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Definition of BPD 

 
Oxigen requirement at 36 weeks‘ postmenstrual age (PMA) 

 

• 501-1500 g: 4-58.3% (29%) VON 2003 

 

• 24-31 w : 10.5-21.5% MOSAIC, Pediatrics 2008 

 

 

 



Current treatment for bronchopulmonary dysplasia 

• Ventilation 

• Oxygen 

• Surfactant 

• Inhaled nitric oxide 

• Caffeine 

• Steroids (antenatal, postnatal, systemic, inhaled) 

• Antibiotics 

• Diuretics 

• Nutrition / fluid restriction 

• Vitamin A 

• Inositol 

• Antioxidant and anti-inflammatory agents 

L. Cerny, 2008 



Pediatrics 2008;122:479-485 







Prematurity + environmental stressors 

(RDS,BPD,ROP,NEC) 



Fattori genetici Fattori ambientali 
 

BPD 

suscettibilità 

BPD: una malattia multifattoriale 

Hallman, 2003 



La BPD è una malattia 

multifattoriale 



Coinvolgimento di più geni nella  

comparsa del carattere 

 

 

 

varianti/polimorfismi con bassa 

penetranza 

 

 

 

 

 

 

interazione con fattori ambientali 

 

 

 

 

suscettibilità alla malattia 

 

variabilità famigliare 



Status and outcome of infants with RDS 

« Good » 

Infants Marginal 

Infants Bad 

Infants 

Success 

On CPAP Early CPAP failure 

Surfactant/MV Intubation 

surfactant  

MV / HFOV 

BPD / death 

 

genetic variablity 



 

 

Medicina predittiva e preventiva  

per l’ottimizzazione della terapia 

 
 

 
Definizione del rischio genetico di malattia 

 

 

 

Sviluppo e validazione di terapie personalizzate 



Impatto della genetica nella BPD 

Metodi di studio 



 
si considera uno specifico carattere: se il rapporto tra concordanza osservata e 

quella attesa è maggiore nei monozigoti è da attribuire a fattori genetici   

Impatto genetico nelle malattie multifattoriali: Metodo dei gemelli 



Impact of genetics in BPD 

Twin studies 

Author % of variability in the incidence 

of BPD due to genetic factors 

Bandhari     
(Pediatrics, 2006) 

53 

Lavoie         
(Pediatrics, 2008) 

79 



Studio di associazione caso-controllo Determinare il fenotipo da studiare 

Selezione degli SNPs Analisi di associazione 

confronto della frequenza di un polimorfismo in 2 gruppi di soggetti 

 

quando un polimorfismo ha una frequenza significativamente  

maggiore nei casi rispetto ai controlli si conclude che è associato  

al fenotipo in esame 

 



Speer CP, J Perinatol 2006 



Geni candidati per studi di associazione 



Problemi connessi agli studi di associazione genetica 

• Omogeneità etnica 

 

• Casistica omogenea 

 

• Omogeneità delle condizioni in cui avviene lo studio e delle 

misure dell‘ outcome 

 

• Numero adeguato di pazienti (a causa del debole impatto del 

polimorfismo) 



Genes DNA variation Population p value Risk References 

Glutathione-S-

Transferase-P1 (GST-P1) 

p.Val105Ile 133 newborns 

(35 MOD and SEV BPD 

vs 98 controls) 

p=0.05 ↑ BPD Manar MH, Brown MR, Gauthier TW and 

Brown LAS. J Perinatol 2004. 24:30-35 

Surfactant Protein–B (SP-

B) 

Intron 4 deletion 245 newborns <=32 wk  

(67 MOD and SEV BPD 

vs 178 controls) 

P=0.008 ↑ BPD Rova M, Haataja R, Marttila R, Ollikainen 

V, Tammela O, Hallman M. Hum Mol 

Genet 2004; 13:1095-104 

Tumor Necrosis Factor 

alpha (TNFα) 

c.-238 G/A 120 newborns <1250 g  

(51 MOD and SEV BPD 

vs 69 controls) 

p=0.026  ↓ BPD Kazzi SNJ, Kim UO, Quasney MW, and 

Buhimschi I. Pediatrics 2004. 114(2):243-

248 

Angiotensin Converting 

Enzyme (ACE) 

intron 16 

deletion 

120 newborns <1250 g120 

(51 MOD and SEV BPD 

vs 69 controls) 

p=0.025 ↑ BPD Kazzi  SN and Quaesny MW. L Pediatr 

2005. 147:818-22 

Vascular Endothelial 

Growth Factor (VEGF) 

c.-460 T>C 181 newborns 24-32 wk 

(118 MILD, MOD and 

SEV BPD vs 63 controls) 

p=0.013  ↓ BPD Kwinta O, Bik-Multanowski, Mitkowska Z, 

et al. Pediatr Res 2008; 64:682-688 

Matrix 

Metalloproteinase16 

(MMP16) 

rs2664352 263 newborns <28 wk  

(45 MOD and SEV BPD 

vs 218 controls) 

p=0.013 

(T/T) 

↓ BPD Hadchouel a, Decobert F, Franco-Montoya 

ML, et al. PLoS ONE 2008; 3(9):1-10 

rs2664349 p=0.047 

(G/G) 

↓ BPD 

Testican-2 

(SPOCK2) 

rs1245560 390 newborns <28 wk  

(87 MOD and SEV BPD 

vs  303 controls) 

p=1.66x10-

7 

↑ BPD Hadchouel A, Durrmeyer X, Bouzigon E, et 

al. Am j Respir Crit Care Med. 2011.  

15;184(10):1164-70. 

Toll-Like Receptor 5 

(TLR-5) 

p. Arg392X 280 newborns <=1500g  

(66 MOD and SEV BPD 

vs 223 controls) 

p=0.03 ↑ BPD Sampath V, Garland J, Le Min, et al. 

Pediatr Pneumol 2012. 47 :460-468 

Candidate genes for BPD 



Genome-wide association study 
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Scopo dello studio 

 

 

 

 

Criteri di arruolamento e metodi 

• Neonati pretermine con EG < 32 settimane  di etnia europea (escludere 

africani, asiatici, sudamericani…) 

• (casistica 450 neonati)  

• Criterio di esclusione: malformazioni polmonari maggiori 

• Consenso informato 

• Prelievo di 1 cc sangue intero in EDTA (conservare a – 20°C) almeno 20 

giorni dopo eventuali trasfusioni 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

Identificare le varianti genetiche predisponenti per BPD 

(identificare i neonati a maggior rischio        trattamento personalizzato) 

 

 



Jobe, Bancalari 2001 





Raccolta dei dati 
Ogni centro partecipante è stato dotato di un database informatico per la compilazione dei dati. 

Il database è strutturato in 3 sezioni: ANAMNESI, RICOVERO, GENETICA 

CENTRO-cognome-nome 



CENTRO-cognome-nome 



CENTRO-cognome-nome 



 

 

 

Identificazione di fattori genetici predisponenti per displasia 

broncopolmonare in neonati di origine europea 

Studio multicentrico 

Settembre 2012  

 

413 campioni 



Multicenter study 

 

Identification of genetic factors predisposing to 

broncopulmonary dysplasia in neonates of european origin  
June 2012 

n infants n BPD n controls 

366 141 225 

Mild 65 (46%) 

Moderate 40 (28%) 

Severe 36 (25%) 
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9.84%

10.93%

17.76%

61.48%

MILD

MOD

SEV

CONTROLS

  Controls MILD MOD SEV All BPD MOD+SEV 

N° of patients 225 65 40 36 141 76 

characteristics of 366 neonates 



  Controls MILD MOD SEV All BPD MOD+SEV 

N° of patients 225 65 40 36 141 76 

p° 

Birth weight (average, g) 1296.45 931.00 944.78 740.61 886.30 848.07 

Gestational age 

(average, weeks) 29.56 27.17 27.03 25.86 26.79 26.47 

Male (%) 52.00 44.62 65.00 66.67 56.03ns 65.79* 

0.0475 

Familiarity to lung 

diseases (%) 4.00 1.54 10.00 5.56 4.96 ns 7.89 

anamnesis 

° Pearson’s Chi square vs Controls; ns: not significant, *: significant 

 



Antenatal maternal 

infections (%) 13.39 15.38 35.00 17.65 21.58 ns 27.03* 

0.0163 

IUGR (%) 

 14.67 7.69 10.00 11.11 9.22 ns 10.53 

PROM (%) 

 15.11 16.92 20.00 25.00 19.86 ns 22.37 

Gestosis (%) 

 16.00 26.15 12.50 11.11 18.44 ns 11.84 

N° of patients 225 65 40 36 141 76 p° 

Controls MILD MOD SEV All BPD 

MOD+ 

SEV 

Environmental factors: pregnancy (1) 

° Pearson’s Chi square vs Controls; ns: not significant, *: significant 

 



N° of patients 225 65 40 36 141 76 p° 

Controls MILD MOD SEV All BPD 

MOD+ 

SEV 

Environmental factors: pregnancy (2) 

Caesarian section (%) 

 82.43 69.84 72.97 76.47 72.39 ns 74.65 

Twin birth (%) 

 29.78 21.54 22.50 33.33 24.82 ns 27.63 

Antenatal steroids (%) 

 89.73 84.62 92.50 83.33 86.52 ns 88.16 

Complete cycle of 

antenatal steroids (%) 78.64 66.15 72.50 58.33 65.96* 65.79 

0.045 

° Pearson’s Chi square vs Controls; ns: not significant, *: significant 

 



N° of patients 225 65 40 36 141 76 p° 

Controls MILD MOD SEV All BPD 

MOD+ 

SEV 

Environmental factors: postnatal age 

Postnatal infection (%) 9.33 24.62 27.50 44.44 30.50* 35.53 

0.00018 

Surfactant therapy (%) 38.67 83.08 95.00 86.11 87.23* 90.79 

<0.0000

001 

>1 surfactant dose (%) 8.00 26.15 45.00 69.44 42.55* 56.58 

<0.0000

001 

Postnatal steroids (%) 3.11 21.54 42.50 50.00 34.75* 46.05 

<0.0000

001 

Diuretics (%) 3.11 29.23 57.50 63.89 46.10* 60.53 

<0.0000

001 

° Pearson’s Chi square vs Controls; ns: not significant, *: significant 

 

            



N° of patients 225 65 40 36 141 76 p° 

Controls MILD MOD SEV All BPD 

MOD+ 

SEV 

Environmental factors: postnatal age 

NO (%) 0.89 3.08 5.00 27.78 9.93* 15.79 0.004 

Respiratory support (%) 

 92.89 100.00 100.00 100.00 100.00* 100.00 

0.001 

NCPAP (%) 

 90.67 98.46 95.00 100.00 97.87* 97.37 

0.028 

VM (%) 34.67 80.00 90.00 94.44 86.52* 92.11 

<0.0000

001 

HFOV (%) 4.00 13.85 37.50 58.33 31.91* 47.37 

<0.0000

001 

O2 (%) 58.67 100.00 100.00 100.00 100.00* 100.00 

<0.0000

001 

Blood transfusion (%) 31.11 67.69 75.00 88.89 75.18* 81.58 

<0.0000

001 

° Pearson’s Chi square vs Controls; ns: not significant, *: significant 



N° of patients 225 65 40 36 141 76 p° 

Controls MILD MOD SEV All BPD 

MOD+ 

SEV 

Prematurity complications 

RDS (%) 

 79.56 95.38 97.50 100.00 97.16* 98.68 

0.00014 

PDA (%) 23.56 53.85 55.00 77.78 60.28* 65.79 

<0.0000

001 

Cerebral Haemorrhage (%) 

 7.11 16.92 22.50 47.22 26.24* 34.21 

0.00028 

NEC (%) 

 4.00 10.77 7.50 19.44 12.06* 13.16 

0.035 

° Pearson’s Chi square vs Controls; ns: not significant, *: significant 



GENETICS 

 



Methods 

  

.  

1) Association study of a panel of 128 SNP  

2) Analysis ins/del int 4 SPB (associated with BPD) with DHPLC 

4 SFTPA (aplotypes 6A2, 1A0 of genes SFTPA1 and SFTPA2)  

13 SFTPB 

13 SFTPC 

19 SFTPD 

31 ABCA3 

3 LCAD 

7 SPOCK2  

Other candidate genes 

 





Next generation sequencing 

 
Processività di 1 giorno=10 anni del metodo classico (Sanger) per 

Progetto Genoma 

 

Permette l’analisi di sequenza di tutto il genoma, o parte di esso (esoma o 

batterie di geni) in modo accurato 

 

Raccoglie informazioni su tutte le varianti presenti 

 

L’analisi dell’esoma è in grado di identificare piccole variazioni e 

inserzioni/delezioni di piccola/media grandezza 

 

Permette di eseguire studi di associazione per varianti comuni 

 

Permette di identificare varianti rare 

 

Oggi ha raggiunto un costo competitivo 



La maggior parte delle mutazioni identificate nelle malattie ereditabili sono localizzate a 

livello delle regioni codificanti del genoma (esoma)  

Esoma = 1% di tutto il genoma 

Metodo:  

Sequenziamento dell’esoma tramite Next generation Sequencing (NGS) 

 Protocollo Illumina 

Aprile 2012: approvazione del Comitato Etico  



Sangue (1ml) 

Estrazione DNA 
Frammentazione DNA 

(sonicazione) 

Preparazione librerie genomiche 

Arricchimento con sonde 

specifiche per esoma 

Generazione di clusters sulla flow cell 

Sequenziamento su piattaforma HiSeq 2000  

Output di dati di sequenza 

Sonde esoma specifiche 

Protocollo di lavoro 

10 days/run 



Totale sequenze per campione : 57.353.406 

Milioni di variazioni per campione 

Allineamento con genoma di riferimento hg19 

Migliaia di variazioni per individuo 

Filtro varianti comuni 

Classificazione variazioni: 

Nuove 

Note  

Predizione effetto delle singole variazioni 

sul gene (softwares di predizione snEFF, 

Polyphen, Sift, GATK)  

Basso impatto 

Medio impatto 

Alto impatto 

Analisi dei dati (linee guida Broad Institute) 

Output dei dati di sequenza 

Filtro qualità 

(6 miliardi di basi) 



Numero del cromosoma su cui è stata identificata la variazione 
 

Posizione genomica  
 

Codice rs (per le varianti note) 
 

Allele di riferimento ed allele alternativo 
 

Parametri di qualità per ogni singola variante 
 

Frequenza allelica dell’insieme dei campioni sequenziati 
 

GMAF (frequenza dell’allele minoritario in banca dati) 
 

Tipo di mutazione: SNP/DEL/INS/MISSENCE 
 

Genotipo di ogni singolo campione relativo ad ogni singola mutazione 

identificata 
 

Nome del gene in cui è stata trovata la variazione 
 

Effetto della variante: snEFF. Polyphen, Sift, GATK 

Analisi dei dati (Annotazioni per ogni variante identificata) 



Studio “pilota” 

5 SEVERE BPD 

5 RDS (0/1 

mutazione) 

2 CONTROLS 

(precedentemente 

sequenziati con 

Sanger per alcuni 

geni malattia) 

Campione Coverage medio Sequenziamento Sanger 

BPD-1 37 

BPD-2 20 

BPD-3 7 

BPD-4 28 

BPD-5 25 

RDS-1 20 

RDS-2 33 

RDS-3 27 

RDS4 36 

RDS-5 7 

CONTROLLO1 23 Concordanza 100% 

CONTROLLO2 48 Concordanza 100% 

E’ stata necessaria una ottimizzazione del metodo per aumentare la 

Coverage del sequenziamento (coverage ottimale ~ 30X)  



Work in progress (12 campioni): 

. Analisi delle varianti con effetto moderato 

. Conferma varianti con metodo Sanger 

. Selezione geni candidati 

 

Obiettivi futuri: 

4.657 varianti con forte effetto  

25.881 varianti con effetto moderato 

 

Ricerca varianti rare 

1) Selezione varianti note con MAF<0.01 tot.66 

(31 only BPD + 32 only RDS + 3 comuni)  

 

2) Selezione varianti nuove tot.548      

(128 only BPD + 310 only RDS + 110 comuni)    

In corso: 

 

. Verifica varianti 

con metodo 

Sanger 

. selezione geni 

candidati 



Obiettivo finale 

 

Applicazione del protocollo NGS a tutta la casistica BPD per 

l’identificazione di varianti rare a impatto medio/alto e di varianti comuni 

predisponenti alla malattia 

McCarthy. Nature Rew Genet 9; 356-369 (May 2008) 



Obiettivo finale 

 

Applicazione del protocollo NGS a tutta la casistica BPD per 

l’identificazione di varianti rare a impatto medio/alto e di varianti comuni 
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McCarthy. Nature Rew Genet 9; 356-369 (May 2008) 



Obiettivo finale 

 

Applicazione del protocollo NGS a tutta la casistica BPD per 

l’identificazione di varianti rare a impatto medio/alto e di varianti comuni 

predisponenti alla malattia 

McCarthy. Nature Rew Genet 9; 356-369 (May 2008) 

Casistica piu numerosa 
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