gruppo

di pazienti con atipie cellulari e

assenza di HPV cervicale rispet-

to a quella rilevata nel gruppo  di

MTHFR677CC MTHFR677CT

Combinazione 16-31 16-52

di ceppi HPV 16-31 16-52

16-58 16-66

16-61 16-58

16-52 18-66

35-52 31-35

31-61 45-66

53-61 52-73

53-61 52-58

52-56

58-53

58-33

66-53

Genotipi MTHFR 677

CC (%) CT (%) TT (%)

1)Pazienti ASCUS, LSIL,
HPV negative 33/116 (28,4) 60/116 (51,8) 23/116 (19,8)

2)Femmine con PAP test negativo
HPV negative (controlli) 51/139 (36,8) 69/139 (49,6) 19/139 (13,6)

Test Chi Quadrato: p<0,05

Tabella 4. Casi ASCUS,LSIL con infezione HPV multipla.

Tabella 5. Distribuzione  casi/controlli di genotipi MTHFR C677T.

controllo. Pertanto l’allele T po-

trebbe costituire un fattore di ri-

schio per atipie cellulari cervicali

in fase iniziale, indipendente-

mente da infezioni HPV.

Per verificare il contributo di in-

fezioni HPV nel determinismo di

alterazioni cellulari cervicali ini-

ziali abbiamo indagato la distri-

buzione dei ceppi HPV in cellule

con diverso genotipo MTHFR

C677T. I genotipi MTHFR nel

gruppo 1) ASCUS,LSIL con infe-

zione HPV e nel gruppo 2)

ASCUS, LSIL senza infezione

HPV, non presentano differenze

significative, indicando una di-

stribuzione omogenea dei ceppi

HPV indagati nei diversi genoti-

pi MTHFR677 CC, CT, TT. Tutta-

via, analizzando i singoli ceppi si

evidenzia come i tipi HPV 52,58

e 66 risultano presenti in 14 su

22 casi di infezioni miste, 3 casi

su 9 con genotipo CC e ben 11

casi su 13 con genotipo CT. Non

si sono riscontrate infezioni mul-

tiple in casi con genotipo TT.

Sono necessari studi su casisti-

ca più ampia per verificare se

queste distribuzioni siano dovu-

te al caso. Di rilievo anche il ri-

scontro del ceppo HPV 16, tro-

vato in 9 su 22 casi di infezioni

miste(Tabella 4).

Inoltre abbiamo evidenziato una

significativa prevalenza  del cep-

po HPV 16 nei casi con genotipo

CC  (33% dei casi) rispetto ai

genotipi CT+TT (15,4% dei casi).

Questo rappresenta una novità

in quanto a tutt’oggi non risulta-

no in letteratura confronti tra ti-

pologia HPV e genotipi MTHFR

C677T.

Il ceppo 18 è stato riscontrato

solo in 5 su 115 casi (4,3%) del-

la nostra popolazione femmini-

le, dati compatibili con quelli ri-

portati in letteratura dai quali ri-

sulta una prevalenza di HPV 18

variabile dal 4% in casi senza

anomalie cellulari cervicali9 a

7,3% in casi di pazienti del nord

Italia con diagnosi istologica di

precancerosi15.

Conclusione

L’allele T, forma polimorfica di

MTHFRC677T, sembra essere

un fattore di rischio per atipie

cellulari in fase precoce

(ASCUS,LSIL), indipendente da

infezione HPV. Lo stato di meti-
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lazione cellulare, dipendente dal

polimorfismo MTHFRC677T,

condiziona la presenza di alcuni

ceppi HPV, come visto per il cep-

po HPV 16 che interessa con

maggior frequenza cellule cervi-

cali con genotipo CC. La nostra

esperienza ha evidenziato che lo

studio del polimorfismo

MTHFRC677T in associazione

con la tipologia di HPV può incre-

mentare la predittività nel rischio

di precoci lesioni dell’epitelio

cervicale, in donne della provin-

cia sud-est di Verona.
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