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ABSTRACT 

 

 
Il surfattante polmonare è una miscela di fosfolipidi e proteine 

strutturali sintetizzati dagli pneumociti di tipo II.  Riveste come una 

sottile pellicola la parete interna degli alveoli e svolge il ruolo 

fondamentale di ridurre la tensione superficiale all’interfaccia aria-

liquido, prevenendo così il collasso alveolare nella fase di espirazione 

del ciclo respiratorio. Il deficit di surfattante rappresenta la maggiore 

causa di sindrome da di stress respiratorio (RDS) nei neonati. In 

molti casi la RDS è transitoria ed è legata all’immaturità del polmone, 

invece un’insufficienza respiratoria progressiva in neonati a termine 

e vicini al termine, potrebbe essere causata da difetti nei geni delle 

proteine correlate al surfattante.  In particolare due proteine 

svolgono un ruolo critico per le proprietà tensioattive del surfattante, 

le proteine del  surfattante B (SP-B), e C (SP-C), che rappresentano 

circa il 4% del surfattante e sono codificate rispettivamente dai geni 

SFTPB e SFTPC. Mutazioni sui geni codificanti per queste proteine 

sono la causa di insufficienza respiratoria neonatale acuta e 

interstiziopatia polmonare nel lattante e nel bambino. Recentemente, 

mutazioni sul gene “ATP binding cassette A3” (ABCA3) che codifica 

una proteina trasportatrice di fosfolipidi espressa specificatamente 

negli pneumociti di tipo II, sono state associate anch’esse a sindrome 
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di distress respiratorio letale e polmonite interstiziale infantile 

idiopatica nel neonato a termine e nel bambino.  

Obiettivo di questo lavoro è l’identificazione di alterazioni 

genetiche associate a deficit del surfattante nei neonati e lattanti 

affetti da malattie respiratorie progressive ed inspiegate, e lo studio 

dei meccanismi molecolari ad esse correlati.   

 Un gruppo di 15 pazienti con tale quadro clinico è stato 

sottoposto allo studio genetico per i geni correlati al surfattante e, per 

quei pazienti per i quali era disponibile la biopsia polmonare, ad 

analisi istopatologica e ultrastrutturale del polmone. Lo studio del 

tessuto al microscopio ottico è risultato in parte aspecifico, mentre 

l’analisi al microscopio elettronico ha consentito di selezionare i casi 

in cui la patologia era causata da deficit del surfattante. In questi, lo 

studio ultrastrutturale del tessuto ha evidenziato la presenza 

costante di anomalie dei corpi lamellari, gli organelli contenenti il 

surfattante intracellulare. 

L’analisi della sequenza genetica delle proteine del surfattante 

e dell’ABCA3 ha portato all’individuazione di alcune nuove 

mutazioni sul gene ABCA3. In nessuno dei casi analizzati sono state 

riscontrate mutazioni sui geni codificanti le proteine strutturali del 

surfattante. La presenza di mutazioni su entrambi gli alleli 

dell’ABCA3 era associata ad un quadro di distress respiratorio letale. 

Gran parte dei pazienti con un decorso clinico più tardivo e 

progressivo presentavano invece una singola mutazione in 

eterozigosi.  Nei casi omozigoti o con due mutazioni in eterozigosi, 
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l’assetto genetico influiva sul fenotipo attraverso diversi meccanismi: 

deficit totale o parziale dell’espressione della proteina, sintesi di 

proteina non funzionale o localizzazione aberrante della proteina 

all’interno dello pneumocita.  Gli eterozigoti presentavano una 

riduzione parziale dell’espressione della proteina, ma poiché il 

genotipo era identico a quello dei parenti portatori sani, il 

meccanismo responsabile della malattia non è chiaro. I difetti genici 

dell’ABCA3 appaiono in questo studio come la causa principale di 

malattia parenchimale polmonare inspiegata nei neonati e lattanti.  

Da questi risultati si deduce l’importanza della combinazione dello 

studio genetico con l’analisi ultrastrutturale per eseguire la diagnosi 

completa di queste malattie rare e ancora in gran parte sconosciute.  
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ABBREVIAZIONI 
 

ABCA3 ATP binding cassette protein A3 

ARDS  sindrome da distress respiratorio nell’adulto 

DIP  polmonite interstiziale desquamativa 

ECD dominio extracellulare 

NBD dominio di legame con nucleotidi 

PA proteinosi alveolare  

PILD  malattia polmonare interstiziale pediatrica 

RDS  Sindrome da distress respiratorio 

SP-A proteina A del surfattante  

SP-B proteina B del surfattante 

SP-C proteina C del surfattante 

SP-D  proteina D del surfattante 

URDS  indrome da distress respiratorio inspiegata 

UTR regione non tradotta 
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1 INTRODUZIONE 

 

 

1.1  Il surfattante polmonare 

 

Il surfattante è un fluido prodotto dall’epitelio alveolare dei polmoni 

e svolge un ruolo essenziale nella dinamica respiratoria.  Per il 90% il 

surfattante è costituito da lipidi, e per il 10% da proteine, in 

particolare da quattro proteine specifiche: SP-A, SP-B, SP-C e SP-D.  I 

fosfolipidi rappresentano l’80% dei lipidi del surfattante, il 

Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e la sua forma insatura 

Fosfatidilcolina (PC), sono i fosfolipidi più presenti mentre il 

fosfatidilglicerolo (PG), il fosfatidilinositolo (PI), il 

fosfatidiletanolamine (PE) e la fosfatidilserina (PS), rappresentano la 

parte restante (Batenburg 1998).  Il surfattante viene prodotto 

esclusivamente nelle cellule epiteliali alveolari di tipo II (pneumociti 

di tipo II).  Le proteine SP-B e SP-C vengono sintetizzate nel reticolo 

endoplasmatico degli pneumociti di tipo II, poi trasferite per la via 

del Golgi nei corpi lamellari, organelli citoplasmatici peculiari di 

questo tipo di cellule. All’interno di questi organelli le proteine 

vengono integrate ai fosfolipidi per formare la struttura 

pseudomielinica del surfattante.  I corpi lamellari maturi, si 

accumulano al polo apicale degli pneumociti di tipo II, secernono per 



 9 

esocitosi il surfattante nel lume alveolare, il surfattante si espande 

sotto forma di mielina tubulare, per poi formare una pellicola 

monostrato che riveste la cavità alveolare e gli conferisce le sue 

proprietà tenso-attive (figura 1). Le proteine Sp-A e Sp-D seguono un 

percorso intracellulare indipendente dai corpi lamellari e si associano 

agli altri componenti del surfattante nel lume alveolare (Voorthout 

1992, Ikegami 1992).  La maggior parte dei componenti del 

surfattante viene infine riciclata dalle cellule di tipo II attraverso 

endocitosi o eliminata attraverso l’azione  dei macrofagi alveolari.  

Mentre la sintesi dei fosfolipidi del surfattante è stata largamente 

spiegata, il loro trasporto all’interno della cellula non ha un 

meccanismo completamente chiaro. Si suppone che il passaggio dei 

fosfolipidi attraverso le membrane sia facilitato dall’azione di 

trasportatori specifici, ma l’esatto ruolo di questi trasportatori non è 

ancora completamente noto. La principale funzione del surfattante è 

quella di permettere l’espansione ritmica degli alveoli durante la 

respirazione e prevenirne il collasso in fase di espirazione, tuttavia il 

surfattante partecipa anche alla risposta degli alveoli ad una grande 

varietà di attacchi esterni quali infiammazioni, infezioni e stress 

ossidativi (Crouch 2001, Hawgood 2001). 

La sintesi del surfattante è regolata da diversi fattori che variano nel 

corso dello sviluppo embrionale e fetale.  La sua sintesi inizia nel feto 

intorno al sesto mese di gravidanza per raggiungere i livelli più alti 

intorno al termine; diversi fattori, tra cui glucocorticoidi, ormoni 

tiroidei, fattori di crescita, citochine ed altri, possono accelerarne la 
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sintesi.  I disturbi acuti dell’omeostasi del surfattante, sia primari che 

secondari ad altre patologie, causano gravi alterazioni della funzione 

respiratoria comunemente designata “Respiratory Distress 

Syndrome” (RDS).  
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Figura 1 
Raffigurazione schematica della cavità alveolare rivestita dal 
surfattante. All’interno dello pneumocita di tipo II è schematizzato il 
processo di sintesi ed espulsione dei corpi lamellari che, portati nel 
lume alveolare attraverso esocitosi, riversano il loro contenuto 
all’esterno. I lipidi e le proteine si organizzano a produrre la pellicola 
di surfattante che stabilizza l’alveolo. 
(Hawgood & Clements 1990). 
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1.2  Sindrome da Distress Respiratorio neonatale (RDS) 

 

 Il deficit di surfattante può dipendere da varie cause che 

possono essere schematicamente classificate in primarie e secondarie, 

oppure in transitorie e permanenti.  Numerose patologie e disturbi 

possono portare ad un deficit secondario del surfattante, tra queste, 

le infezioni, l’ipossia e l’asfissia, l’ipotermia, l’ipoglicemia e altri 

disturbi del metabolismo energetico che si riscontrano spesso nel 

neonato a termine o vicino al termine o anche nell’adulto (“Adult 

Respiratory Distress Syndrome”, ARDS).  In queste forme, in genere 

transitorie, le terapie sostitutive (somministrazione di surfattante 

esogeno) e di supporto ventilatorio permettono il ripristino 

dell’omeostasi polmonare con la risoluzione della causa primaria.   

 

La prematurità rappresenta la causa più classica e frequente di 

deficit primario congenito del surfattante.  Durante la maturazione 

embrionale e poi fetale del polmone, si verifica un’evoluzione sia 

qualitativa che quantitativa del surfattante.  I corpi lamellari 

appaiono negli pneumociti di tipo II alla 20° settimana di gestazione 

ed aumentano gradualmente di numero nel progredire della 

gravidanza (Hallman, 1989); il rapporto tra fosfatidilglicerolo e 

fosfatidilinositolo aumenta, così come la concentrazione delle 

proteine del surfattante, fino alla fase matura, intorno alla 35° 

settimana.  Circa il 50% dei neonati prematuri nati sotto 30 settimane 
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e quasi il 90% sotto 26 settimane, presentano un quadro di RDS. 

Questa incidenza aumenta in modo inversamente proporzionale 

all’età gestazionale e costituisce la causa principale di mortalità e 

morbilità in questo gruppo di pazienti.  Il neonato con RDS presenta 

distress respiratorio (polipnea, rientramenti intercostali), cianosi e 

ipercapnia ingravescenti nelle prime ore di vita, e spesso letali in 

assenza di trattamento e di assistenza ventilatoria.  Lo stress 

ormonale del parto e l’avvio della respirazione all’aria, costituiscono 

potenti stimoli maturativi alla sintesi di surfattante da parte 

dell’epitelio alveolare, il surfattante  aumenta fino a livelli maturi 

nell’arco di pochi giorni (Hallman, 1994) .  Nei casi di deficit 

importante, il trattamento con surfattante esogeno e ventilazione 

meccanica determinano il più delle volte la completa risoluzione del 

quadro acuto. Il trattamento materno prenatale con glucocorticoidi 

(betametasone) in caso di parto prematuro imminente, mirato ad 

accelerare la maturazione polmonare e la sintesi di surfattante, ha 

permesso una significativa riduzione dell’incidenza e della severità 

della RDS nel prematuro (Crowley 1990). 
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1.3 Malattia polmonare cronica nell’infanzia e polmonite 

interstiziale infantile 

 

 Dopo la risoluzione della fase acuta della RDS, alcuni 

neonati non mostrano una normalizzazione completa della 

funzionalità respiratoria, ma continuano a presentare un fabbisogno 

di ossigeno persistente per diverse settimane, talvolta accompagnato 

da ipercapnia e nuova necessità di ventilazione meccanica.  Ogni 

patologia polmonare diffusa persistente dopo RDS neonatale è 

definita “chronic lung disease”, a prescindere dall’eziologia.  La 

causa più frequente di malattia polmonare cronica è la displasia 

broncopolmonare, tipica dell’ex-prematuro, e caratterizzata da 

ispessimento bronchiale, fibrosi interstiziale e rimodellamento 

alveolare e dei vasi polmonari (Baraldi 2007).  Tra tutti i meccanismi 

fisiopatogenici implicati nella genesi di questa patologia, si ritiene 

che l’azione dell’ossigeno e della ventilazione sul polmone immaturo 

e povero di surfattante sia la causa maggiore. 

 

La persistenza o l’insorgenza di sintomi respiratori 

(fabbisogno di ossigeno, rantoli, rientramenti intercostali, ipodiafania 

polmonare diffusa radiologica) nel lattante nato a termine o vicino al 

termine avviene più raramente.  Escluse cause infettive, ambientali e 

secondarie a microinalazioni (reflusso gastro-esofageo), ed escluse 
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forme atipiche di displasia broncopolmonare (danno da ventilazione 

meccanica, esiti di polmoniti severe, etc.), questo quadro clinico 

viene definito “polmonite interstiziale infantile” (pediatric interstitial 

lung disease, PILD).  Recentemente, in uno studio retrospettivo su 

dati anatomopatologici derivati da un’ampia coorte di lattanti con 

“chronic lung disease”, si è concluso che la PILD è causata da 

anomalie del surfattante (Deutsch 2007).  
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1.4 Fattori genetici nella RDS e nel “chronic lung 

disease” 

 

L’influenza di fattori genetici sulla genesi e il decorso clinico 

della RDS è evidenziato da diverse considerazioni.  E’ stato osservato 

che l’incidenza della patologia è maggiore per i maschi rispetto alle 

femmine e per i neonati di etnia caucasica rispetto agli afro-americani 

(Khoury 1985, Hulsey1993).  L’incidenza della RDS in neonati 

gemelli o multipli è più alta negli omozigoti rispetto agli eterozigoti 

(van Sonderei 2002).  Data la loro importanza nell’omeostasi del 

surfattante, i geni che codificano le proteine strutturali SP sono stati 

ritenuti i primi candidati, sia come causa di alcune forme atipiche di 

RDS, sia come modificatori dell’incidenza o del decorso clinico della 

malattia. 

  
Un quadro clinico acuto simile alla RDS classica si può 

riscontrare in assenza di cause dimostrabili in alcuni neonati a 

termine o vicino al termine, che presentano una risposta scarsa o del 

tutto assente alla somministrazione di surfattante esogeno e tendono 

ad aggravarsi gradualmente nonostante il supporto ventilatorio; 

questo quadro clinico particolare è stato identificato in letteratura 

come “Unexplained Respiratory Distress Syndrome “(URDS).  

Alcuni di questi pazienti hanno una storia familiare di RDS o di 

morte in epoca neonatale.  Circa 10 anni fa, in alcuni di questi casi, è 
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stata riscontrata l’assenza di una delle proteine strutturali, la SP-B, 

nel surfattante raccolto nel liquido di brocolavaggio, e la malattia è 

stata attribuita ad un deficit congenito di questa proteina (Nogee 

1994).  E’ stato dimostrato che questo deficit ha una base genetica, 

essendo causato da mutazioni omozigoti nel gene SFTPB 

corrispondente.  Nel 2004, un quadro clinico simile è stato riportato 

in neonati con mutazioni omozigoti o eterozigoti (bi-alleliche) in un 

altro gene, l’ABCA3 (Shulenin 2004). Mutazioni eterozigoti del gene 

codificante la SP-C sono state invece descritte in alcuni pazienti a 

termine con malattia respiratoria apparentemente idiopatica ad 

esordio neonatale o nei primi mesi di vita (PILD) (Thomas 2002).  

Recentemente, in un piccolo numero di casi con PILD, senza 

mutazioni sui geni della SP-B e della SP-C, sono state riscontrate 

mutazioni dell’ABCA3 (Saugstad 2007). 

 

Un’altra fonte di evidenza del ruolo dei fattori genetici nelle 

malattie respiratorie neonatali deriva da studi delle variazioni 

alleliche nei geni correlati al surfattante (polimorfismi) su larghe 

popolazioni (Hallman 2006).  
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1.5 Struttura e funzione delle proteine correlate al 

surfattante 

 

1.5.1 Le proteine idrofiliche del surfattante: SP-A e SP-D 

 

Le proteine del surfattante sono prevalentemente sintetizzate e 

secrete dagli pneumociti di tipo II.  SP-A e SP-D sono le proteine del 

surfattante a più alto peso molecolare e idrofiliche, sono 

glicoproteine appartenenti alla categoria delle lectine di tipo C, 

chiamate anche collectine. La SP-A ha un ruolo attivo nell’immunità 

innata del polmone (Crouch 2001), funziona come opsonina, è in 

grado di favorire il legame alle cellule fagocitiche di una grande 

quantità di patogeni inclusi virus, batteri, lieviti e funghi, 

determinandone l’eliminazione (Korfhaggen 1998, Mc Neely 1993). 

E’ stato ipotizzato per la SP-A anche un ruolo nella riutilizzazione 

dei componenti del surfattante (Wright 1990), sarebbe in grado di 

promuovere l’endocitosi e il riciclo dei lipidi attraverso il legame su 

specifici recettori ad alta affinità presenti sulla membrana degli 

pneumociti di tipo II.  Nel genoma umano per la SP-A esistono due 

trascritti simili e uno pseudogene non funzionale localizzati sul 

cromosoma 10 (Floros 1998). L’ SFTPA1e l’ SFTPA2 sono entrambi 

formati da 4 esoni tradotti e un esone non tradotto al 5’. La proteina 
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SP-A si trova nello spazio alveolare sotto forma di trimero costituito 

da due SP-A1 e una SP-A2 (Voss 1991). 

 

Anche la proteina SP-D partecipa al meccanismo di difesa del 

polmone da patogeni esterni legandosi a glicoconiugati di superficie 

espressi da un gran numero di microrganismi,  batteri gram-positivi, 

gram-negativi, virus e funghi, in seguito a questa interazione  i 

microrganismi vengono agglutinati, fagocitati ed eliminati (Crouch 

2000, Ikegami 2000, Hartshon 1996).  La SP-D ha anche un ruolo 

rilevante nel metabolismo e omeostasi del surfattante (Korfhagen 

1998 a).  Il gene SFTPD è localizzato sul cromosoma 10 sullo stesso 

locus dei geni SFTPA1 e SFTPA.  E’ un gene di 11kb ed è costituito da 

7 esoni tradotti. La proteina SP-D è presente nel lume alveolare sotto 

forma di monomero di 43kDa o sottoforma di trimero che 

collegandosi con altre triplette forma una struttura caratteristica a 

forma di croce. Nel broncolavaggio alveolare è stato individuato un 

monomero di SP-D di 50kDa, probabilmente prodotto da una 

glicosilazione post-traduzionale (Mason 1998). 
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1.5.2  Le proteine idrofobiche del surfattante: SP-B e SP-C 

 

SP-B e SP-C sono le proteine del surfattante più piccole e 

idrofobiche. Il loro peso molecolare è molto basso, 9 kDa e 4 kDa. 

L’individuazione di due proteine piccole e idrofobiche nel 

surfattante del polmone di topi risale al 1979 (Phizackerley 1979).   

 

La SP-B è codificata da un singolo gene di 9,5kb, SFTPB 

costituito da 11 esoni localizzato sul cromosoma 2p12-p11.2, il gene è 

trascritto in un mRNA di circa 2000 paia di basi (Vamvakopoulos 

1995, Pilot-Matias 1989). La SP-B matura è codificata dagli esoni 6 e 7. 

La regione 5’ del gene contiene sequenze importanti per la 

traslocazione della proteina matura nella sede corretta all’interno 

della cellula, nella regione 3’ il gene contiene una porzione non 

tradotta di circa 823 nucleotidi con probabile funzione regolatoria 

(Yang 2003).  La proteina SP-B  è associata ai lipidi del surfattante, è 

sintetizzata come precursore di 381 aminoacidi (pre-proSP-B) che in 

seguito va incontro a modificazioni post-traduzionali, indispensabili 

per lo spostamento della SP-B matura all’interno della cellula e il suo 

inserimento nei corpi lamellari (Lin 1996) . 

La pre-pro-SPB è costituita da un propeptide N-terminale, dalla parte 

che costituirà la SP-B matura e da un propeptide C-terminale. In una 

prima fase del processo di taglio è eliminata una porzione del 

propeptide N-terminale (pro-SP-B), in seguito viene tagliato il 

propeptide C-terminale e infine viene eliminata la restante parte del 
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propeptide N-terminale, il risultato è la SP-B matura di 79 

aminoacidi il 52% dei quali ha natura idrofobia (figura 2). Queste 

modifiche post-traduzionali dipendono principalmente da due 

enzimi: Napsina e Catepsina H (Ueno 2004). La proteina SP-B è 

presente nell’alveolo sotto forma di dimero, le due catene proteiche 

sono legate da ponti disolfuro (Weaver 2001, Nogee 2004). 

Interagendo direttamente con i fosfolipidi, la SP-B ne favorisce 

l’integrazione all’interno del surfattante (Haagsman 2001), inoltre, 

insieme con la SP-C, accelera il reciclo dei fosfolipidi da parte degli 

pneumociti di tipo II, regolando cosi’ l’omeostasi del surfattante. 
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Pre-proSP-B 

                  

 
             monomero SP-B                          dimero SP-B 

 

 

Figura 2 
Modello di  struttura della SP-B matura  
(Weaver and Conkright 2001) 

 

 

ProSP-B 

 elica1                   elica2        elica3   elica4  elica5 
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La SP-C umana è codificata da un singolo gene di 3,5kb (SFTP2)  

presente sul cromosoma 8p21. Il gene è composto di 6 esoni, l’ultimo 

dei quali non è completamente tradotto. Il gene è trascritto in un 

mRNA di circa 900 paia di basi che successivamente viene tradotto in 

una proteina di 22kDa. La SP-C matura è codificata dall’esone 2, è 

una proteina composta da 35 aminoacidi dei quali il 69% idrofobici. 

E’ una delle proteine più idrofobiche presenti in natura. La proteina 

SP-C è inizialmente sintetizzata come precursore di 191 o 197 

aminoacidi (Warr 1987, Glasser 1988), l’eliminazione dei pro peptidi 

N-terminale e C-terminale è necessaria per la traslocazione 

intracellulare e la secrezione della proteina matura (Keller 1992, 

Conkright 2001). Le modifiche post-trascrizionali che portano alla 

formazione della SP-C matura, avvengono principalmente per opera 

degli stessi enzimi coinvolti nel processamento della pro-SP-B, la 

Napsina e la Catepsina H (Brash 2002). La SP-C matura ha una 

struttura ad α-elica rigida associata alla membrana (Weaver 2001) 

(figura 3). In tutte le specie in cui la SP-C è stata descritta, le cisteine 

della proteina matura sono associate all’acido palmitico che 

probabilmente svolge una funzione nella fase di attacco della SP-C 

alla membrana (Linder 1993). 

Analogamente alla SP-B, la proteina SP-C svolge un ruolo importante 

nell’omeostasi del surfattante, inoltre la SP-C sembra avere un ruolo 
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decisivo nella stabilizzazione delle proprietà tensioattive del 

surfattante anche nel caso di aumento del contenuto di acqua a 

livello alveolare (Horowits 1992, Johansson 1995, Weaver 2001).  
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Figura 3 
Modello di struttura della SP-C matura  
(Haagsman e Diesel 2001). 

Acido palmitico 
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1.5.3   L’ABCA3  

 

L’ ABCA3 fa parte di una famiglia di proteine transmembrana 

designata “adenosine triphosphate-binding cassette proteins” (ABC).  

Fanno parte di questa famiglia proteine altamente conservate 

localizzate sulla membrana di diverse cellule, sia procariotiche che 

eucariotiche (Dean M. 2005). La caratteristica che accomuna le 

proteine ABC è la capacità di legare e idrolizzare  l’ATP e utilizzare 

l’energia ottenuta per traslocare una grande varietà di substrati 

altamente specifici attraverso le membrane (Dean M. 2005,Schmitz 

2004). I trasportatori ABC sono sempre localizzati sulla membrana 

plasmatica o sulle membrane di organelli cellulari. Nel genoma 

umano sono stati identificati 48 geni codificanti proteine ABC 

funzionali. Sembra che tutte queste proteine abbiano una struttura 

molecolare simile. Tutte possiedono due siti attivi di legame con 

l’ATP (NBD) e un complesso di domini transmembrana (Higgins 

1992). In base ad omologie strutturali e al tipo di molecola 

trasportata, le proteine della famiglia ABC sono comunemente 

suddivise in 7 subclassi, la ABCA3 fa parte della subclasse ABC-A 

(Kaminski 2006). Analisi filogenetiche suggeriscono una derivazione 

comune di tutti i geni codificanti le proteine appartenenti a questa 

subclasse (Piehler 2002, Annilo 2003). L’interesse per questi 

trasportatori deriva dalla loro associazione con patologie gravi di cui 

spesso rappresentano la causa primaria (Kaminski 2006). L’ABCA1, 
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l’ABCA4 e l’ABCA12 sono solo alcune delle proteine della subclasse 

ABC-A e sono quelle che presentano una maggiore omologia di 

sequenza con l’ABCA3. Mutazioni sull’ABCA1 determinano 

alterazioni nel trasporto di colesterolo e conseguente deficit del 

colesterolo HDL (Bodzioch 1999). L’ABCA4 invece è localizzata sulla 

retina, mutazioni su questo gene sono state associate a diverse forme 

di distrofia della retina (Rozet 1998). L’ABCA12 è il trasportatore dei 

lipidi della pelle, necessari per formare la barriera di permeabilità 

all’acqua dell’epidermide, mutazioni su questo gene determinano 

gravi forme di ischitiosi (Lefevre 2003). 

La proteina ABCA3 è codificata da un unico gene localizzato 

sul cromosoma 16, contiene 33 esoni di cui i primi tre non tradotti. 

Il gene ABCA3 contiene circa 80.000 nucleotidi, è trascritto in un 

mRNA di 6500 paia di basi che viene tradotto in una proteina di 

1704 aminoacidi (Klugbauer 1996, Nagata 2004).  Anche se l’ABCA3 

fu originariamente individuata nella tiroide ed è espressa a bassi 

livelli in diversi tessuti, il polmone rappresenta l’organo in cui la 

proteina ha la sua massima espressione. L’ABCA3 nel polmone è 

localizzata esclusivamente negli pneumociti di tipo II, in particolare 

sulla membrana dei corpi lamellari, organelli peculiari per questo 

tipo cellulare che hanno la  funzione di contenere e trasportare il 

surfattante (Cheong 2006).  La struttura di questa proteina non è 

ancora completamente nota. Basandosi sull’omologia di sequenza 

dell’ABCA3 con le altre proteine della stessa famiglia, si è 
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ipotizzato per questa proteina una struttura organizzata in due 

regioni transmembrana organizzate in dodici domini, due domini 

extracellulari (ECD) e due domini di legame con l’ATP (NBD) 

(Figura 4) (Bruder 2007, Brash 2006).  La funzione dell’ABCA3 è 

stata recentemente accertata attraverso studi in vivo e in vitro. 

Mutazioni sul gene ABCA3 sono state riscontrate in neonati con 

deficit di surfattante nei quali l’analisi ultrastrutturale eseguita sul 

tessuto polmonare, ha evidenziato la presenza di corpi lamellari 

alterati. In questi soggetti, i corpi lamellari sono più piccoli e 

presentano una composizione interna immatura.  È ipotizzabile che 

l’ABCA3 aberrante possa determinare alterazioni nella formazione 

dei corpi lamellari e nella traslocazione dei lipidi dai corpi lamellari 

al lume alveolare (Nagata 2004,Yamano 2001,Mulugeta 

2002,Shulenin 2004).  Questa tesi è dimostrata anche dai risultati 

degli studi effettuati in cellule renali (HEK-293) in cui in seguito 

all’induzione dell’espressione del gene ABCA3 si formano vescicole 

con morfologia simile ai corpi lamellari, contenenti lipidi (Nagata 

2004). 

 L’espressione dell’ABCA3 è regolata nel corso dello sviluppo 

fetale ed è modulabile ormonalmente in modo analogo alle proteine 

strutturali del surfattante (Mulugeta 2002).  
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Figura 4 
Modello di struttura dell’ABCA3. (Bruder E. et al 2007). 
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1.6 Modificazioni genetiche dei geni correlati al 

surfattante 
 

1.6.1 effetto di mutazioni sul gene codificante la SP-B 

 
Per comprendere il ruolo della proteina SP-B nella funzione 

polmonare, sono stati generati topi knock-out per il gene SFTPB 

tramite ricombinazione omologa in cellule staminali embrionali di 

topo. Mentre i topi eterozigoti SFTPB+/– sopravvivono, i topi SFTPB–

/–  muoiono subito dopo la nascita per insufficienza respiratoria.  

Nei polmoni dei topi SFTPB–/– gli pneumociti di tipo II non 

contengono corpi lamellari maturi e non sono presenti le strutture 

tubulari mieliniche del surfattante; si osserva una normale 

espressione dei geni per le proteine SP-A ed SP-C , ma la proteina 

SP-C matura è espressa a livelli inferiori. Questi risultati dimostrano 

il ruolo critico della SP-B nel funzionamento del polmone e nel 

trasporto e assemblamento dei componenti del surfattante all’interno 

degli pneumociti di tipo II (JC Clark 1995). 

Nell’uomo il deficit congenito di SP-B è stato individuato per la 

prima volta in neonati a termine che presentavano distress 

respiratorio inspiegato subito dopo la nascita (Nogee 1994). Il deficit 

di SP-B ha basi genetiche, è una patologia autosomica recessiva rara 

causata da mutazioni sul gene SFTPB. Sono state individuate più di 
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25 mutazioni, nonsenso, missenso e introniche. In conseguenza alle 

mutazioni sul gene, si può osservare produzione di proteina 

aberrante o totale deficit, alterazione nel trasporto dei lipidi e inoltre, 

avendo la SP-B un ruolo importante nella regolazione 

dell’espressione della proteina SP-C, deficit di SP-B può determinare 

anche assenza di SP-C (Nogee 2004).  

La più diffusa tra le mutazioni dell’SFTPB è localizzata sull’esone 4 e 

riguarda un’inserzione in posizione 121. Questa mutazione è stata 

riscontrata nel 50-60% di pazienti che presentavano deficit congenito 

di surfattante associato ad SP-B (Nogee 2004). 

I sintomi caratteristici del danno polmonare dovuto ad alterazione 

della SP-B, sono normalmente evidenti gia 12 h dopo la nascita del 

neonato e sono assimilabili a quelli di una RDS dovuta a prematurità. 

I pazienti presentano evidenti difficoltà respiratorie che rendono 

necessario il supporto ventilatorio esterno, vanno incontro a collasso 

alveolare e soprattutto non rispondono ai trattamenti, come la 

somministrazione di surfattante esogeno.  Nella maggior parte dei 

casi il decesso sopraggiunge dopo poche settimane. La diagnosi 

definitiva è effettuata attraverso il sequenziamento per 

l’individuazione delle mutazioni sull’SFTPB.  L’unico trattamento 

efficace per prolungare la vita del paziente è il trapianto di polmone 

(Hamvas 1997). 

Deficit parziale della SP-B è stato osservato in pazienti in cui la 

mutazione è presente su un solo allele (Ballare 1995).  
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1.6.2 Effetto di mutazioni sul gene codificante la SP-C 

 

Un modello di topo knock-out per il gene SFTPC è stato 

prodotto allo scopo di comprendere il ruolo della proteina SP-C nella 

funzione polmonare. È stato dimostrato che i topi  SFTPC–/–  

sopravvivono normalmente, hanno pneumociti di tipo II con corpi 

lamellari maturi e presentano la normale struttura tubulare mielinica 

del surfattante. A differenza dei topi wild tipe, i topi SFTPC–/–  

presentano una diminuzione della proprietà tenso-attiva del 

surfattante, e ciò determina una minore stabilità dell’alveolo durante 

la fase di espirazione. Da ciò si deduce che la funzione principale 

della proteina SP-C riguarda la stabilizzazione del surfattante 

(Glasser 2001). 

Mutazioni sul gene codificante la SP-C determinano nell’uomo 

malattie polmonari acute e croniche. Nel 2001 è stata descritta la 

prima famiglia i cui membri erano affetti da un’importante 

alterazione della funzione polmonare dovuta a deficit di SP-C e 

diminuzione della pro-SP-C (Amin 2001). Mutazioni sul gene SFTPC 

sono associate a malattie interstiziali polmonari nel neonato, 

caratterizzate da quadri istologici eterogenei associabili a polmonite 

cronica, polmonite interstiziale non-specifica o DIP (polmonite 

desquamativa interstiziale). Le mutazioni hanno un effetto sempre 

dominante sul fenotipo, anche nei casi in cui la mutazione è presente 

su un solo allele si ha deficit totale di SP-C matura. Le caratteristiche 
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cliniche e l’importanza della patologia associata a mutazioni su 

SFTPC sono molto variabili, questa variabilità è associata al tipo di 

mutazioni e alla localizzazione sul gene, a fattori ambientali, all’età 

dei pazienti e ad altre modificazioni su altri geni che possono 

influenzare il decorso della malattia. 

La patogenesi delle malattie polmonari associate a mutazioni del 

gene della SP-C non è  ancora completamente conosciuta e possibili 

terapie definitive non sono ancora note. Il trapianto del polmone 

rimane ad oggi l’unico trattamento efficace. 

 

 

1.6.3 Effetto di mutazioni sul gene codificante la ABCA3 

 

L’ABCA3 è stata recentemente identificata come proteina implicata 

in processi di sintesi e di surfattante. È stato dimostrato che topi knock-out 

per il gene ABCA3 muoiono subito dopo la nascita, mentre gli eterozigoti 

ABCA3+/– sopravvivono. Il polmone dei topi  ABCA3–/– è meno maturo di 

quello dei topi wt. Gli pneumociti di tipo II nel polmone dei topi ABCA3–/– 

non contengono corpi lamellari e sono evidenti alterazioni anche 

nell’espressione della proteina SP-B. Questi risultati suggeriscono che 

l’ABCA3 è necessaria per la biogenesi dei corpi lamellari, per il 

processamento della proteina SP-B e per la maturazione del polmone 

(Cheong 2007, Fitzgerald 2007). 
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Nell’uomo, il deficit di ABCA3 è stato identificato in neonati a 

termine con RDS inspiegata di probabile origine genetica, privi di 

mutazioni dell’SFTP-B (Shulenin 2004).   

Il quadro clinico più comune di neonati con ABCA3 aberrante è 

caratterizzato da distress respiratorio più o meno severo e da 

infiammazione polmonare diffusa. Spesso la patologia è progressiva 

e diventa fatale entro i primi tre mesi di vita. Le caratteristiche 

istopatologiche dei polmoni di pazienti con il gene ABCA3 mutato 

includono iperplasia degli pneumociti di tipo II e accumulo di 

macrofagi e di materiale proteico nello spazio alveolare, 

caratteristiche di DIP o proteinosi alveolare polmonare (PAP) (Doan 

2007, Kunig 2007). Esiste una grande eterogeneità nelle 

caratteristiche delle malattie associate ad alterazioni nel gene ABCA3, 

in alcuni casi il quadro clinico e le caratteristiche istopatologiche dei 

pazienti sono molto simili a quelli relativi ad alterazioni dei geni 

delle proteine del surfattante SFTPB e SFTPC. L’ analisi al 

microscopio elettronico di tessuto polmonare ha permesso di 

individuare un marker specifico che consenta di discriminare i casi di 

alterazioni dell’ABCA3 da quelli dovuti a deficit di SP-B o SP-C. 

Negli pneumociti di tipo II di pazienti con mutazioni sul gene 

ABCA3 i corpi lamellari presentano una specifica struttura 

denominata “fried egg”, sono più piccoli dei corpi lamellari normali, 

privi della struttura interna a lamelle concentriche e presentano un 

corpo denso centrale o marginale (Bruder 2007). 
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La patologia polmonare in neonati con deficit di surfattante associato 

ad alterazioni dell’ABCA3 è spesso simile a quella riscontrata in 

bambini più grandi con forme di ILD (“interstitial lung disease”), 

suggerendo che mutazioni sul gene ABCA3 potrebbero determinare 

malattie polmonari non fatali, con un fenotipo associabile a ILD. A 

supporto di questo, diversi studi genetici sono stati eseguiti su 

bambini con infiammazioni polmonari di media entità (Brash 2006). 

In molti casi i pazienti risultavano portatori di mutazioni del gene 

ABCA3 presenti a volte su un unico allele (Brash 2006, Yokota 2007).  

Diversi tipi di mutazioni sono state riscontrate nel corso degli studi 

genetici sull’ABCA3, queste includono mutazioni nonsenso e 

delezioni importanti che normalmente compromettono la 

produzione della proteina e portano ad un fenotipo di deficit di 

surfattante severo. Altre mutazioni, missenso o delezioni in-frame 

possono portare a produzione della proteina, ma a rapida 

degradazione della stessa o a localizzazione alterata dell’ABCA3. 

Infine altre mutazioni su siti specifici della proteina potrebbero 

portare a produzione e localizzazione normale dell’ABCA3, ma 

perdita di funzione della proteina. La scoperta che la completa 

perdita di funzione dell’ABCA3 porta ad un severo deficit di 

surfattante mentre alcune mutazioni sul gene portano a malattie 

polmonari di più lieve entità con un deficit di surfattante non fatale, 

suggerisce che l’ABCA3 potrebbe essere un gene candidato per altre 

malattie polmonari più comuni e di minore entità come il distress 

respiratorio nei neonati prematuri. 
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1.6.4 Polimofismi sui geni correlati al surfattante e rischio di RDS 

 

La RDS è una patologia multifattoriale, caratterizzata 

dall’immaturità del polmone legata a fattori ambientali, 

costituzionali o genetici. Sembra che alcuni polimorfismi delle 

proteine del surfattante rappresentino un fattore di rischio di RDS. 

L’interazione gene-gene e gene-ambiente non permettono di 

effettuare una stima sui reali effetti di queste variazioni alleliche. 

Polimorfismi dei geni codificanti le proteine SP-A, SP-B, SP-C e 

ABCA3 sono associati a RDS in particolari categorie di rischio come i 

neonati molto prematuri (Garmany 2008). 

La proteina SP-A è codificata da due geni SP-A1 e SP-A2 presenti in 

diversi aplotipi di cui il più frequente (55-57%) è il 6A2/1A0 che è 

associato a rischio di RDS in neonati pretermine mentre l’aplotipo 

6A3/1A1  rappresenta un fattore protettivo al danno polmonare in 

neonati a termine (Kala 1998, Ramet 2000, Haataja 2001). 

Due polimorfismi noti sulla SP-B sembrano aumentare il rischio di 

RDS. Il più diffuso  riguarda la sostituzione aminoacidica ile131thr 

che porta alla formazione di un sito di glicosilazione sulla porzione 

N-terminale della proteina (Wang 2003). Il secondo polimorfismo 

riguarda la variazione di lunghezza dell’introne 4 dovuta ad 

inserzione o delezione di porzioni di nucleotidi ricchi in CA (Floros 

1995). Sulla SP-C sono stati individuati tre polimorfismi,  nell’esone 1 

(P14P), 4 (N138T) e 5 (N186S). Nei neonati gravemente prematuri, 
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queste variazioni sono associate a rischio di RDS. (Lahti 2004). 

Sembra che esista una correlazione tra il polimorfismo ile131thr della 

SP-B e i polimorfismi della SP-A, la presenza di entrambe le 

variazioni dei due geni è stata correlata ad una concentrazione 

inferiore di surfattante presente alla nascita in neonati prematuri 

(Floros 2001).  

Alcuni studi genetici sui polimorfismi delle proteine del surfattante 

suggeriscono una correlazione anche ad altre patologie polmonari 

come la fibrosi polmonare idiomatica  (Selman 2003) o la tubercolosi 

(Floros 2000) . Recentemente studi sull’impatto dei polimorfismi 

dell’ABCA3 hanno evidenziato che anche alcune mutazioni su 

questo gene possono essere associate a rischio di RDS in neonati 

prematuri (Karjalainen 2008). 
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2 MATERIALI E METODI 
 
 

2.1 Reclutamento dei pazienti 
 

Questo studio è stato effettuato su pazienti ricoverati presso le 

unità di terapia intensiva neonatale, patologia neonatale e 

broncopneumologia dell’ospedale Bambino Gesù, e su alcuni 

pazienti ricoverati presso ospedali esterni, per i quali è stato inviato 

materiale biologico per le analisi ultrastrutturali e genetiche. I criteri 

di reclutamento erano i seguenti: 

A. Sindrome da distress respiratorio comparso nelle prime 72 

ore di vita, caratterizzato da ipossiemia rispondente 

all’ossigenoterapia, associata ad ipodiafania diffusa a trama 

fine (“a vetro smerigliato”) dei campi polmonari, persistente 

o ingravescente nonostante trattamento ripetuto con 

surfattante esogeno e all’esclusione delle cause note di 

ipossiemia neonatale e/o di distress respiratorio, quali 

prematurità <32 settimane, cardiopatia congenita con shunt 

destro-sinistro o con iperafflusso polmonare evidente, 

persistenza del circolo fetale, infezione batterica, “atipica 

(ureaplasma, chlamydia), o virale delle basse vie aeree, 

anomalie anatomiche delle vie aeree o del parenchima 

polmonare. Tale quadro verrà designato in seguito 



 39 

“sindrome da distress respiratorio inspiegata” (unexplained 

respiratory distress syndrome, URDS). 

B. Età ≥30giorni ed età postconcezionale ≥35 settimane, oppure 

età ≥3 mesi per i prematuri, con diagnosi di malattia 

polmonare interstiziale (“pediatric interstitial lung disease, 

PILD) basata su almeno 2 dei criteri seguenti: tachipnea, 

tosse cronica, rientramenti intercostali, rantoli 

all’auscultazione e radiografia e/o TAC toracica con 

anomalie diffuse del parenchima polmonare (bullard ajrccm), 

e con gli stessi criteri di esclusione citati sopra. 

 

Nei bambini con queste caratteristiche, l’approccio clinico 

prevede nel nostro centro una biopsia polmonare chirurgica “a 

cielo aperto” per motivi diagnostici. In questi bambini, nel 

contesto dello studio presente, il sequenziamento esonico diretto 

dei geni SFTPF-B, SFTP-C e ABCA3 è stato effettuato su DNA 

genomico da sangue circolante dopo consenso informato da parte 

dei genitori; le anomalie eventualmente riscontrate erano poi 

ricercate nei genitori stessi e, se possibile, negli altri parenti di 1° 

grado.  

 

Da 15 bambini con URDS/PILD, la biopsia polmonare è stata 

effettuata in 10. Lo studio ultrastrutturale ha dimostrato anomalie 

dei corpi lamellari indicative di un deficit primario del sistema 
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del surfattante in 9 di questi, che saranno designati “pazienti” 

nelle sezioni successive. 

 

Per controllo negativo, sono stati utilizzati, dopo consenso 

informato, 5 bambini nati a termine, di età compresa tra 1 

settimana e 2 mesi, portatori di malformazione adenoide cistica 

del polmone, un’anomalia focale dello sviluppo polmonare 

embrionale, e sottoposti a lobectomia polmonare elettiva per 

motivi terapeutici.  

 

2.2 Analisi istologica e ultrastrutturale 
 

Per l’analisi istopatologica del tessuto polmonare, sezioni di 5 µm di 

campioni fissati in formalina e inclusi in paraffina, prelevati da 

biopsie polmonari o autopsie, sono state colorate con Ematossilina-

Eosina, Acido Periodico-Shiff (PAS) e Masson Trichrome (TM). Le 

sezioni sono state osservate al microscopio ottico per l’analisi 

istopatologica standard. Su sezioni analoghe sono stati eseguiti saggi 

di immunoistochimica con anticorpi  anti CD45 (M0855, 

DakoCytomation, Glostrup, Denmark) e CD68 (M0876, Dako), SP-B 

matura (MS1300, Neomarkers, Labvision, Fremont, CA), SP-C 

(AB3428, Chemicon, Temecula, CA). 
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Per l’analisi ultrastrutturale, i campioni di tessuto polmonare sono 

stati fissati in una soluzione al 2,5% glutaraldeide in buffer cacodilato 

0,1M (PH 7,2), post-fissate con 1% di tetrossido di osmio (OsO4) poi 

deidratate con etanolo assoluto e inserite in EMbed-812. Le micro 

sezioni sono state trattate con uranil acetato e piombo citrato  e 

osservate con il microscopio elettronico a trasmissione Zeiss EM 10C. 

Tessuto polmonare di controllo è stato reperito da neonati a termine 

sottoposti a lobectomia polmonare per una malformazione adenoide 

cistica congenita. 

 

 

2.3 Analisi di espressione dell’ABCA3 al Microscopio 

Elettronico   
 

Per valutare l’espressione dell’ABCA3 attraverso l’osservazione al 

microscopio elettronico, i campioni di tessuto polmonare sono stati 

fissati in una soluzione di formaldeide al 4% in PBS 0,1M per 4 ore a 

4°C, poi incubati in una soluzione di saccarosio al 30% in PBS  freddo 

a 4°C o.n., congelati con isopentano e mantenuti a –70°C. Criosezioni  

seriali di 20µm sono state poste su vetrini polilisinati, post fissate in 

tetrossido di osmio (OsO4) per 1 ora, disidratate con etanolo in 

percentuale crescente, incluse in capsule di gelatina ed inserite in 

EMbed-812 (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA). Le sezioni 

sono state poi trattate con H2O2 al 3%, preincubate con siero di capra 
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(NGS) al 5% in TBS (Tris-HCl 0,1M  (pH 7,6), NaCl 0,15 M e BSA 

0,1% ), incubate o.n con l’anticorpo rabbit anti ABCA3 diluito 1:50 in 

TBS,  lavate accuratamente in TBS e poi incubate con l’anticorpo 

15nm gold-conjugated goat anti rabbit IgG (GAR, Amersham 

Biosciences, UK) diluito in TBS  0,02M per 1ora a temperatura 

ambiente. L’incubazione dei campioni con solo anticorpo secondario 

è stato effettuata per controllo. 

 

 

2.4 Estrazione di DNA e sequenziamento 
 

Il DNA è stato estratto da sangue intero utilizzando il QIAamp DNA 

blood minikit (QIAGEN) seguendo il protocollo standard. Per alcuni 

pazienti per i quali il prelievo non era più disponibile il DNA è stato 

estratto da tessuti conservati in paraffina. Si è proceduto eliminando 

la paraffina mediante trattamento con xilene e reidratazione del 

tessuto con etanolo a concentrazioni decrescenti (100%, 90% e 75%); il 

tessuto è stato poi digerito incubandolo con un buffer di lisi 

 (proteinasi K 0,5 mg/ml, Tris Cl 50mM, EDTA 1mM, TWEEN20 

0,5%). Si è proceduto all’isolamento del DNA con fenolo-

cloroformio-isotiocianato secondo il protocollo di Jackson et al. ( 

Jackson D.P. et al. 1990). 

Il DNA ottenuto dal sangue intero o dai campioni di tessuto è stato 

utilizzato per eseguire reazioni di PCR in condizioni standard 
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utilizzando la macchina PTC 200 Peltier thermal cycler (MJ research, 

watertown, MA, USA). 

Per amplificare i 30 esoni tradotti del gene ABCA3  sono stati 

utilizzati primers posizionati sugli introni nella zona 

immediatamente a monte e a valle rispetto agli estremi degli esoni 

stessi (Tabella 1), per i geni codificanti le proteine del surfattante 

sono stati utilizzati i primers riportati da Tredano (Tredanoet al 

2003). I frammenti amplificati sono stati purificati e direttamente 

sequenziati usando il CEQ DTCS QUICK START KIT (Bekman 

Coulter) incubando i campioni per 35 cicli a 96° per 30 secondi, 55° 

per 30 secondi 60° per 4 minuti, per concludere poi con 

un’incubazione di 7 minuti a .60°. I primers di sequenza sono gli 

stessi utilizzati per le reazioni di anplificazione. Il prodotto del 

sequenziamento è stato infine analizzato sul sequenziatore 

CEQ200XL (Bekman Coulter). Lo screening delle mutazioni è stato 

effettuato confrontando le sequenze ottenute dal DNA dei pazienti 

con qulle pubblicate (NM_001089.1), le mutazioni sono state 

confermate sui parenti di primo grado.  Il controllo su 50 DNA di 

individui sani é stato effettuato per escludere che le mutazioni 

fossero polimorfismi. 
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Tabella 1  

 
esone 

 

 

Oligo Forward 

 

Oligo Revers 
 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
 

 
CACTCTGCGTGTTTCTATTGC  
GGAAGGGCTGTCTGCATGC 
AGTGACCTGAACCACGCAG 
TCCCACTCCACCCTGTTG 
CGAGAGCAGCTCCTCGAG 
CCTGGCACATGCCATCATG 
GAGAGGAGCTGTCAATGTC 
GTGTAGATGGCAAGTGCCAG 
GTCAAATGTGCACACGTGTGC 
TGGTTGTTGCTTTGCTCGTC 
GCTTGGTTCCTTCTGAGACG 
GGTGCTGACGAGCAGGATC 
CAGCTACGTCAAGGAGAGG 
CATCCTTGGAGGACTCAAGC 
GTGGGCATGAAGAGACCTG 
GGGGTGATGCTTTAGGAAC 
CAGTGCCTCTAACCATAGTC 
ACAGAACAGCACCTGCCG 
CATGCTCAGGTGGCAGGG 
CTGCTGCCCTGCATGCCTTG 
GTCTGAGGACCTCCAAATG 
CGGATAAGGCCCTGTGC 
GAGGGGACATTGTTACAGG 
GACCTCCCACATCCACC 
AGGCTCAGACTGCTCTGC 
GCACCTCAAGGGTAGTCC 
GCCTCCACTGGGGACATG 
CCTTCCTGTCTGCACAAGC 
CTCCAGTGCTGAGCACC 
CAGAGGACTCCCAGGTC 
 
 

 
GCATGCAGACAGCCCTTCC 
CAGGTTGAAGTAGTGATGCG 
GACCCAAAGGAGTGACTGC 
CGGCACTATTCACAACAGC 
GGCAGAGCTTGCAGTGAG 
GACATTGACAGCTCCTCTC 
CTTCCGATCACAGCCTCTG 
GATGCTGCTGCCTTCAGTG 
GCCACTCCCTGTGCACAG 
CTGGAGATGTGGTCTGTGC 
GCTGAGGTGCATCTCCTGC 
GAGGTTCTGGTGAGAGGAAC 
GCTTGAGTCCTCCAAGGATG 
CCACCCAGAGGCAACAGAC 
CAGATTCATCTGGGCTGATG 
GGCAGGAGAATCTCTTGAAC 
TCTGCATGGGCTTACATGAG 
GGGATGCTGCTGAACCTC 
CTGCTGTCACAGGGAGTTG 
CCATGCATGGAGGGTAAAG 
CCACCAGTCATGGCTAGC 
CTCTGCAGTGACCACGTC 
GGCCCAAGCAGAGACGTG 
GGACAGCCAGGTAGTCAG 
CTTGTCTCGCTCTCCAGAG 
GAGCTACCTGGGTCACAC 
GGCTCTCCGATCAGGCTG 
GCACAGCAGATGGGAGAG 
CAAACCAGCACGTATCAGG 
GAGAGAGGATGTAAGATGGG 
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2.5 Estrazione di RNA e sintesi di cDNA 
 

L’estrazione dell’RNA da tessuto polmonare è stata eseguita solo per 

i casi in cui è stato possibile lavorare su campioni di tessuto 

polmonare trattati in modo da prevenire la degradazione dell’acido 

nucleico. L’RNA è stato estratto con Trizol (Invitrogen) seguendo il 

protocollo standard.  La concentrazione di RNA ottenuto dai singoli 

campioni è stata calcolata con lo spettrofotometro e l’integrità 

dell’RNA è stata valutata mediante corsa su gel di agarosio. Per 

eliminare eventuali residui di DNA, i campioni di RNA sono stati 

trattati con DNase I RNase–Free (USB Corporation, Cleveland, USA). 

2mg di RNA per ciascun campione, sono stati utilizzati per la sintesi 

di cDNA mediante reazione di retrotrascrizione. 

L’RNA è stato incubato prima per 5 minuti a 65°C con 1µl di random 

primers (50ng/ µl) e 1µl dNTPs (10mM), poi messo in ghiaccio per 1 

minuto. Alla soluzione è stata aggiunta una miscela di 10x RT buffer 

(200 mM Tris-HCl PH 8,4, KCl 500mM), MgCl2 25mM, 0,1 M DTT,  

40 unità di Rnase OUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor e 50 

unità di SuperScript II RT, il tutto è stato incubato a 25° per 12 

minuti, a 42°C per 50 minuti e a 70° per 15 minuti, dopo un 

passaggio in ghiacco ogni campione è stato trattato con 2 unità di 

Rnasi H e incubato a 37°C per 20 minuti. Il cDNA è stato conservato 

in freezer a –20°C fino ad utilizzo. 
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2.6 Controllo delle mutazioni introniche 
 

Per verificare la possibilità che le mutazioni introniche riscontrate 

sull’ ABCA3 di alcuni dei pazienti potessero avere delle implicazioni 

sul meccanismo di splicing, 2µg dell’ RNA estratto dai pazienti in 

questione, è stato retrotrascritto utilizzando un oligo specifico 

disegnato con una sequenza complementare ad una parte dell’ultimo 

esone del gene ABCA3. Il cDNA ottenuto è stato sequenziato 

utilizzando primers esonici specifici (Tabella 2). Confrontando la 

sequenza ottenuta con quella pubblicata (NM_001089.1) è stato 

possibile verificare la presenza di introni o porzioni di essi nella 

sequenza del cDNA. 
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PRIMERS ESONICI 
 
4Fw 
7Rev 
6Fw 
11Rev 
10Fw 
14Rev 
13Fw 
16Rev 
15Fw 
18rev 
17Fw 
 

 

 
ATGGCTGTGCTCAGGCAGC 
CAGGTTCTCCGCCATCAGG 
CCGAGAAGGACTTTGAGGA 
CAGAGCTTCTGGCTCAGAG 
TGGTCAGCACCTTCTTCAGC 
TGTGAGCATGGAGAGGGTG 
TTGGTGTGGGAAGCCAAGG 
TTGGAGCCTGCGATGAGG 
CAGTGGACGGGCATACATC 
CAGCGTCATGTGATAGCCG 
TCCTCGCTGTTCCTCAAGC 
 

 
20Rev 
19Fw 
23Rev 
22Fw 
26Rev 
25Fw 
28Rev 
27Fw 
30Rev 
29Fw 
33Rev 

 
AGTGTTGAGCTTGACAGCG 
GCATCCATCACCACCATGG 
CCAAGAATGCCATGGCGAA 
TTCTGTTCAAGCTGCTGTGC 
TGAGTCTCTGAAGCAGGTT
G 
AACCCTGGATCACGTGTTC
C 
CAGAAGTGAGGCTCTCCTC 
CCCTGCTCCACACACCTC 
GGAGGTGATGATGATGGC 
TTGATGCCTTGCTGGACCAC 
CTCGCTCACGGAGTAGTC 

 

Tabella2 
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2.7 Immunofluorescenza 

 

Sezioni seriali di tessuto polmonare congelato (5µm) sono state 

fissate in acetone per 10 minuti, lavate in PBS, bloccate per 30 minuti 

in una soluzione di PBS e 5% FCS (fetal calf serum) e 1% BSA 

(“bovine serum albumin”), permeabilizzate per 5 minuti in una 

soluzione di PBS 0,05% tween20, e incubate con i seguenti anticorpi: 

monoclonale anti-SP-B (Labvision, Fermont CA), ABCA3 (clone 13-

H2-57, Seven Hills Bioreagents), SP-D (Abcam, Cambridge, MA), 

diluiti in PBS contenente l’1% BSA. Dopo alcuni lavaggi in PBS, i 

vetrini sono stati incubati con l’anticorpo secondario goat anti-mouse 

Alexa Fluor 488-conjugated (Molecular Probes, Eugene, OR). Doppie 

colorazioni sono state eseguite utilizzando uno dei seguenti anticorpi 

policlonali: rabbit: anti ABCA3 (diluito 1:500 gentilmente ottenuto 

dal prof. Nobuya Inagaky), anti pro-SP-B (Chemicon), anti pro-SP-C 

(Chemicon), rilevati tutti con l’anticorpo secondario goat anti-rabbit 

coniugato con Alexa Fluor 555 (Molecular Probes). Il controllo 

negativo è stato eseguito incubando i campioni con PBS/BSA senza 

anticorpo primario. Le sezioni sono state montate in una soluzione di 

PBS e glicerolo al 50% ed esaminate utilizzando il microscopio 

invertito equipaggiato con epifluorescienza ottica Olypus IX81.  
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2.8 Western Blot 
 

Estratti proteici di campioni di tessuto polmonare sono stati 

preparati seguendo la procedura gia descritta (Yamano et al. 2001), la 

concentrazione delle proteine è stata calcolata con il metodo della 

BCA (Pierce),  e 30µg di proteine sono state caricate su un gel di SDS-

poliacrilammide all’8%, separate elettroforeticamente a 90V e poi 

trasferite su filtro di nitrocellulosa (Amersham Biosciences) per 2 ore 

a 70V. I siti di legame aspecifici delle proteine sono stati bloccati 

incubando la membrana per 1 ora a temperatura ambiente in una 

soluzione di TBS contenente il 5% di latte privo di grassi. La 

membrana è stata poi incubata con l’anticorpo primario anti-ABCA3 

diluito 1:1000 in una soluzione di TBS contenente latte al 2,5% per 2 

ore. Dopo 3 lavaggi da 15 minuti ciascuno con TBS, la membrana è 

stata incubata con l’anticorpo secondario goat anti-mouse-HRP 

(Santa Cruz Biotechnology) diluito 1:5000 in una soluzione di 

TBS/latte per 1 ora. Dopo tre lavaggi in TBS la proteina è stata 

osservata con il sistema a chemioluminescenza (ECL, Amersham 

Biosciences). La stessa membrana è stata in seguito lavata e trattata 

con l’anticorpo primario anti-βactina (Santa Cruz Biotechnology) 

diluito 1:5000 in TBS/latte, rilevato con l’anticorpo secondario anti 

rabbit-HRP (Santa Cruz Biotechnology) diluito 1:5000 in TBS/latte. 
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2.9 Real Time-PCR 
 

Per l’analisi quantitativa dell’espressione dell’ABCA3 e dei geni delle 

proteine del surfattante, i campioni di cDNA sono stati impiegati per 

effettuare saggi di Real-Time-PCR, utilizzando una macchina ABI 

PRISM 7000 (Applied Biosystem). Sono stati scelti primers specifici 

TaqMan Gene Expression Assay (Applied Biosystem) per  ABCA3 

(Hs00184543 _m1), SFTPB (Hs00167036_m1), 

SFTPC(Hs00161628_m1), β-actin(Hs99999903_m1). 

Il cDNA diluito è stato messo in soluzione con i primers e con la Taq 

Man Universal PCR Master Mix (Applied Biosystem) in un volume 

di 40µl.  La reazione di Real Time-PCR è stata eseguita con una prima 

incubazione dei campioni a 95°C per 10 minuti, seguita da 40 cicli a 

95° per 15 minuti e 60° per 1 minuto. 

I dati ottenuti sono stati normalizzati con il valore relativo alla  β-

actin. La differenza tra la media dei valori di CT dell’ABCA3,  SFTPB 

e SFTPC e quelli della β-actin sono stati calcolati nei campioni come  

CTsample = CTABCA3, Sp-b,Sp-C –  CTβ-actin  e quelli di CT per il controllo 

sano CTcalibrator =  CTABCA3, Sp-b,Sp-C - CTβ-actin .  Il risultato finale viene 

espresso come n-volte di differenza di espressione dei geni in esame 

tra campione e controllo sano  utilizzando la formula n= 2–( CTsample – 

CTcalibrator). 
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3 RISULTATI 
 

 

Il gruppo di pazienti analizzato comprendeva 15 neonati con 

quadro clinico di PILD o RDS. Per tutti è stata effettuata l’analisi 

genetica su DNA estratto da sangue intero dopo consenso informato 

dei genitori.  La biopsia polmonare, eseguita soltanto se ritenuta 

indicata dal punto di vista  diagnostico-terapeutico, e dopo consenso 

informato, è stata eseguita in 10 dei pazienti.  

 

 

3.1 Analisi istologica e ultrastrutturale  

 
. L’osservazione del tessuto polmonare al microscopio ottico 

(Figura 5) nei 10 pazienti sottoposti a biopsia, ha messo in evidenza 

un danno polmonare diffuso caratterizzato da iperplasia degli 

pneumociti di tipo II (metaplasia cuboidale dell’epitelio alveolare), 

proliferazione dei fibroblasti,  deposito di fibre di collagene (fibrosi 

interstiziale) ed infiltrato linfocitario nell’interstizio, un quadro 

designato polmonite interstiziale desquamativa (desquamative 

interstitial pneumonitis, DIP); inoltre si riscontrano accumuli focali di 

cellule epiteliali, macrofagi alveolari e materiale amorfo proteico nel 

lume alveolare, caratteristico di proteinosi alveolare polmonare 

(PAP) (Figura 7).  Il referto di DIP/PAP, considerato in numerosi 
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studi aspecifico ed idiopatico, è stato recentemente riconosciuto 

come strettamente indicativo di malattie congenite del sistema del 

surfattante, di causa genetica conosciuta o no (Deutsh 2007); tuttavia, 

eccetto nel caso di deficit di SP-B con assenza completa della 

proteina, le tecniche microsopiche ottiche ed immunoistochimiche 

standard non permettono di discriminare fra le diverse eziologie 

genetiche. 

 

L’analisi al microscopio elettronico mostra in tutti i casi 

alterazioni a livello ultrastrutturale. In particolare gli pneumociti di 

tipo II dei pazienti, contengono corpi lamellari con evidenti 

alterazioni rispetto agli organelli normali (figura 6).  I corpi lamellari 

normali hanno una forma circolare, un diametro di 2-3µ, e sono 

caratterizzati da strisce concentriche di fosfolipidi che corrispondono 

alla forma di stoccaggio intracellulare del surfattante chiamata 

”pseudomielina” (figura 7a) . Quelli osservati nei pazienti, invece, 

erano di diametro inferiore, erano riempiti di materiale amorfo o 

talvolta pseudocristallino (immagine reticolata), di strisce abbozzate 

e disorganizzate, e di una o più inclusioni dense centrali o marginali, 

una morfologia designata “fried egg” (figura 7b).  Nei 5 pazienti con 

quadro di URDS (1, 2, 3, 4, 6), erano presenti esclusivamente corpi 

lamellari di questo tipo.  Nel paziente 5 sono anche presenti corpi 

lamellari di diametro uguale o superiore alla norma, privi o quasi di 

strisce concentriche o di corpi densi, ma contenenti vescicole di vario 

calibro, un aspetto designato “corpo multivescicolare” che può 
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rappresentare una forma immatura di corpo lamellare, ma che è 

anche stato riportato nel deficit della proteina del surfattante SP-B 

(Edwards 2005) (figura 7c).  In due pazienti (5, 7, 8), insieme ai corpi 

lamellari aberranti sono visibili nelle stesse cellule anche alcuni corpi 

lamellari con struttura normale (figura 6 f, h, i).  Anche nel paziente 9 

sono evidenti corpi lamellari fried egg (figura 6 l). 
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Figura 5:  
Sezione di tessuto polmonare normale (A) e in paziente con deficit 
congenito del surfattante (B), emotossilina-eosina, 20X: si evidenzia 
ispessimento marcato dei setti interalveolari con proliferazione 
cellulare interstiziale, metaplasia cuboidsale dell’epitelio alveolare, 
riempimento del lume alveolare con materiale in parte cellulare e in 
parte amorfo.  La colorazione Tricromica di Masson (C: 20X, D: 40X) 
evidenzia nel paziente la fibrosi interstiziale (fibre collagene in blu). 
La marcatura con anticorpo anti-CD45 (E) evidenzia la presenza di 
leucociti nel materiale intra-alveolare e nell’interstizio (60X); il CD68 
(H) identifica le cellule intra-alveolari come macrofagi (60X). La 
colorazione Periodic Acid Shiff (PAS) (G) evidenzia la componente di 
proteinosi alveolare nel materiale intra-alveolare (20X) Le colorazioni 
con anticorpo anti-SP-B (F) e anti-SP-C (I) (40X) evidenziano la 
proliferazione degli pneumociti di tipo II nell’epitelio alveolare. 

A D G 

B E H 

C F I 
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Figura 6 
Microscopia elettronica. Analisi ultrastrutturale di sezioni di tessuto 
polmonaredi un controllo (a), del paziente 1 (b), 2 (c), 3 (d), 4 (e), 5(f), 
6 (g), 7(h), 8(i), 9 (l). Sono evidenti in tutti i casi alterazioni nella 
conformazione dei corpi lamellari che presentano la tipica struttura 
“fried egg”. Nei pazienti con RDS sono visibili solo corpi lamellari 
alterati (b, c, d, e, g), nei pazienti con PILD sono presenti anche corpi 
lamellari normali (f, h, i, l). 

a 

 

b c d 

e f g 

h i l 
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Figura 7: Microscopia elettronica.  
Raffigurazione di uno pneumocita di tipo II in un controllo (a), nel 
paziente 4 (b) e nel paziente 5(c). Sono evidenziati i tre tipi di corpi 
lamellari riscontrati, grandi e con le tipiche fibre concentriche nel 
controllo (a), morfologia “fried egg” caratterizzata da organelli più 
piccoli, con corpo denso e struttura omogenea (b), e con struttura 
multivescicolare (c). Barra 0,5µm. 
 

 

 
 

c

a

b
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3.2 Screening delle mutazioni nei geni correlati al 
surfattante 
 

Per avvalorare l’ipotesi che il la sintomatologia clinica e le 

alterazioni a livello tessutale ed ultrastrutturale del polmone dei 

pazienti fossero dovute a mutazioni nei geni  associati all’omeostasi 

del sistema del surfattante, sono stati sequenziati tutti gli esoni 

tradotti e le regioni introniche contenenti i siti di regolazione di 

splicing dei geni SFTP-B, SFTP-C e ABCA3, nei pazienti e nei parenti 

di primo grado ove possibile. 

 

In 8 dei pazienti studiati sono state riscontrate mutazioni sul 

gene ABCA3 (tabella 3). Nei pazienti 1-4 e 6, che presentavano alla 

nascita un quadro clinico di URDS con evoluzione letale rapida 

(entro 6 mesi dalla nascita), erano presenti mutazioni esoniche su 

entrambi gli alleli: mutazioni frameshift in omozigosi nei pazienti 1 e 

6, e doppie mutazioni missenso nei pazienti 2, 3 e 4. Le mutazioni 

sono state confermate sui parenti eterozigoti. La delezione di due 

basi AG in posizione 3997 (esone 26) nei pazienti 1 e 6 si ritrova in 

eterozigoti in entrambi i genitori. I due pazienti, presumibilmente 

non legati da rapporti di parentela, appartenevano allo stesso gruppo 

etnico.  3 dei 4 pazienti che si presentavano con un quadro di PILD 

(5, 7, 8) erano portatori di una singola mutazione esonica, di tipo 

missenso. Nei pazienti 7 e 8, per i quali non erano ipotizzzabili 

legami di parentela, è stata riscontrata la stessa mutazione: A501E. Il 
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paziente 9, con un quadro clinico riferibile a  PILD e una evidente 

alterazione nella struttura dei corpi lamellari, non presentava 

mutazioni sull’ ABCA3. 

In un ipotetico modello strutturale dell’ABCA3, le mutazioni 

riscontrate sembrano essere concentrate  ai due estremi della 

proteina (figura 8). Nei casi 1 e 6, la delezione determina lo 

scorrimento della sequenza nucleotidica portando alla formazione di 

un codone di stop precoce (esone 27) (figura 9) che porta alla perdita 

della regione C-terminale della proteina contenente il secondo sito di 

legame con l’ATP (NBD2). Tutte le mutazioni missenso indviduate, 

sono localizzate in siti molto conservati 

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/genesequalignview?db=

core;gene=ENSG00000167972), 5 di queste mutazioni sono localizzate 

all’interno del primo loop extracellulare, il cui ruolo funzionale nella 

proteina non è conosciuto.  Due delle altre mutazioni (T1423I, 

R1482W) sono localizzate nel secondo dominio di legame con l’ATP e 

potrebbero essere la causa di alterazioni nell’attività ATPasica della 

proteina.  La mutazione A501E, è  invece localizzata in prossimità del 

primo dominio di legame con l’ATP e potrebbe anch’essa interferire 

con la funzionalitò della proteina. 

 

 Lo studio dettagliato del pedigree familiare è stato 

eseguibile nei casi 1, 4, 5 (figura 10). Nella famiglia del caso 1, 

entrambi i genitori sono portatori eterozigoti della mutazione 

frameshift, mentre i due fratelli, nati dopo il caso indice, sono privi di 
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mutatzioni. Enterambi i genitori del paziente mostrano un fenotipo 

normale e non presentano evidenti problemi a livello respiratorio. 

Nella famiglia 4, entrambi i genitori ed i fratelli sono portatori di una 

delle due mutazioni missenso del caso indice. L’analisi sulla 

funzionalità respiratoria ha evidenziato nella madre e nella sorella 

del paziente, entrambe portatrici della mutazione sull’esone 6 

(P147L), valori di spirometria normali, ma una riduzione modesta 

della capacità di diffusione del CO (dCO, K-CO) indicativa di una 

ridotta capacita di scambio gassoso a livello alveolare. Nel caso 5, la 

mutazione eterozigote risulta trasmessa dalla madre , mentre una 

mutazione intronica risulta trasmessa dal padre ed è anche presente 

sul DNA della sorella del paziente. In questo pedigree, anche se 

entrambi i genitori e la sorella non presentavano sintomi clinici a 

livello respiratorio, all’analisi spirometrica, la madre presentava una 

riduzione della capacità di diffusione al CO.  

 

In tutti i pazienti analizzati sono stati sequenziati anche i geni 

codificanti le proteine del surfattante SP-B e SP-C, per poter 

escludere che il deficit di surfattante riscontrato potesse essere 

associato a mutazioni e conseguente deficit delle suddette proteine. 

In alcuni dei pazienti sono stati riscontrati polimorfismi già noti sulle 

proteine del surfattante, ma in nessun caso erano presenti mutazioni 

significative. Nei pazienti 4 e 5 sono state riscontrate mutazioni 

introniche in una regione che poteva contenere siti di regolazione di 
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splicing. Il controllo della sequenza del cDNA ha consentito di 

escludere ritenzione intronica in entrambi i pazienti. 
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Casi  Età 

gestazionale 
Condizione 
clinica 

genetica Tipo di 
mutazione 

1 40 w Dec. 68 giorni 3997delAG 
3997delAG 

Frameshift 
omozigote 

2 40 w Dec 48 giorni R208W  
 T1423I 

Doppia 
mutazione 
missenso 

3 41 w Dec. 55 giorni R43L 
R1482W 

Doppia 
mutazione 
missenso 

4 38,5 w Dec 7 mesi P147L  
R155Q 

Doppia 
mutazione 
missenso 

5 40 w Dec. 18 mesi P248L Eterozigote 

6 35 w Dec 40 giorni 3997delAG 
3997delAG 

Frameshift 
omozigote 

7 36 w Dec 12 mesi A501E Eterozigote 

8 40 w Dec 18 mesi A501E  
E1475E 

Una mutazione 
missenso+ SNP 

9 40 w Dec. 12 mesi - ? 

   
Tabella 3  
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Figura 8: 
Sulla ipotetica struttura della proteina ABCA3 sono state indicate le 
mutazioni riscontrate nei pazienti: paziente 1-6 verde, paziente 2 
arancione, paziente 3 blu, paziente 4 azzurro, paziente 5 rosso, 
paziente 7-8 giallo. La maggior parte delle mutazioni sono 
concentrate ai due estremi della proteina. 
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Figura 9: 
Cromatogrammi di sequenziamento del paziente 1 e di un controllo.  
Sul DNA del paziente mancano i due nucleotidi AG,la mutazione 
produce un frameshift che determina la formazione di una tripletta 
di stop TGA in posizione prematura. 

Controllo 
 
 
 
 
 
Paziente 
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Figura 10: Schematizzazione dei pedigree familiari di tre pazienti. 
Sui parenti portatori di una mutazione sull’ABCA3 è stata effettuata 
l’analisi spirometrica per valutare eventuali anomalie. Lo scambio 
gassoso a livello alveolare è misurato come KCO. In individui sani la 
KCO ha un valore superiore all’80%. Il paziente 1 è portatore di una 
mutazione in omozigosi, i genitori eterozigoti non presentavano 
alterazioni della funzione respiratoria. Il paziente 4 è un doppio 
eterozigote, la madre e la sorella del paziente, portatrici della stessa 
mutazione presentano un valore di kCO al di sotto del limite. Il 
paziente 5 possiede una sola mutazione esonica e una intronica. La 
madre del paziente, portatrice della mutazione esonica ha una kCO 
lievemente più bassa del limite. 

Paziente1: delezione c3997AG 
RDS fatale 
Madre: eterozigote-sana 
Padre: eterozigote-sano 

Paziente 4: doppio eterozigote 
P147L-R155Q 
RDS fatale 
Madre: eterozigote P147L –kCO inferiore 
Padre: eterozigote R155Q –sano 
Sorella: eterozigote P147L-kCO inferiore 

Paziente5 : eterozigote P248L-
mutazione introne 10 
PILD grave 
Madre: eterozigote P248L- kCO 
inferiore  
Padre: mutazione introne 10-sano 
Sorella: mutazione introne10-sana 

Paziente 1 

Paziente 4 

Paziente 5 
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3.3 Analisi di localizzazione ed espressione dell’ABCA3 e 

delle proteine del surfattante. 
 

3.3.1. Immunoistochimica/immunofluorescenza  

 

Quest’analisi è stata condotta nei pazienti 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9. 

Per i pazienti 1, 2, 3 per i quali era disponibile soltanto materiale 

bioptico incluso in paraffina, lo studio è stato effettuato mediante 

immunoistochimica (immunoperossidasi) utilizzando 

esclusivamente l’anticorpo anti-ABCA3 (figura 11).  Per i pazienti per 

i quali era disponibile tessuto congelato, è stata eseguita 

l’immunofluorescenza in microscopia confocale, con marcaggio delle 

proteine proSP-B, SP-B, proSPC, SP-C, ABCA3, SP-D (figura 12-13). 

 

A.  Pattern di espressione dell’ABCA3:   

Nel paziente 1, l’espressione della proteina è completamente assente.  

Il paziente 2  mostra una forte espressione dell’ABCA3, che non 

appare confinata all’apice degli pneumociti di tipo II, come nei 

controlli,  ma diffusa nel citoplasma, compatibilmente ad una 

ritenzione della proteina a livello del reticolo endoplasmatico.  Nel 

paziente 3 la proteina sembra espressa quantitativamente e 

qualitativamente allo stesso modo che nei controlli.  Il paziente 4 

presenta un deficit quasi totale della proteina, mentre nel paziente 5 

l’espressione dell’ABCA3 è moderatamente ridotta rispetto al 
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controllo. Il paziente 6, che possedeva la stessa alterazione genetica 

del paziente 1, mostra come questo un deficit totale di espressione 

della proteina ABCA3. Nei pazienti 7 e 9, l’ABCA3 è meno espressa 

rispetto al controllo. 

B.  Pattern di espressione delle proteine strutturali del surfattante: 

Nel paziente 4, i precursori delle proteine del surfattante, pro-

SP-B e pro-SP-C, risultano overespressi rispetto al controllo, mentre 

l’espressione delle proteine mature sembra essere normale. Nel 

paziente 5, la SP-C ed il suo precursore hanno un’espressione 

normale, invece la SP-B ha un’evidente alterazione nella 

localizzazione. All’interno degli pneumociti è espresso soltanto il 

precursore della proteina (proSP-B), mentre la proteina matura è del 

tutto assente nel citoplasma delle cellule,ma si ritrova in alta 

concentrazione nel materiale amorfo che riempie gli alveoli. Nei 

pazienti 7 e 9 le proteine SP-B e SP-C sembrano non mostrare alcuna 

anomalia di espressione e localizzazione. E’ stata valutata anche 

l’espressione della proteina del surfattante SP-D che in tutti i casi 

risultava essere espressa allo stesso modo rispetto al controllo. 

 

C. Marcaggio della napsina e catepsina H nel paziente 5: 

Il paziente 5 mostrava un’evidente alterazione nella 

localizazione della proteina SP-B.  E’ noto che questa proteina viene 

inizialmente sintetizzata come precursore che va poi incontro ad 

alcune fasi di processamento che ne determinano la giusta 

localizzazione (Lin 1996). Esclusivamente per questo paziente è stata 
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fatta un’analisi di espressione dei due enzimi, napsina e catepsina, 

implicati nel processamento del precursore della SP-B (proSP-B). 

Non è stata riscontrata alcuna anomalia nell’espressione dei due 

enzimi (figura 14). 
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Figura 11: Immunofluorescenza.  
Espressione della proteina ABCA3 in campioni di tessuto polmonare 
inclusi in paraffina. Controllo (a), paziente 1 (b), paziente 2 (c), 
paziente 3 (d). Nel paziente 1 omozigote per la delezione 3997AG, si 
ha il deficit della proteina; nel paziente 2 l’ABCA3 sembra avere una 
espressione maggiore rispetto al controllo, ma una localizzazione 
alterata, nel paziente 3 la proteina è espressa come nel controllo.  

aa

ab ac ad
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Figura 12: Immunofluorescenza. 
Analisi di espressione e localizzazione dell’ABCA3 e delle proteine 
correlate al surfattante nei pazienti 4, 5 e in un controllo sano. 
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Figura 13: Immunofluorescenza. 
Analisi di espressione e localizzazione dell’ABCA3 e delle proteine 
correlate al surfattante nei pazienti 6, 7 e 9. 
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Fiura 14: Immunofluorescenza 
Nel paziente 5 la SP-B ha una localizzazione alterata. L’analisi mostra 
l’espressione dei due enzimi responsabili del processamento della 
proteina. I risultati non rilevano differenze sostanziali tra il paziente 
e un controllo sano. 
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3. 3.2. Immunolabelling dell’ABCA3 in microscopia elettronica. 

 

L’osservazione al microscopio elettronico di sezioni di tessuto 

polmonare sano (controlli) trattate con l’anticorpo anti-ABCA3 rivela 

una localizzazione della proteina esclusivamente nella zona 

marginale dei corpi lamellari al polo alveolare dello pneumocita di 

tipo II (figura 15a), in accordo con la localizzazione descritta negli 

studi immunoistochimici in vitro e nell’animale, presenti in 

letteratura (Stalman 2007, Bruder 2007, Somaschini 2007).  Questo 

pattern risulta alterato nei due pazienti sui quali l’analisi 

immunogold è stata possibile (4, 5). L’ABCA3 è completamente 

assente nel paziente 4 (figura15b).  Nel paziente 5 invece l’anticorpo 

evidenzia una posizione anomala della proteina, localizzata nella 

zona più interna dei corpi lamellari (figura 15c) anziché a livello della 

membrana plasmica.  
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Figura15: Immunogold. 
Analisi di espressione dell’ABCA3 con microscopio elettronico. In un 
tessuto polmonare di controllo la proteina è espressa nella regione 
marginale dei corpi lamellari (a); Nel paziente 4 affetto da RDS 
l’ABCA3 sembra completamente assente (b); nel paziente 5 con PILD 
la proteina è espressa in posizione anomala (c). 

a 

c b 
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3.3.3 Western Blot 

 

Per l’analisi dell’espressione proteica mediante Western Blot, 

sono stati utilizzati gli stessi anticorpi impiegati per 

l’immunofluorescenza.  Nell’estratto proteico da polmone sano 

(controllo), l’anticorpo anti-ABCA3 mette in evidenza due bande, 

una di circa 180kDa e una di 150kDa.  Lo stesso metodo applicato al 

paziente 4, l’unico in cui il materiale idoneo era reperibile, mostra 

una marcata riduzione dell’espressione dell’ABCA3 (figura 16).  
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Figura 16: Western Blot. 
Nell’estratto proteico di polmone di controllo l’anticorpo anti-
ABCA3 rileva due bande a 180 e 150 kDa (lane 1), il paziente 4 
mostra all’analisi un deficit quasi totale della proteina (lane 2). Il 
trattamento con anticorpo anti β actina conferma l’utilizzo della 
stessa quantità di proteine per i due campioni. 
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KDa 
 
 
 
180 - 
150 - 

 
      1           2 
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3.4 Analisi dell’espressione genica 

 

Per alcuni dei pazienti è stato possibile reperire da tessuto 

bioptico RNA integro, indispensabile per effettuare l’analisi 

quantitativa dell’espressione genica mediante Real-time PCR. Sono 

stati utilizzati oligonucleotidi specifici per i geni codificanti le 

proteine del surfattante SP-B e SP-C e per l’ABCA3. Il gene β actina è 

stato utilizzato per la normalizzazione. I valori di espressione dei 

geni di interesse sono stati espressi in multipli o frazioni del valore 

medio trovato nei controlli.  Nei casi 5, 6, 7, 9 il gene ABCA3 risulta 

overespresso rispetto al controllo come anche i geni codificanti la SP-

B e la SP-C (figura 17). 
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Figura 17: Real Time- PCR. 
Il saggio di espressione genica mostra in tutti i pazienti analizzati 
una overespressione dell’Abca3 e delle proteine correlate al 
surfattante.  
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4 DISCUSSIONE 

 
 

Lo scopo primario di questo studio era di determinare il ruolo 

delle mutazioni dei geni associati al metabolismo del surfattante e 

delle alterazioni di espressione delle proteine corrispondenti, nelle 

malattie polmonari idiopatiche e progressive del neonato e del 

lattante.  Nel corso di questo studio sono stati selezionati 15 pazienti 

con un quadro clinico riferibile a URDS e PILD.  Su tutti è stata 

effettuata l’analisi genetica per i geni codificanti le proteine del 

surfattante SP-B e SP-C e per il gene codificante l’ABCA3.  Su 10 dei 

pazienti è stata effettuata biopsia polmonare.  

L’osservazione al microscopio ottico nei pazienti selezionati 

mostrava un quadro misto di DIP e PAP. Queste entità diagnostiche, 

basate su criteri anatomopatologici, erano considerate non specifiche 

ed idiopatiche, prima della scoperta delle mutazioni dei geni del 

surfattante.  Studi recenti hanno dimostrato invece che il 30-50% dei 

casi di URDS (Shulenin 2004) e circa i 2/3 dei casi di PILD (Deutsch 

2007), entrambi associati a questo quadro istopatologico, sono causati 

da mutazioni nei tre geni SFTPB, SFTPC e ABCA3; è probabile che 

anche i casi rimasti inspiegati siano riconducibili a deficit congeniti 

del surfattante di eziologia genica ancora sconosciuta.  Lo studio 

anatomopatologico ed immunoistochimico standard non permettono 

da soli la distinzione tra i diversi tipi genetici.   
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L’osservazione al microscopio elettronico di sezioni di tessuto 

polmonare evidenziava in 9 dei 10 pazienti in cui è stata effetuata, 

alterazioni tipiche dei corpi lamellari che si presentano sotto forma di 

“fried egg bodies”, corpi multivescicolari, o misto di corpi lamellari 

alterati e corpi lamellari normali.  Nessuno dei controlli analizzati 

presentava simili anomalie.  È ormai noto che una simile alterazione 

dei corpi lamellari rappresenti un marker specifico o sensibile dei 

deficit di surfattante congenito di cause genetiche (Shulenin 2004, 

Edwards 2005, Brash 2006). Nella nostra serie di casi, si evidenziava 

una correlazione tra la severità del quadro clinico e il numero e 

l’apparenza dei corpi lamellari: gli pneumociti dei pazienti omozigoti 

o doppio-eterozigoti contenevano esclusivamente “fried egg bodies”, 

in numero complessivo tanto minore quanto era severo il deficit di 

ABCA3(deficit totale o parziale).  Nei soggetti eterozigoti, si 

riscontrava un misto di corpi lamellari fried egg, di corpi 

multivescicolari e di corpi lamellari di struttura normale e talvolta di 

dimensioni ridotte.  In questi casi, lo studio ultrastrutturale è stato 

determinante nel diagnosticare un deficit di surfattante, dato che il 

genotipo, simile a quello del genitore portatore sano, non aveva da 

solo un valore diagnostico certo.  I corpi multivescicolari sono 

considerati come una forma “immatura” di corpo lamellare, ma, 

quando presenti in modo esclusivo, sono associati a deficit della SP-

B.  Nei nostri pazienti, sono stati sequenziati i geni SFTP-B e SFTPC, 

senza tuttavia mostrare mutazioni significative.  E’ possibile che 

l’ABCA3 abbia anche un ruolo nel metabolismo dell’SP-B e che 
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alcune mutazioni specifiche sull’ABCA3 interferiscano, attraverso 

meccanismi sconosciuti, sulla espressione e le funzioni di questa 

proteina.  Questa affermazione è supportata anche dal caso 5 della 

nostra serie, nel quale sono state riscontrate anomalie del 

processamento post-trascrizionale della SP-B.  

 

 

8 dei 9 pazienti da noi selezionati possedevano mutazioni sul 

gene ABCA3, questi dati sostengono l’ipotesi che mutazioni su 

questo gene sono da considerarsi la causa maggiore di URDS, in 

accordo con i risultati presenti in letteratura (Deutsch 2007).   

 

I pazienti con URDS presentavano tutti una doppia mutazione 

del gene ABCA3. Nei pazienti 1 e 6 il frameshift in omozigosi portava 

al deficit totale della proteina. I genitori portatori della stessa 

mutazione in eterozigosi non presentavano alcuna alterazione a 

livello respiratorio, in accordo con l’ipotesi (Brasch 2006) che una 

aplo-insufficienza di ABCA3 non determina effetti evidenti a livello 

del fenotipo.  I pazienti 2, 3, 4 erano portatori di due mutazioni 

eterozigoti collocate su alleli diversi. Lo studio dei pedigree familiari 

del paziente 4 ha evidenziato in uno dei genitori eterozigote e in un 

figlio con genotipo identico, una lieve alterazione della capacità di 

scambio gassoso che si presenta con una costante di scambio gassoso 

(kCO) lievemente inferiore rispetto ai valori normali.  

Quest’osservazione suggerisce che ciascuna mutazione può tradursi 
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in modo diverso, alcune possono alterare l’omeostasi alveolare, in 

modo non grave, anche se presenti in eterozigosi, attraverso 

meccanismi ancora non conosciuti. 

 

I pazienti 5, 7 e 8 affetti da PILD, erano portatori di un’unica 

mutazione esonica, ma comunque mostravano un fenotipo clinico ed 

ultrastrutturale patologico. In letteratura sono presenti altri casi di 

eterozigoti per mutazioni sull’ABCA3 con problemi respiratori 

evidenti (Yokota 2007, Bullard 2005). Una possibile spiegazione per 

l’etereogenicità di questi eventi è ricercabile nella differente 

localizzazione delle mutazioni. Mutazioni diverse presenti in siti 

diversi sul gene, potrebbero produrre diversi effetti sul fenotipo. 

Altri fattori genetici, mutazioni su altri siti dei geni in questione, non 

analizzati con il nostro sistema di sequenziamento (regioni 

introniche, promotore, siti UTR) o mutazioni su altri geni non ancora 

conosciuti o non strettamente associati al deficit di surfattante, 

potrebbero intervenire in aggiunta all’effetto dell’unica mutazione 

riscontrata. Anche alterazioni epigenetiche e fattori ambientali 

potrebbero influenzare il decorso della patologia. È stato inoltre 

dimostrato che la presenza di polimorfismi sulle proteine del 

surfattante e sull’ABCA3, come riscontrato in alcuni pazienti di 

questa serie, rappresenta un fattore che può determinare un aumento 

di rischio di malattie polmonari in particolari classi (prematuri) 

(Floros 1995, Haataja 2001, Wang 2003, Lahti 2004, Garmani 2008).  
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Il meccanismo attraverso il quale mutazioni sull’ABCA3 

determinano il fenotipo osservato non è completamente noto.  Alla 

luce dei risultati ottenuti con i saggi di espressione genica e proteica 

è lecito affermare che diverse alterazioni dell’ABCA3 hanno un 

effetto diverso sul fenotipo. Nei pazienti 1 e 6 il frameshift, che 

esclude dalla proteina la parte C-terminale contenente uno dei due 

siti attivi dell’ABCA3, determina un deficit totale della proteina 

(figura 12-13). Nel paziente 6 è stato possibile effettuare l’analisi 

quantitativa dell’espressione dell’ABCA3 da cui si deduce che il gene 

è overespresso, ma sembra che la proteina non venga sintetizzata, si 

potrebbe ipotizzare per questo caso un meccanismo compensatorio 

della trascrizione.  Nel paziente 2, portatore di due mutazioni in 

eterozigosi, era evidente una overespressione dell’ABCA3 che però 

non era localizzata, come nel controllo, nella zona marginale della 

cellula (figura 12), ma era diffusa in altre zone. Si può ipotizzare che  

l’ABCA3 rimanga nel RER e che quindi esista un problema di 

localizzazione cellulare della proteina. In questo paziente una delle 

due mutazioni è localizzata in un sito attivo e potrebbe interferire 

con la funzionalità della proteina, l’altra è localizzata nel loop 

extracellulare, una regione con funzione ancora non conosciuta, 

presumibilmente importante per il processamento e il trasporto 

intracellulare della proteina. Il paziente 3 mostrava un’espressione 

dell’ABCA3 uguale a quella del controllo (figura12), in questo caso il 

quadro patologico si potrebbe spiegare ipotizzando che la proteina 

prodotta non fosse attiva, e l’alterazione della funzionalità potrebbe 
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essere dovuta alla mutazione presente sul secondo sito attivo di 

legame con l’ATP. Il paziente 4 presenta un’espressione diminuita 

dell’ABCA3 (figure 13-15). entrambe le mutazioni, in questo caso, 

sono localizzate sul primo loop extracellulare. La maggior parte delle 

mutazioni individuate in questo studio e anche in altri lavori 

pubblicati, sono localizzate in questa zona. Non è ad oggi conosciuta 

la funzione di questo dominio, ma è noto che è una regione molto 

conservata tra le proteine ABCA e suscettibile alle alterazioni. Nel 

gene ABCA1 mutazioni localizzate in questa zona destabilizzano la 

proteina alterandone la struttura, interferendo con il traffico dei 

fosfolipidi (Arowu 2003). Un fenotipo molto particolare è 

rappresentato dal paziente 5 in cui sul gene ABCA3  è presente solo 

una mutazione esonica. L’espressione dell’ABCA3 in questo paziente 

è inferiore rispetto al controllo e inoltre la SP-B presenta una evidente 

alterazione di localizzazione. La fase di processamento della pro-SP-

B ha un’importanza notevole nel guidare la SP-B matura nella giusta 

sede. Gli enzimi responsabili del processamento della proteina sono 

la Napsina e la Catepsina. Ipotizzando un problema inerente al 

processamento della proteina, è stata effettuata in questo caso 

l’analisi di espressione dei due enzimi, dal risultato si deduce che 

l’espressione dei due enzimi è paragonabile a quella del controllo 

sano (figura 14). Si può pensare che difetti dell’ABCA3 possano 

determinare alterazioni sulla localizzazione della SP-B.  Il legame tra 

queste due proteine è stato più volte dimostrato, ma il meccanismo 

con cui interagiscono non è completamente noto (Bullard 2005, 
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Brasch 2006, Cheong 2007). Nel paziente 9, che sembra avere un 

quadro ultrastrutturale di deficit di surfattante associabile a difetti 

dell’ABCA3, non sono state riscontrate mutazioni sul gene. Uno 

studio di altre regioni del gene non ancora analizzate o l’analisi di 

altri geni presumibilmente collegati all’ABCA3 potrebbe portarci a 

spiegare il deficit di surfattante di cui era affetto il paziente in esame.  

 

Dai risultati di questo studio è evidente l’importanza 

dell’ABCA3 nell’omeostasi del surfattante. Gli effetti delle mutazioni 

sono altamente etereogenei e dipendono dal sito in cui la mutazione 

è collocata. Le mutazioni portano sempre ad un’alterazione nella 

struttura di tutti o di alcuni corpi lamellari, confermando la funzione 

della proteina nella biosintesi di questi organelli. La combinazione 

dell’analisi ultrastrutturale al microscopio elettronico con lo studio 

genetico mediante sequenziamento rappresenta un passo 

fondamentale nell’elaborazione di una diagnosi precisa per queste 

malattie polmonari.  

 

Nella maggioranza dei casi di deficit delle proteine del 

surfattante, l’unica terapia attualmente efficace consiste nel trapianto 

del polmone.  L’identificazione precoce e precisa di una causea 

genetica nei casi di sindromi respiratorie apparentemente idiopatiche 

del neonato o del lattante permette di elaborare una diagnosi, di 

stimare la prognosi e  porre l’eventuale indicazione al trapianto.  Ci 

auspichiamo che questo studio abbia contribuito a migliorare le 
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conoscenze nella patofisiologia estremamente complessa di queste 

malattie rare, ma ancora sconosciute e sottostimate. L’elaborazione di 

diagnosi sempre più accurate e veloci è un elemento di grande valore 

nell’ orientamento delle cure nei casi estremi e permette l’attuazione 

di terapie di supporto efficaci nell’eventualità della scelta della via 

del trapianto polmonare.  Il trapianto polmonare ha offerto una 

nuova vita a numerosi bambini affetti da malattie polmonari 

genetiche, ma con un costo elevato in termine di qualità di vita, di 

morbilità, e talvolta anche di mortalità, “sostituendo una malattia 

con un’altra”.  Nuovi approcci terapeutici, come la terapia genica o 

l’utilizzo di cellule staminali, ancora agli esordi nelle applicazioni 

cliniche, sono portatori di immense promesse per il trattamento delle 

malattie genetiche del polmone. 
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