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INTRODUZIONE
Dal punto di vista scientifico, i gemelli hanno rap-

presentato non solo un curioso fenomeno naturale ma 
anche un’importante fonte di studio. Il loro impiego 
quale modello per l’analisi dei fattori genetici e am-
bientali coinvolti nello sviluppo di un determinato fe-
notipo, normale o patologico, fu postulato per la prima 
volta da Galton nel 1874, nel suo libro English men 
of science, come descritto in Boomsma et al. [1]. Pur 
non essendo allora ancora nota la differenza tra gemelli 
monozigoti (MZ) e dizigoti (DZ), l’intuizione dell’uti-
lità dei gemelli diede avvio a nuovi studi di genetica 
che avrebbero in seguito condotto alla realizzazione 
dei Registri Gemelli (RG) [2, 3].

Nei RG sono riportate informazioni relative a carat-
teristiche fenotipiche, abitudini di vita ed esposizioni a 
rischi ambientali [4-6]. Tuttavia la complessità di dati 
contenuta in tali registri è rimasta fino a poco tempo 
fa ad uso quasi esclusivo dell’epidemiologia genetica 
[7]. Più recentemente, le innovazioni tecnologiche e le 

conseguenti applicazioni in campo biomedico hanno 
portato al completamento di vari Progetti Genoma, 
che, nel contesto del continuo processo d’acquisizio-
ne di conoscenza, hanno aperto nuovi orizzonti nella 
prospettiva della cura delle malattie. La genetica, muo-
vendosi al di là dell’epidemiologia, può ora contare su 
supporti sperimentali in grado di fornire risposte sem-
pre più precise a patologie complesse quali il cancro, 
il diabete, le malattie cardiovascolari, l’artrite, ecc. [8-
10], e l’esistenza dei RG rappresenta la chiave di volta 
per l’applicazione di nuove tecnologie.

Una delle nuove tecniche più promettenti per otte-
nere risposte in campo biomedico è quella dei DNA-
microarray [11].

In questa rassegna ci proponiamo di illustrare i 
principi fondamentali di tale tecnica, le possibili ap-
plicazioni relativamente all’epidemiologia genetica, 
con particolare attenzione allo studio dei gemelli, le 
problematiche derivanti dal suo utilizzo e le prospet-
tive future.

DNA-microarray: nuovi approcci sperimentali 
per lo studio dei gemelli

Simonetta Pulciani(a), Anna Di Lonardo(b), Corrado Fagnani(a),
Cristina D’Ippolito(a), Roberto Bomprezzi(c) e Maria Antonietta Stazi(a)

(a)Centro Nazionale di Epidemiologia, Sorveglianza e Promozione della Salute,
(b)Dipartimento di Malattie Infettive, Parassitarie ed Immunomediate, Istituto Superiore di Sanità, Roma 

(c)Barrow Neurological Institute, St. Joseph’s Hospital and Medical Center, Phoenix (AZ), USA

Indirizzo per la corrispondenza (Address for correspondence): Simonetta Pulciani, Dipartimento di Biologia Cellulare e Neuroscienze 
- Malattie Rare, Istituto Superiore di Sanità, Viale Regina Elena 299, 00161 Rome, Italy. E-mail: simonetta.pulciani@iss.it.

Riassunto. Il completamento del Progetto Genoma Umano e le innovazioni introdotte in biotecnologia stanno 
cambiando il modo di studiare i gemelli. Alcuni studi molecolari su popolazioni di gemelli monozigoti (MZ) 
discordanti con applicazione di microarray sono qui riportati. I microarray consistono in una disposizione or-
dinata di un numero elevato di sonde (DNA, RNA o proteine), su un supporto solido. La tecnologia del micro-
array permette un’analisi globale dell’espressione genica e quindi potrebbe definire i meccanismi molecolari 
della discordanza nei gemelli MZ, ad esempio i meccanismi epigenetici. I dati derivanti dall’applicazione dei 
microarray allo studio dei gemelli consentiranno, tramite l’ausilio della bioinformatica, di comprendere il ruolo 
dei fattori genetici ed ambientali nello sviluppo di patologie umane, con conseguenti implicazioni diagnostiche 
e terapeutiche.

Parole chiave: microarray analysis, gemelli, modificazioni epigenetiche, espressione genica.

Summary (DNA-microarray: new technological approaches on twin studies). The completion of the Human 
Genome Project, and the innovations introduced in biotechnology are changing how to study twins. Here, we 
summarize some molecular studies performed on populations of discordant monozygotic twins (MZ) applying 
microarrays. Microarrays are an orderly arrangement of high numbers of probes (DNA, RNA or proteins), im-
mobilized onto a matrix. The microarray approach allows a global analysis of gene expression, and therefore 
might point out the molecular mechanisms of MZ twins’ discordance, such as epigenetic mechanisms. The 
application of microarray to twin studies will help better define, through bioinformatics, the role of genes 
and environment in the development of human diseases, thus suggesting new diagnostic and therapeutic ap-
proaches.
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LA TECNICA DEI DNA-MICROARRAY
La tecnica dei DNA-microarray deriva dai protocolli 

di Southern e Northen blot che furono introdotti circa 
trent’anni fa come metodiche per l’analisi di sequenze 
di DNA e RNA, rispettivamente [11, 12]. Essa è stata 
resa possibile dai dati ottenuti dal sequenziamento del 
DNA nei vari Progetti Genoma. Il principio, comune 
a queste metodiche, è elementare e si basa sull’ibrida-
zione di sequenze di DNA complementari con sonde 
radioattive o chemoluminescenti a sequenza nota. La 
caratteristica distintiva dei microarray è la possibilità 
dell’analisi simultanea di migliaia di geni in un singolo 
esperimento.

In Figura 1 è schematizzata la procedura sperimentale 
adottata nell’analisi dell’espressione genica che rappre-
senta la problematica più frequente per cui i DNA-mi-
croarray sono applicati.

Le metodiche che consentono la preparazione dei 
microarray possono essere suddivise in due categorie 
(Figura 2). Una categoria utilizza sonde sintetizzate in vi-
tro, frammenti di cDNA ottenuti da tessuti e sottoposti ad 

amplificazione genica (PCR) oppure oligonucleotidi. Tali 
sonde vengono successivamente depositate sul vetrino 
[13] (Figura 2A). L’altra categoria utilizza tecnologie che 
permettono di sintetizzare sonde di oligonucleotidi diretta-
mente sul supporto solido (Figure 2B e 2C).

La prima tecnologia ideata per la sintesi diretta 
d’oligonucleotidi in situ, mediante reazioni fotochi-
miche, è nata adattando le tecnologie dell’industria 
dei semiconduttori alla biologia molecolare, ed è stata 
sviluppata dalla società Affymetrix. I vetrini così pre-
parati prendono il nome di GeneChips [14,15] (Figura 
2B). Inoltre, più recentemente è stato introdotto un 
metodo alternativo che prevede la deposizione, sempre 
ad alta densità su vetrino pretrattato, d’oligonucleotidi, 
anch’essi pre-sintetizzati in vitro, attraverso la tecnica 
cosiddetta a getto o Ink-jet [16] (Figura 2C).

In questa rassegna non tratteremo dei sistemi Affymetrix 
e Ink-jet. In particolare per i GeneChips, i costi elevati, i 
relativi brevetti e la complessa strumentazione ne rendono 
la realizzazione perseguibile solo dall’industria. Pertanto 
focalizzeremo la nostra attenzione sulle tecnologie in cui i 
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Fig. 1 | Tecnica dei DNA microarray.
Le sonde di DNA derivano da sequenze geniche clonate da vari tessuti e sequenziate. Esse possono essere cDNA amplificati per PCR o 
oligonucleotidi di sequenza nota, e vengono depositate sui vetrini a formare il reticolo del microarray mediante sistemi automatici (1A). 
Gli RNA estratti dal campione e dal controllo vengono convertiti in cDNA, e marcati rispettivamente con il fluoroforo Cy3 e Cy5. I due 
cDNA, così ottenuti, vengono entrambi ibridati su uno stesso vetrino di DNA-microarray (1B).
Dopo il processo di ibridazione il vetrino viene lavato per eliminare sequenze non perfettamente appaiate. Successivamente viene letto con 
degli strumenti (Scanner) capaci di rilevare i segnali dei due fluorofori ed acquisire i dati della loro intensità (1C).
I dati ottenuti vengono analizzati ed elaborati con programmi informatici appropriati per determinarne il significato biologico (1D).
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vetrini sono realizzati per deposizione di sonde preparate 
in vitro. 

La tecnica dei DNA-microarray è stata ideata da Pat 
Brown, che, con l’intento di analizzare il coordinamento 
dell’espressione genica in cellule di lievito durante le 
varie fasi cellulari, ne ha prodotto la prima pubblicazio-
ne scientifi ca nel 1995 [13]. Nella sua concezione ini-
ziale la metodica si affi dava ad un sistema automatico in 
grado di deporre in maniera ben ordinata e riproducibile 
un alto numero di specifi che sonde di cDNA (ottenute 
per amplifi cazione per PCR) su un vetrino chimica-
mente trattato. Si otteneva così un micro-schieramento 
di sonde, da cui il nome microarray, su cui il campione 
da valutare s’ibridizzava in maniera proporzionale alla 
complementarietà delle sequenze in esso contenute. 
La tecnica dei microarray è rimasta invariata nel suo 
principio base, ma considerevoli innovazioni sono state 
apportate agli strumenti e a tutto il sistema di produzione 
dei DNA-microarray. In linea generale, i dispositivi di 

dispensazione delle sonde, Arrayer o Printer o Spotter 
[11, 17], sono fondamentalmente dei robot controllati da 
computer. Il braccio meccanico del robot dispone di spe-
ciali testine che raccolgono le sonde dal piatto dove sono 
conservate e, con precisione micrometrica, le depositano 
sul vetrino nella posizione e nell’ordine stabiliti, tramite 
diretto contatto con la superfi cie del vetrino stesso. 

Inizialmente le sonde erano costituite da frammenti 
di cDNA amplifi cati per PCR, di lunghezze non supe-
riori a 2000 basi, mentre gli oligonucleotidi da 50-70 
basi pre-sintetizzati in vitro costituiscono la versione 
più recente dei microarray.

Una volta depositata sul supporto, la sonda copre 
un’area (spot) del diametro compreso tra 80 e 150 mi-
cron (Figura 1A); l’intervallo tra uno spot e il succes-
sivo è di circa 100 micron e generalmente ogni vetrino 
contiene un reticolo di almeno 1000 spot, mentre con 
i più moderni microarray si raggiungono facilmente i 
30 000 spot per vetrino. In alcuni casi gli spot possono 

Fig. 2 | Tecnologie per la produzione dei vetrini microarray.
Le sonde prodotte in vitro vengono aspirate da microaghi e deposte per contatto o “spruzzo” su vetrini chimicamente trattati. L’ago si 
muove e il processo si ripete più volte fi no a formare il microreticolo (2A). Nella sintesi fotochimica in situ le sonde sono rappresentate 
esclusivamente da oligonucleotidi. Essi vengono sintetizzati per aggiunta progressiva di basi che vengono legate covalentemente per 
effetto fotochimico. Il processo si ripete più volte fi no a formare il microreticolo (gene chips) (2B). Anche nella sintesi chimica in situ le 
sonde sono rappresentate esclusivamente da oligonucleotidi. In questo caso i reagenti, comprese le basi, vengono depositati progressiva-
mente a “spruzzo” (tecnica ink-jet). Le basi vengono legate chimicamente, lo spruzzatore si muove e il processo si ripete più volte fi no a 
formare il microreticolo (2C).
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avere dimensioni maggiori di 250 micron e allora si 
parla di DNA-macroarray. 

Per quanto riguarda la preparazione del campione da 
analizzare sui vetrini, particolare attenzione va posta 
alle procedure d’estrazione e preservazione degli RNA 
per i quali sono stati sviluppati specifici protocolli. Gli 
RNA messaggeri del campione e del controllo sono re-
tro-trascritti in cDNA e, nel corso di tale reazione, due 
distinti fluorocromi, tipicamente le cianine Cy3 e Cy5, 
sono incorporati per funzionare da marcatori dei cam-
pioni di partenza (Figura 1B). Dopodiché i campioni 
possono essere mescolati e posti ad ibridizzare insieme 
su un unico vetrino da microarray.

I fluorofori Cy3 e Cy5 emettono segnali fluorescenti a 
differente lunghezza d’onda permettendo così di identi-
ficare il campione e il controllo. Il livello d’espressione 
genica è calcolato in base all’intensità del segnale, 
registrata da ciascuno spot presente sul vetrino e rappre-
sentativo dei vari geni. La possibilità teorica della com-
petizione tra i due campioni per le sonde è certamente 
trascurabile, dato il grande eccesso di molecole delle 
sonde presenti sul vetrino, per cui i campioni s’ibridiz-
zano in maniera proporzionale alla quantità di trascritto 
presente in origine. 

Dopo il processo d’ibridazione, il vetrino è sotto-
posto ad opportuni lavaggi per eliminare il campione 
non ibridizzato, ed è esaminato tramite uno strumento 
(scanner) provvisto di due fasci di luce laser, a lun-
ghezza d’onda specifica, in grado di eccitare i due 
fluorofori (Figura 1C) il cui segnale fluorescente di 
diversa lunghezza d’onda è raccolto da rilevatori in 
due canali separati.

L’intensità del segnale ottenuta dall’intero vetrino è 
sottratta ai valori di fondo, e viene calcolato il rapporto 
tra i due canali. I valori del rapporto sono poi convertiti 
in immagine dove a ciascuno spot corrisponde un’in-
tensità di una scala di pseudo-colori con gradazioni del 

rosso, che in genere è usato per indicare l’aumentato li-
vello d’espressione nel campione rispetto al controllo. 
Viceversa, valori del rapporto negativi, corrispondenti 
a livelli d’espressione più alti nel controllo relativa-
mente al campione, sono indicati da varie gradazioni 
del verde. Il colore giallo è usato per valori del rappor-
to vicini all’unità. Ne risulta così un’immagine com-
binata che riproduce il reticolo del DNA-microarray e 
consente una visione immediata degli spot con inten-
sità di segnale più elevata in un canale che nell’altro, 
corrispondente in definitiva al diverso livello di conte-
nuto di RNA messaggero nei campioni ibridizzati.

L’insieme dei dati è poi sottoposto ad analisi nel con-
testo di un singolo esperimento, e/o d’esperimenti mul-
tipli atti a identificare variazioni biologiche (Figura 1D). 
L’analisi statistica è una parte critica ed essenziale della 
metodica. Infatti, i dati che si ottengono con i DNA-mi-
croarray sono innumerevoli, e l’elaborazione attraverso 
sistemi informatici, che rappresenta l’ultima fase della 
sperimentazione, è delicata e complessa [18, 19]. 

La tecnologia dei DNA-microarray, in circa un de-
cennio dalla sua nascita, si è evoluta continuamente, ed 
oggi è possibile depositare sui vetrini anche sonde co-
stituite da DNA genomico. Queste ultime costituiscono 
la base per la preparazione dei microarray genomici, 
utilizzati per l’analisi d’amplificazioni e delezioni ge-
niche o mutazioni epigenetiche [20-22].

L’idea del microarray, cioè di organizzare su uno 
stesso vetrino un cospicuo numero di sonde, è stata 
estesa allo studio di proteine e tessuti, rendendo così 
oggi disponibili microarray per tali materiali biologici 
[23, 24].

I risultati acquisiti dai diversi tipi di microarray (DNA, 
genomici, proteine, ecc.) necessitano dell’ausilio di 
sistemi informatici per essere analizzati [25, 26], e la 
bioinformatica, scienza nata dall’esigenza di catalogare 
ed elaborare i dati acquisiti attraverso i Progetti Genoma, 
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Fig. 3 | Applicazioni della
bioinformatica nei microarray.
I risultati dei microarray per 
l’espressione genica, dei microar-
ray genomici e di proteine vengono 
elaborati dalla bioinformatica. Si pos-
sono così ottenere dati sulla funzione 
genica, sul genotipo e sul fenotipo. 
L’insieme di queste informazioni per-
mette di comprendere i meccanismi di 
regolazione inter- e intra-genica.
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trova una delle sue più adatte applicazioni nel campo dei 
microarray. Con sempre maggiori sofisticazioni c’è la 
speranza di giungere alla descrizione dei più complessi 
fenomeni biologici.

In Figura 3 sono illustrati i principali impieghi della 
bioinformatica nel campo della biologia.

Ad oggi, sono stati implementati numerosi sistemi 
operativi per analizzare e catalogare i dati di un espe-
rimento singolo e per confrontare ed integrare quelli di 
esperimenti distinti [25-27]. La ricerca biologica è in 
continua evoluzione e la bioinformatica avanza di pari 
passo [25]. 

Per un approfondimento maggiore sulla tecnologia 
dei microarray e possibili protocolli si possono consul-
tare specifici siti Internet (Tabella 1).

 APPLICAZIONI DELLA
TECNICA DEI MICROARRAY
Prima di descrivere le applicazioni dei microarray 

alla ricerca biomedica, ci sembra opportuno fare un 
breve cenno sui progetti di ricerca, avviati agli inizi 
degli anni ’80, e volti al sequenziamento del patrimo-
nio genetico di differenti organismi, con particolare 
riferimento all’uomo [28].

Il Progetto Genoma Umano (PGU) è uno studio colla-
borativo a livello internazionale i cui risultati sono stati 
ottenuti attraverso sforzi congiunti e resi disponibili al-
l’intera comunità scientifica in tempo reale; la sua prima 
fase è stata completata nel 2001, a circa cinquant’anni 
dalla scoperta del DNA [8, 9, 28]. Tale progetto costi-
tuisce un’inestimabile risorsa: la conoscenza dell’in-
tera sequenza delle basi azotate che formano il nostro 
patrimonio genetico. L’archiviazione delle sequenze di 
tutti i cromosomi può sembrare, a prima vista, di scarso 
significato scientifico, ma rappresenta la condicio sine 
qua non per definire la funzione, l’organizzazione, la 
regolazione di ognuna di esse; è in definitiva la lettura 
del codice della vita umana [25, 28, 29]. 

In parallelo al PGU, si sono sviluppati e realizzati 
innumerevoli progetti, focalizzati sul sequenziamento e 
alla caratterizzazione strutturale e funzionale del geno-
ma d’altri esseri viventi [28]. Nel complesso di un avan-
zamento globale di conoscenza, tali studi forniranno un 
contributo essenziale alle scienze biomediche, permet-

tendo di delineare i meccanismi molecolari di patologie 
semplici e complesse, i loro fondamenti genetici ed il 
ruolo dei fattori ambientali [27-29]. L’obiettivo però è 
ancora lontano: giungere alla comprensione delle fun-
zioni dei geni e dei loro meccanismi di regolazione [30-
32]. I risultati ottenuti finora necessitano di un lavoro di 
rifinitura tramite la verifica delle sequenze geniche già 
ottenute, l’allineamento delle sequenze di diverse specie 
biologiche e le acquisizioni dei numerosi polimorfismi, 
che sono alla base della variabilità della specie umana.

L’insieme delle ricerche dedite al perseguimento di 
tali obiettivi costituisce una nuova era della biologia 
che è stata definita era Post-Genomica [28-32]. L’era 
Post-Genomica presuppone una “visione e versione 
globale” della sperimentazione perché l’analisi non è 
limitata a singoli geni, ma interessa l’intero genoma e 
pertanto le tecniche e i protocolli della biologia mo-
lecolare classica sono obsoleti. Con l’avvento dell’era 
Post-Genomica sono stati introdotti nuovi termini, 
quali Transcriptoma e Proteoma, che descrivono, ri-
spettivamente, le diverse molecole di RNA e l’insieme 
delle proteine presenti in una cellula o organismo in un 
preciso istante. Analogamente, le scienze che studiano 
questi componenti cellulari e i loro processi di trascri-
zione e traduzione sono chiamate Transcriptomica e 
Proteomica [28-32].

La ricerca Post-Genomica deve far affidamento su 
tecnologie in grado di esaminare innumerevoli cam-
pioni simultaneamente, ed i microarray rappresentano 
uno degli approcci sperimentali più appropriati a tale 
scopo [27, 30-32]. La tecnica dei DNA-microarray, 
nata per l’analisi dell’espressione genica differenziale 
in cellule di lievito [13], nell’era Post-Genomica ha 
subito evoluzioni che le hanno consentito di adattarsi 
allo studio dell’organizzazione strutturale e funzio-
nale del genoma umano [27, 33]. Di conseguenza, le 
potenzialità della tecnica dei DNA-microarray si sono 
ampliate ed estese dall’analisi dell’espressione genica 
alla caratterizzazione d’amplificazioni e delezioni ge-
niche, allo studio dei siti di legame dei fattori di trascri-
zione e all’analisi di mutazioni epigenetiche [22, 30]. 
Inoltre, mediante i Gene-chips è possibile sia verificare 
sequenze già presenti in banche dati che individuare la 
presenza di polimorfismi e quindi d’eventuali mutazio-
ni puntiformi [31, 32].

Tabella 1 | Alcuni siti web dedicati ai microarray 

Istituzione Indirizzo web

National Human Genome Research Institute - NIH - USA http://research.nhgri.nih.gov 

European Bioinformatic Institute - UK http://www.ebi.ac.uk/microarray 

National Institute of Environmental Health Sciences - NIH - USA http://dir.niehs.nih.gov/microarray 

University of California - San Francisco - USA http://derisilab.ucsf.edu/microarray/index.html 

European Science Foundation - UK http://www.functionalgenomics.org.uk 

CRIBI - Università di Padova - Italia http://microcribi.cribi.unipd.it/i-index.htm 

Fondazione “San Raffaele” - Milano - Italia http://www.sanraffaele.org 

Indirizzi web - data ultima consultazione: 16 maggio 2006.
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Tra le applicazioni più comuni dei DNA-microarray 
vi sono l’analisi dell’espressione genica differenziale tra 
mutanti cellulari e linee parentali, o la comparazione dei 
profili in differenti condizioni di crescita (ad esempio 
specifici elementi nutritivi, tossici, farmaci, ecc.). I ri-
sultati, ottenuti in simili esperimenti, sono di fondamen-
tale importanza al fine di identificare i meccanismi di 
regolazione genica e le possibili vie biosintetiche [34]. 
Tale approccio è stato poi applicato all’analisi genetica 
per lo studio del cancro, dei processi infettivi e d’invec-
chiamento [35-45], e i dati derivanti da questi studi ne 
hanno dimostrato la validità per l’analisi molecolare a 
largo spettro di vari processi patologici.

L’utilizzo dei DNA-microarray per lo studio delle 
neoplasie è emblematico delle sue grandi potenzialità. 
Mentre, da sempre, la diagnosi oncologica si è affidata 
alla valutazione clinica ed istologica, oggi i DNA-mi-
croarray contribuiscono in modo determinante alla dia-
gnosi delle patologie tumorali. Ne permettono un’ana-
lisi molecolare attraverso l’espressione genica che ne 
definisce le alterazioni strutturali cromosomiche, quali 
delezioni o amplificazioni geniche [35, 36, 40-44], o più 
in generale ne permettono la caratterizzazione moleco-
lo-funzionale che è in grado di determinare una diagnosi 
differenziale accurata tra lesioni maligne e premaligne. 
E’ stato osservato che l’analisi del profilo d’espressione 
di tumori del sistema emopoietico permette di stabilire 
l’esatto tipo cellulare cui il tumore appartiene, condi-
zione necessaria per formulare terapie efficaci. Golub 
et al. hanno studiato gli RNA messaggeri, isolati da 
cellule del midollo osseo di pazienti affetti da leucemia 
mieloide acuta (AML) o leucemia linfoide acuta (ALL) 
[42]. Dopo ibridazione su vetrini di microarray, rappre-
sentativi di circa 6800 geni umani, e la relativa analisi 
statistica, una selezione di 50 geni differenzialmente 
espressi si è dimostrata capace di identificare i due tipi 
di leucemia [42]. Così come un patologo può ricono-
scere ALL da AML osservando al microscopio i vetrini, 
altrettanto bene, e forse meglio, i microarray permettono 
di distinguere i due tipi di neoplasie.

Analogamente, Brown et al, esaminando linfomi del 
tipo non-Hodgkin con vetrini di microarray (con circa 
15 000 geni umani), hanno rilevato differenze sostan-
ziali nell’espressione genica tra i tumori rispondenti e 
non alle terapie [43]. 

La tecnica dei microarray ha fornito contributi note-
voli anche alla classificazione molecolare di melanomi 
e tumori della ghiandola mammaria, non solo mediante 
l’analisi dell’espressione genica, ma anche attraverso 
l’analisi delle delezioni e amplificazioni geniche con la 
tecnica definita Comparative Genomic Hybridization 
microarray (CGH-microarray) [40, 44].

Il protocollo per il CGH-microarray deriva dalla com-
binazione dei microarray con la tecnica Comparative 
Genomic Hybridization, quest’ultima concepita proprio 
per analizzare amplificazioni e delezioni geniche [44]. I 
vantaggi del CGH-microarray consistono nella possibi-
lità non solo di esaminare uno stesso campione con un 
elevato numero di sonde, ma anche di offrire una miglio-
re risoluzione nell’analisi delle copie di geni.

La tecnologia dei DNA-microarray è utilizzata anche 

nel campo delle patologie infettive per analizzare i pro-
fili d’espressione sia dell’ospite sia del patogeno [46]. 
I patogeni maggiormente studiati sono rappresentati 
da batteri e miceti, i cui genomi sono stati sequenziati, 
completamente o in larga misura (1000 geni per bat-
terio e 5-6000 per micete) [37, 38]. I risvolti pratici di 
tale approccio sono considerevoli, giacché è possibile 
così definire le basi genetiche della patogenicità e svi-
luppare nuove strategie preventive e terapeutiche [46].

Infine, in un campo differente ma di altrettanto alto 
interesse, i microarray hanno fornito evidenza di altera-
zione d’espressione di determinati geni in correlazione 
con un ritardo dei processi d’invecchiamento [39, 47, 
48]. In particolare, studi su modelli murini hanno sot-
tolineato il ruolo di geni espressi in situazioni di stress 
quali HIC-5 (un fattore trascrizionale indotto da proces-
si d’ossidazione cellulare), ATP sintetasi, gene ERV1 
(coinvolto con le funzioni del DNA mitocondriale) ed 
altri ancora [47, 48].

Nel complesso i dati derivati dall’analisi di microar-
ray danno risultati sui determinanti molecolari delle 
più svariate patologie che si traducono in ultima analisi 
in acquisizione d’informazioni sulla funzione dei geni, 
dei loro meccanismi regolatori e delle vie biosintetiche 
[27]. Proprio la conoscenza di questi ultimi è, infatti, il 
requisito essenziale per il raggiungimento dell’obiet-
tivo centrale della ricerca Post-Genomica: ottenere 
nell’immediato futuro una caratterizzazione diagnostica 
accurata delle patologie umane. 

Come discuteremo nella sezione successiva, l’epide-
miologia genetica e la gemellologia non saranno esenti 
da questa rivoluzione di metodologie.

 LA TECNICA DEI MICROARRAY
NELLO STUDIO DEI GEMELLI
L’epidemiologia ha come oggetto l’osservazione d’in-

dividui con o senza patologie, ed è stata da sempre una 
scienza basata sull’analisi degli eventi naturali. Proprio 
il confronto tra le categorie d’individui sani e malati, ed 
in particolare il confronto tra le frequenze di esposizione 
a determinati fattori in tali categorie, ha permesso di 
stimare la frequenza delle varie patologie nella popo-
lazione e anche l’associazione tra queste ed i fattori di 
interesse, per poi suggerire misure di prevenzione [49].

L’epidemiologia genetica, in particolare, ha l’obiettivo 
di definire come i fattori genetici e ambientali interagi-
scano nello sviluppo delle malattie complesse [7, 49], 
e i gemelli rappresentano uno dei possibili modelli di 
studio. L’incidenza delle nascite gemellari varia nelle di-
verse popolazioni, con una media di un parto gemellare 
ogni cento. 

A seconda dell’origine da uno o più oociti, i gemelli 
possono essere classificati in monozigoti (MZ) e di-
zigoti (DZ) [1]. I gemelli MZ, che rappresentano 1/3 
del totale, condividono lo stesso patrimonio genetico 
ed ogni variazione fenotipica fra di loro può quindi 
essere attribuita o a fattori ambientali non condivisi 
o a fenomeni epigenetici/post-trascrizionali. I gemelli 
DZ, invece, hanno in comune solo la metà dei loro 
geni, come dei normali fratelli. È plausibile ipotizzare 
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che i gemelli DZ abbiano una maggiore condivisione 
d’esposizione a fattori ambientali rispetto a fratelli nati 
a distanza di tempo, ma, in ogni caso, la variazione 
fenotipica fra loro può essere attribuita sia a fattori 
ambientali sia a fattori genetici [1-6]. Il confronto tra 
le concordanze o le correlazioni osservate per un certo 
carattere nei MZ e nei DZ consente di stabilire il ruolo 
dei geni e dell’ambiente nell’espressione del fenotipo; 
in particolare, esso permette di stimare l’ereditabilità 
del carattere, cioè la proporzione della variabilità feno-
tipica inter-individuale dovuta ai fattori genetici.

Il potenziale degli studi sui gemelli è aumentato note-
volmente in seguito alla nascita dei Registri Gemelli (RG) 
su base di popolazione. Questi rappresentano delle risorse 
inestimabili, poiché contengono un’enorme quantità di 
dati sul fenotipo, abitudini di vita, malattie ed esposizione 
a rischi ambientali in un grande numero di gemelli e delle 
loro famiglie [1-6]. Un potente strumento di indagine si 
ottiene quando i dati provenienti da diversi RG vengono 
analizzati in maniera combinata, come nel caso del pro-
getto europeo GenomEUtwin [2-3], che coinvolge otto 
RG, incluso quello italiano [2]. 

L’analisi dei gemelli può essere d’aiuto nello stabilire 
le influenze genetiche ed ambientali nella predisposizio-
ne alle malattie. Tuttavia, definire come gli stimoli am-
bientali influiscano sulle concordanze e/o discordanze 
fenotipiche dei gemelli è un obiettivo non semplice.

Finora i gemelli sono stati studiati principalmente 
usando i metodi epidemiologici classici; oggi i nuovi 
mezzi tecnologici, derivati dalla ricerca Genomica e Post-
Genomica, offrono l’opportunità di analizzare e interpre-
tare a livello molecolare i dati dei RG [1-10, 28]. 

I dati ottenuti dal PGU in associazione con quelli 
estrapolati dai RG permetteranno di definire l’influen-
za dell’ambiente e/o del genotipo nell’espressione di 
un particolare fenotipo [7, 49].

Finora con gli approcci epidemiologici classici e le 
tecniche di clonaggio molecolare sono stati caratterizza-
ti soltanto geni associati a malattie di tipo mendeliano, 
che coinvolgono cioè un solo gene [50]. In futuro la 
maggiore conoscenza del genoma umano e dei mecca-
nismi di regolazione genica permetteranno l’analisi ge-
netico-molecolare di patologie complesse, che risultano 
dall’interazione di due o più geni [51]. In questo conte-
sto i microarray rappresentano una delle tecnologie più 
promettenti nel campo della ricerca dedicata all’analisi 
del genoma umano e delle malattie complesse [52].

Scopo principale di questo paragrafo è descrivere le 
possibili opportunità offerte dalla tecnologia dei microar-
ray nello studio dei gemelli; di seguito sono presentati 
due esempi di studi volti alla caratterizzazione dei profili 
d’espressione in gemelli MZ discordanti per patologia.

Un gruppo di ricercatori ha recentemente studiato 
il profilo d’espressione di plasmacellule CD138+ e 
CD138- isolate dal midollo osseo di una coppia di 
gemelli MZ discordanti per mieloma multiplo (MM) 
[53]. Gli esperimenti sono stati condotti utilizzando 
piattaforme di microarray (tipo HG-U95av2) della 
ditta Affymetrix che contengono più di 12 000 geni 
umani. L’analisi degli RNA ha messo in evidenza, 
nelle cellule CD138+ del gemello affetto da MM, la 

sovraespressione di duecentonovantasei geni e la sot-
toespressione di centotre geni. Tra i geni sovraespressi 
sono stati individuati geni anti-apoptotici (FLIP, dad 1, 
mcl-1), oncogeni e fattori trascrizionali (Jun D, Xbp-1, 
FGFR-3) e geni collegati con l’attività ribosomale. Tra 
i geni sottoespressi, invece, sono stati rilevati princi-
palmente quelli ad attività pro-apoptotica e di riparo e 
ricombinazione del DNA (RAD51). L’insieme di que-
sti risultati ha messo in risalto un’aumentata attività 
metabolica e trascrizionale esclusivamente nelle cel-
lule CD138+ provenienti dal gemello affetto da MM. 
Questi dati rispecchiano ciò che è noto avvenire nella 
cellula neoplastica e sottolineano il valore dell’approc-
cio molecolare applicato ai gemelli.

L’altra patologia, presa in esame nei gemelli MZ 
discordanti mediante la tecnica dei microarray, è la 
malattia bipolare la cui eziologia rimane oscura, ma la 
cui possibile componente genetica è stata prospettata. 
Questa malattia psichiatrica è caratterizzata da un’al-
ternanza di fasi depressive e fasi di eccitamento. In uno 
studio di KaKiuchi et al., sono state arruolate due coppie 
di gemelli MZ discordanti per disturbi bipolari ed una 
coppia di gemelli sani, ed è stata analizzata l’espressio-
ne genica differenziale in cellule linfoblastoidi [54]. Tali 
esperimenti hanno evidenziato una ridotta espressione 
d’alcuni geni collegati al funzionamento del reticolo 
endoplasmatico, tra cui i geni XBP1 e HSPA5. Questi 
risultati sono di particolare interesse poiché l’espressio-
ne del gene HSPA5 è indotta dal composto chimico val-
proato che è utilizzato come stabilizzatore dell’umore 
ed è regolato dal gene XBP1. Inoltre il gene HSPA5 è 
localizzato sul cromosoma 22 in posizione 22q12, sito 
già precedentemente messo in relazione con le malattie 
di tipo bipolare [55].

I microarray di espressione sono stati utilizzati anche 
da ricercatori danesi ed indiani per confrontare coppie di 
gemelli di diverse età; tale approccio sperimentale ha per-
messo di rilevare una maggiore correlazione tra l’espres-
sione genica nei gemelli MZ rispetto ai DZ [60, 61]. 

Se da una parte questi studi forniscono risposte, da 
un’altra sollevano nuovi interrogativi quali: “perché 
gemelli MZ pur condividendo lo stesso patrimonio 
genetico risultano discordanti per patologie e/o altri ca-
ratteri fenotipici?” Intuitivamente si è portati a pensare 
alla possibilità di mutazioni genetiche sopraggiunte in 
uno solo dei gemelli dopo la nascita. Secondo un’ipotesi 
prospettata più recentemente vi sarebbero meccanismi 
epigenetici (modificazioni epigenetiche) per i quali la 
struttura del DNA, ma non la sua sequenza, è modificata 
in maniera reversibile [56-58]. L’assetto sterico della 
doppia elica cambia favorendo o limitando la funzione 
degli enzimi deputati alla trascrizione del messaggio 
genetico. Tali fenomeni coinvolgono la struttura della 
cromatina ed alterano il processo di trascrizione, prima 
tappa nella sintesi proteica; le variazioni nel contenuto 
proteico possono alla fine dar luogo a differenti fenotipi. 
Tra le modificazioni epigenetiche meglio studiate vi 
sono la metilazione della citosina e l’acetilazione degli 
istoni [22, 56-58]. Recentemente il disegno architettoni-
co dei microarray è stato sfruttato per costruire dei ve-
trini atti a rilevare tali modificazioni su DNA genomico 
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a larga scala [21, 22]. Questi vetrini sono stati fino ad 
oggi impiegati soprattutto per lo studio dei meccanismi 
molecolari d’alcune forme tumorali [59]. Ci si auspica 
che in un futuro prossimo essi possano essere utilizzati 
anche nello studio dei gemelli e integrino dati ottenuti 
con metodi sperimentali classici riguardanti l’analisi 
d’alterazioni epigenetiche in coppie di gemelli MZ di 
differenti età [62]. A questo proposito, un gruppo spa-
gnolo ha condotto delle ricerche dirette a caratterizzare 
sia la metilazione delle citosine che l’acetilazione degli 
istoni in linfociti e in altri tessuti, come ad esempio la 
mucosa boccale. I risultati di tali studi hanno messo in 
evidenza che le differenze epigenetiche tra gemelli MZ 
aumentano proporzionalmente non solo in rapporto 
all’età, ma anche all’ambiente non condiviso [62]. Lo 
stesso gruppo ha in seguito accertato, con esperimenti di 
microarray, che alle diversità delle mutazioni epigene-
tiche corrispondono differenze nell’espressione genica, 
fornendo così per la prima volta la prova sperimentale 
che l’ambiente contribuisce alle differenze fenotipiche 
osservate in gemelli MZ e verosimilmente attraverso 
meccanismi epigenetici.

Tuttavia, nel lavoro di KaKiuchi et al., già descritto, 
e riguardante l’analisi molecolare in gemelli MZ di-
scordanti per disturbi bipolari, i geni XBP1 e HSPA5, 
pur essendo modulati negativamente, non presentano 
alterazioni né genetiche né epigenetiche [54]. Queste 
osservazioni mettono in risalto che il cammino intra-
preso nell’analisi delle mutazioni epigenetiche come 
possibili cause delle differenze fenotipiche tra gemelli 
MZ è valido, ma puntualizzano l’esigenza di più meto-
diche e approcci sperimentali al fine di determinare ul-
teriori meccanismi molecolari verosimilmente coinvolti 
[63]. Infatti, i lavori fino ad oggi pubblicati sui gemelli 
MZ discordanti per disturbi bipolari, compreso quello 
di Kakiuchi et al., non sono riusciti a determinare le 
cause molecolari delle alterazioni, siano esse strutturali 
o epigenetiche, correlate ai processi di trascrizione. 
Inoltre, poiché il fenotipo è determinato dalle proteine 
biologicamente attive, l’analisi molecolare delle discor-
danze tra gemelli MZ non può prescindere dallo studio 
dei processi di traduzione e maturazione proteica. 
Infatti, gli studi sull’espressione genica in gemelli MZ 
discordanti forniscono un primo quadro delle proteine 
che potrebbero essere potenzialmente espresse, ma non 
determinano quali di queste giungeranno effettivamente 
a maturazione e quindi contribuiranno alla variabilità 
fenotipica. Dal punto di vista concettuale la risposta 
a tale quesito giunge dai microarray per le proteine. 
Tuttavia questo tipo di microarray trova un limite appli-
cativo nelle difficoltà tecniche dovute alle caratteristi-
che chimico-fisiche delle proteine che mal si prestano a 
fenomeni d’ibridazione per complementarietà [64], così 
ben riproducibili nel caso degli acidi nucleici.

In ogni caso ci si attende che gli avanzamenti tec-
nologici saranno in grado di superare gli ostacoli e le 
difficoltà tecniche ed in ultima analisi i microarray 
saranno in grado, attraverso sistemi operativi atti a 
gestirne l’elaborazione in modo organico ed interattivo 
[19, 25], di contribuire alla costruzione di mappe d’in-
terazioni geniche [25, 27]. Tali mappe potranno costi-

tuire la base per determinare l’influenza dell’ambiente 
e della predisposizione genetica nei processi vitali e 
patologici.

CONCLUSIONI 
Le aspettative verso la ricerca Post-Genomica in 

generale, e dei microarray in particolare, sono molte; 
in sinergia con altre tecnologie derivate dai Progetti 
Genoma, quella dei microarray potrebbe dare risposte 
alle molteplici domande che le scienze biomediche si 
trovano quotidianamente ad affrontare [65].

Per poter comprendere i fenomeni patologici che inte-
ressano l’uomo, è indispensabile ed opportuno che l’uo-
mo sia analizzato nella sua globalità, senza tralasciare 
l’influenza dell’ambiente, come sosteneva Ippocrate sin 
dall’antichità [10].

Innumerevoli progressi sono stati compiuti in questi 
ultimi anni, e un contributo rilevante può essere attri-
buito alle conoscenze acquisite con i Progetti Genoma. 
Tali conoscenze potranno, in un prossimo futuro, sta-
bilire il ruolo della suscettibilità genetica e dei fattori 
ambientali nello sviluppo e nella progressione degli stati 
patologici [28]. L’identificazione di tutti i geni umani 
e la loro conseguente caratterizzazione, strutturale e 
funzionale, permetteranno di delineare una mappa 
genetica di patologie varie e produrre un cambiamento 
nel modo di formulare diagnosi e prognosi [10, 28]. 
Nuove tecnologie impensabili nel passato sono oggi 
disponibili e concorrono a tali obiettivi [28]. Una 
delle tecnologie più innovative è senz’altro quella dei 
microarray, sviluppatasi proprio grazie ai risultati con-
seguiti con i Progetti Genoma. Essa consente l’analisi 
simultanea e comparativa di migliaia di geni e dei loro 
prodotti in tessuti normali e patologici. Nell’ultimo de-
cennio, grazie all’avvento di questa nuova tecnologia, 
anche l’approccio del medico è cambiato [65]. Oggi è 
possibile confermare o rivisitare diagnosi effettuate con 
metodi tradizionali e quindi predisporre per terapie più 
efficaci e mirate [42].

I gemelli, per le loro caratteristiche particolari, sono 
stati sempre oggetto di studio al fine di determinare il 
ruolo di fattori genetici ed ambientali nell’insorgenza e 
sviluppo di molteplici patologie [1, 6]. L’applicazione 
della tecnologia dei microarray allo studio dei gemelli 
è solo agli inizi, e nonostante ciò apprezzabili risultati 
sono stati raggiunti. L’analisi dell’espressione genica 
in coppie di gemelli MZ discordanti per patologie 
oncologiche e psichiatriche suggerisce che influenze 
ambientali sia nel periodo prenatale sia post-natale 
possano determinare differenze fenotipiche [57, 58]. La 
ricerca a riguardo si sta indirizzando verso lo studio di 
quelle modificazioni a carico del DNA definite epigene-
tiche. Queste interessano principalmente l’acetilazione 
degli istoni e la metilazione delle citosine e comportano 
un rimodellamento della cromatina e modificazioni con-
formazionali [56]. In ultima analisi questi ultimi eventi 
possono indurre alterazioni nei siti di legame per i fat-
tori di trascrizione con conseguente silenziamento o at-
tivazione dell’espressione genica [56, 63]. L’evoluzione 
della tecnologia dei microarray permette oggi l’analisi 
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di tutte queste modificazioni. In un prossimo futuro, 
quest’approccio su un campione sufficientemente ampio 
di gemelli renderà possibile definire il ruolo di queste va-
riazioni del DNA nelle discordanze fenotipiche [60-62]. 
L’utilizzo dei gemelli MZ è determinante in questo tipo 
di analisi poiché le differenze osservate sono rilevate 
sullo sfondo di uno stesso substrato genetico [1-6]. La 
possibilità di disporre di gemelli MZ teoricamente iden-
tici sotto il profilo genetico, ma discordanti per patolo-
gie, rappresenta il sistema ideale per la comprensione di 
quei minimi cambiamenti che incidono sullo sviluppo di 
un fenotipo differente. Si può postulare che il connubio 
tra la tecnologia dei microarray ed il modello sperimen-
tale dei gemelli potrà fornire, in un prossimo futuro, un 
importante contributo alla caratterizzazione dei processi 
biologici a livello molecolare e determinare le conoscen-
ze basilari per una nuova medicina [10, 28]. I RG avran-
no un peso determinante, perché forniranno i dati sulle 
variabili fenotipiche e gli stili di vita da associare alle 
variazioni rilevate a livello molecolare [1-3]. L’insieme 
dei dati epidemiologici e molecolari potrà così aiutare a 
stabilire il ruolo dei fattori genetici ed ambientali nello 
sviluppo dei caratteri complessi, patologici e non. 

Le informazioni acquisite tramite i Progetti Genoma e 
le nuove tecnologie pongono importanti interrogativi ri-
guardo al loro uso e la loro divulgazione [66, 67]. A tale 
proposito, affinché le nuove conoscenze siano di benefi-
cio per tutta l’umanità e le nuove tecnologie siano ispi-
rate al rispetto della dignità dell’essere umano, è stato 

sviluppato all’interno del PGU un programma di ricerca, 
denominato Ethical, Legal and Social Implications, che 
coinvolge, oltre a biologi molecolari e medici, anche 
avvocati, teologi, psicanalisti, sociologi ed altre figure 
professionali esperte di problematiche sociali e scienze 
umane. Pur riconoscendo l’importanza sociale di un cor-
retto utilizzo delle risorse scientifiche derivate dal PGU, 
ci limitiamo a rimandare per questo argomento a testi 
specifici [66, 67]. 

In conclusione, i risultati già ottenuti dall’applicazione 
delle ricerche Genomica e Post-Genomica allo studio 
dei gemelli aprono nuove frontiere nell’epidemiologia 
genetica. Con l’utilizzo della tecnica dei microarray 
per lo studio dei gemelli si potranno acquisire preziose 
informazioni sui meccanismi genetico-molecolari di 
innumerevoli patologie umane. Queste informazioni 
potranno indirizzare la ricerca verso la messa a punto di 
nuovi strumenti di diagnosi e terapia.
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