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“La presente tesi è stata prodotta durante la frequenza del corso di dottorato in Neuroscienze 

dell’Università degli Studi di Cagliari, a.a. 2016/2017 - XXX ciclo, con il supporto di una borsa di 

studio finanziata con le risorse del P.O.R. SARDEGNA F.S.E. 2007-2013 - Obiettivo competitività 
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dottorato finalizzati alla formazione di capitale umano altamente specializzato, in particolare per i 
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Abstract 

 

Telomeres are repetitive sequences at the end of chromosomes that play a key role in the 

maintenance of genomic stability. In general, during each cellular division, the telomeres shorten 

but also other external factor, like various mental states, depressed mood, drug and alcohol 

addiction can lead to an accelerated erosion of the chromosome terminal portion. To this end, the 

present study sought to investigate the correlation between heroin abuse and leukocyte telomere 

length (LTL). For a subgroup of heroin-dependent patients and healthy controls, we also analysed 

the association between LTL and the 5-HTTLPR polymorphism. The 5-HTTLPR polymorphism is 

a 44 bp insert / deletion located in the promoter region of the gene encoding for the serotonin 

transporter (hSERT). The short variant (S\S) is associated with a lower expression of 5-HTT and, as 

recently shown in a Chinese population, with shorter LTL. 

The study was conducted on a sample of 99 heroin-dependent patients, in methadone maintenance 

therapy, and 99 healthy controls. The patients were diagnosed by the Drug Addiction Service in 

Cagliari (ASL8), according to the criteria of DSM-IV. The genomic DNA extraction was performed 

by conventional salting-out method and the relative quantification for LTL was carried out with 

qPCR by SYBR Green Assay using Step One Plus Instrument (ThermoFisher).  

The LTL was calculated using the 2-ΔΔCT method (ΔΔCT = ΔCT sample - ΔCT calibrator; ΔCT 

sample = CT Tel gene - CT Hgb gene). The Polymerase Chain Reaction (PCR) was used to identify 

genotypes for the 5-HTTLPR polymorphism. The association between LTL and quantitative (e.g., 

age at sampling) and dichotomous variables (e.g., sex, diagnosis for heroin addiction) was evaluated 

using the Spearman correlation test and the U test of Mann- Whitney, respectively. To evaluate the 

association between LTL and clinical variables, correcting for age at sampling, a linear regression 

model was constructed using LTL as the dependent variable, clinical variables as predictors and age 

as covariate. Finally, the association between LTL and the 5-HTTLPR polymorphism genotype was 

also evaluated using a linear regression model with LTL as the dependent variable, the genotype as 

a predictor, and the age of withdrawal as a covariate. 

We found a negative correlation between LTL and age at sampling (Spearman rho = -0.17, p = 

0.015) and no association with sex. The Mann Whitney's U test did not highlight a difference in 

mean LTL between heroin-dependent patients and healthy controls.  

No clinical variable analysed was associated with LTL. Finally, the linear regression model did not 

reveal a significant association between LTL and the genotype for 5-HTTLPR polymorphism .  

Our study didn’t show a significant correlation between LTL, heroin addiction and the genotype for 

5-HTTLPR polymorphism. This finding does not support the hypothesis of heroin addiction as an 

illness associated with accelerated telomere shortening. However, more studies on larger 

independent samples controlling for potential variables suggested to be able to exert an impact on 

LTL are necessary. 

 

 

 

Keywords: Telomere, Leukocyte telomere length (LTL), heroin addiction, 5-HTTLPR 

 



 4 

Indice 

1. Dipendenza da Oppiacei …………………………………………………………………..5 

1.1 Definizione della “dipendenza”…………………………………………………………..5 

1.2 Cenni sugli Oppiacei …………………………………………………………………….6 

1.3 Sistemi biologici coinvolti nella dipendenza da oppiacei ……………………………….7 

1.4 Basi genetiche della dipendenza …………………………………………………………8 

1.5 Incidenza della dipendenza da eroina e ripercussioni sociali…………………………...10 

1.6 Trattamento farmacologico per la dipendenza da oppiacei  ……………………………11 

2. Eroina e invecchiamento …………………………………………………………………14 

2.1 Sostanze d’abuso e invecchiamento cellulare  …………………………………………14 

2.2 Telomeri: marker biologici dell’invecchiamento cellulare……………………………..16 

2.3 Telomeri e dipendenza………………………………………………………………….19 

2.4 Lunghezza dei telomeri negli eroinomani  ……………………………………………..20 

2.5 Telomeri e trasportatore della serotonina ………………………………………………22 

3. Scopo della ricerca ………………………………………………………………………...25 

4. Materiale e Metodi ………………………………………………………………………...26 

4.1 Valutazione della lunghezza media dei telomeri nei leucociti………………………….26 

a) Caratteristiche cliniche e demografiche del campione……………………………….26 

b) Estrazione e quantificazione dei campioni di DNA …………………………………26 

c) Analisi della lunghezza media dei telomeri ………………………………………….27 

d) Real-Time PCR ……………………………………………………………………...29 

4.2 Genotipizzazione del polimorfismo 5-HTTLPR del gene 5-HTT………………………30 

4.3 Analisi statistiche………………………………………………………………………..31 

5. Risultati ………………………………………………………………………………………33 

6. Discussione ………………………………………………………………………………….38 

7. Conclusioni…………………………………………………………………………………..40 

Bibliografia ……………………………………………………………………………………..41 

 

 

 

 

 



 5 

1. Dipendenza da Oppiacei  

 

1.1 Definizione della “dipendenza” 

 

Nel 1951 il termine “dipendenza” venne definito dall’organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) 

come: “Stato d’intossicazione periodica prodotta dalle ripetute assunzioni di una sostanza naturale o 

sintetica con le seguenti caratteristiche: un irresistibile bisogno o desiderio di continuare ad 

assumere la sostanza e quindi di procurarsela con ogni mezzo; tendenza ad aumentare la dose per 

tolleranza; dipendenza psichica e dipendenza fisica caratterizzata da sindrome di astinenza; effetti 

dannosi per l’individuo e la società”. 

L’OMS distingue perciò il concetto di “dipendenza psichica” e “dipendenza fisica” intendendo per 

la prima: “un sentimento di bisogno assoluto e la tendenza psicologica che richiede una 

somministrazione periodica o continuativa della droga per produrre l’effetto desiderato o per evitare 

disagio”. 

La “dipendenza fisica”, invece, è caratterizzata dal fatto che l’interruzione della periodica 

assunzione di una sostanza stupefacente, oltre al disagio psicologico, provoca la cosiddetta “crisi di 

astinenza”, cioè una serie di disturbi fisici, clinicamente obiettabili, dovuti a un alterato stato 

fisiologico collegato a un’acquisita esigenza biochimica dell’organismo. 

Più nello specifico, l’OMS, l’Ufficio Statunitense per droga e Crimini (UNODC) e il Programma 

Nazionale Statunitense su HIV/AIDS (UNAIDS) definiscono la “dipendenza da oppiacei” come: 

“un desiderio forte e irrefrenabile di assumere oppiacei; difficoltà nel controllare il comportamento 

di consumo; uno stato di astinenza quando l’uso di oppiacei è interrotto o ridotto; segni di 

assuefazione, come l’impiego di dosi maggiori per ottenere l’effetto originariamente prodotto con 

dosi minori; distacco od omissione del rapporto con fonti di piacere alternative; persistenza dell’uso 

di oppiacei nonostante la consapevolezza di evidenti conseguenze dannose” (Who, Unodc, Unaids, 

2004).  
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1.2 Cenni sugli Oppiacei   

 

La dipendenza da oppiacei è definita, secondo l’ICD-10 e il DSMIV, come “una malattia cronica 

caratterizzata da un insieme di sintomi che agiscono sulla sfera comportamentale, psicologica e 

somatica” (World Health Organization, 1992; American Psychiatric Association, 2000) con un 

elevato tasso di recidiva, di mortalità e di comorbidità psichiatriche associate (Peles et al., 2010; 

Degenhardt et al., 2011).  

Gli oppiacei sono un gruppo di sostanze alcaloidi contenute nell’oppio, un lattice secco di colore 

brunastro che si estrae dalle capsule verdi del Papaver Somniferum; tra queste vi sono la morfina, la 

codeina, la papaverina, la tebaina e la noscapina (Dewick, 2009). L’utilizzo dell’oppio da parte 

dell’uomo risale a migliaia di anni fa, quando era somministrato come sostanza medicinale 

euforizzante, analgesica, induttrice del sonno, antidiarroica e ricreazionale (Rang et al., 2003). 

Prodotto sintetico derivato dalla morfina è l’eroina, creata per la prima volta nel 1874 da A.C 

Wright e commercializzata nel 1898 come farmaco anti asma e anti tubercolosi (Sneader, 1998). La 

sintesi dell’eroina si ottiene per esterificazione con anidride acetica dei gruppi polari idrossilici 

della molecola della morfina in posizione C3 e C6 (Klemenc, 20029). L’aggiunta chimica dei 

gruppi esteri nella molecola della morfina ne aumenta la sua lipofilia (Williams FM., 1985; 

Williams PE., 1985) permettendo all’eroina di oltrepassare molto più velocemente la barriera 

ematoencefalica, conferendogli un più marcato e rapido effetto rispetto a quello del suo 

precursore (Oldendorf et al., 1972; Cornford et al., 1982). Sebbene i recettori per gli oppioidi 

abbiano una stereo specificità, l’eroina mostra una minor affinità per questi rispetto ai suoi 

metaboliti come la 6 monoacetilmorfina (6MA) e il 6-glucoronide (M6G) (Mignat et al., 1996; 

Selley et al., 2001); per questo l’eroina è considerata un profarmaco in quanto la sua attività è 

esplicata principalmente dai suoi metaboliti dopo la sua somministrazione (Inturrisi et al., 

1983; Selley et al., 2001).  
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1.3 Sistemi biologici coinvolti nella dipendenza da oppiacei  

 

Lo sviluppo della dipendenza da oppiacei è basato sull’azione che questi esercitano sui loro 

recettori. I recettori per gli oppioidi μ, k, δ, (recentemente denominati MOP, KOP, DOP) sono stati 

descritti in maniera inequivocabile da Snyder, Simon e Terenius, grazie all’utilizzo di tecniche di 

binding recettoriale (Pert e Snyder, 1973; Simon et al., 1973; Terenius, 1973). Essi si presentano in 

concentrazione diversa in base alla localizzazione anatomica (principalmente midollo spinale, 

tronco cerebrale, locus coeruleus, diencefalo, telencefalo). Tali recettori appartengono alla super 

famiglia dei recettori associati a proteine G.  

Un’azione diretta su questi recettori è svolta dagli oppioidi endogeni: le endorfine, le encefaline, le 

dinorfine; queste hanno fisiologicamente un ruolo chiave nell’aumentare la soglia del dolore (ruolo 

che spiega l’effetto analgesico degli oppiacei) e la regolazione dell’umore (Kreek et al., 2002). 

Le proprietà stupefacenti degli oppioidi appaiono legate soprattutto alla rispettiva capacità di 

agonismo col recettore μ che, frenando a livello dell’Area Tegmentale Ventrale (AVT) la tonica 

inibizione esercitata dai neuroni GABAergici sul sistema dopaminergico (Johnson e North, 1992), 

determina un cospicuo aumento, dose dipendente, della concentrazione extraneuronale di dopamina 

(DA) a livello del sistema mesolimbico, parte coinvolta nel circuito della gratificazione. Infatti, la 

dopamina nel sistema limbico ha un ruolo fondamentale nelle proprietà di rinforzo di un dato 

stimolo e nell’apprendimento (Nestler, 1996 e 1997).  

L’attivazione dei recettori μ e δ da parte della morfina e dell’eroina è responsabile dell’aumento 

della DA in queste aree del cervello e del loro effetto euforizzante; i recettori k, invece, supportano 

l’analgesia e provocano disforia oltre che alterazioni delle secrezioni ormonali (Baccini, 1990).  

In queste aree non agisce la sola dopamina, ma ad essere implicata è anche la serotonina. 

Infatti gli oppiacei agirebbero facilitando la secrezione della serotonina (5-HT) attraverso una 

riduzione del controllo inibitorio GABAergico (Jolas et al., 2000). Esperimenti condotti su animali 

con tolleranza per l’eroina hanno mostrato elevati livelli di 5-OH indolacetico, un metabolita della 
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serotonina (Haleem et al., 1994). Alcuni studi suggeriscono il ruolo preponderante della 5-HT 

nell’azione degli oppiacei, come per esempio lo studio di Hain et al.(1999), il quale attribuisce il 

coinvolgimento centrale dei recettori serotoninergici nel ruolo analgesico esercitato dalla morfina 

(Hain et al., 1999). 

 

 

1.4 Basi genetiche della dipendenza 

 

La dipendenza non è un’inevitabile conseguenza dell’uso di sostanze d’abuso, come dimostrato 

dall’uso di oppiacei nel trattamento del dolore cronico (Noble et al., 2010). La dipendenza, infatti, è 

una malattia complessa e multifattoriale causata dall'impatto diretto del farmaco sull’individuo e da 

fattori ambientali come: le influenze sociali, l'ambiente familiare e, in particolare, la risposta allo 

stress.  

Inoltre, la presenza di varianti specifiche su geni multipli può aumentare o diminuire la vulnerabilità 

allo sviluppo di dipendenze specifiche. Queste varianti geniche possono funzionare in sinergia con 

alcuni polimorfismi genetici coinvolti in comuni condizioni di comorbidità. Questi fattori genetici 

non solo contribuiscono alla vulnerabilità dello sviluppo della tossicodipendenza, ma condizionano 

anche la variabilità interindividuale nell'efficacia del trattamento per la dipendenza stessa (Kreek et 

al., 2005).  

Studi condotti su famiglie hanno evidenziato che la componente genetica ha un ruolo chiave nella 

vulnerabilità della dipendenza, (Merikangas et al., 1998; Ball e Collier, 2002; Ball et al., 2007).  

Goldman et al definiscono la dipendenza come uno dei disturbi psichiatrici complessi caratterizzata 

da maggiore ereditabilità, considerando, ovviamente, la circostanza che l’individuo debba 

effettivamente ricorrere all’uso della sostanza d’abuso affinché la predisposizione genetica possa 

essere espressa (Goldman et al., 2005). 
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Da studi condotti sui gemelli, è emerso che il 40-60% del rischio di sviluppare disturbi da abuso di 

sostanze è causato da fattori genetici, anche se tale percentuale varia secondo la sostanza in oggetto 

(Nestler, 2000; Uhl et al., 2004).  

E’ necessario infatti tenere in considerazione la variabilità interindividuale nei processi 

farmacocinetici e farmacodinamici delle sostanze d’abuso (ad esempio il metabolismo della droga, 

il relativo assorbimento, l’escrezione, l’attività o la sensibilità alla droga), nei tratti comportamentali 

che influenzano la predisposizione di un individuo a provare le droghe (ad esempio l’impulsività, la 

ricerca di novità), oppure la probabilità di sviluppare dipendenza se si utilizzano droghe (per 

esempio quanto si considerino ricompensanti gli effetti della droga) (Rhee et al., 2003). Nonostante 

le forti evidenze sui contributi genetici nei confronti della vulnerabilità alla dipendenza, i tentativi 

di identificare geni specifici coinvolti inequivocabilmente nella suscettibilità alla dipendenza si 

sono rivelati finora poco soddisfacenti. Studi di associazione su larga scala hanno permesso di 

identificare numerosi geni candidati promettenti che potrebbero modulare la vulnerabilità alla 

dipendenza (Ball e Collier, 2002; Tyndale, 2003). Tuttavia pochi di questi alleli sono stati replicati 

con successo, e molte di queste associazioni con un effetto perlopiù modesto (Tyndale, 2003).  

La maggior parte dei geni candidati identificati finora codificano per elementi coinvolti nella 

neurotrasmissione dopaminergica, come recettori e trasportatori della dopamina, oppure per 

proteine che influenzano l’attività farmacologica o il metabolismo delle droghe.  

Diversi studi hanno riportato associazione tra l’uso di sostanze e polimorfismi genetici localizzati 

nei geni che codificano per i recettori oppiacei (OPRM1 e OPRK1), per la serotonina (5-

hydroxytryptamine-1B (HTR1B), per la melanocortina (MC2R), per gli oppiacei endogeni 

(prodinorfina [PdYN]) e per gli enzimi coinvolti nel metabolismo e catabolismo delle monomanie 

(catecol-O-metiltransferasi [COMT] e triptofano-idrossilasi [TPH]) (Yuferov et al., 2010). 
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1.5 Incidenza e ripercussioni sociali della dipendenza da oppiacei  

 

La dipendenza da oppiacei è una malattia cronica a decorso recidivante (Leshner, 1997), con 

ripercussioni immediate sulla sfera individuale della persona che tendono a estendersi, poi, sul 

piano sociale. Le persone dipendenti da oppioidi sono esposte a gravi rischi per la salute, quali 

l’overdose, la trasmissione di malattie infettive per via sessuale o parenterale, le frequenti 

ospedalizzazioni (Hulse, 1999).  

Nel suo complesso la dipendenza rappresenta un problema economico per la società, sia in termini 

di costi sanitari diretti, sia in termini di qualità di vita della comunità. Inoltre, la dipendenza da 

oppiacei riduce la produttività lavorativa, crea disoccupazione, assenteismo e mortalità prematura 

dei lavoratori (Who, 2009). Studi epidemiologici condotti su scala mondiale indicano che ci sono 

15.5 milioni di persone dipendenti da oppiacei in tutto il mondo (UNODC, 2006). 

In Europa, secondo il World Drug report del 2016 (Figura 1), il tasso di consumo di oppioidi è 

diminuito negli ultimi anni (EMCDDA, 2014), sebbene ci siano ancora circa 1,3 milioni di 

individui che ne fanno utilizzo, con una prevalenza di circa lo 0,4%. Negli Stati Uniti invece circa 

3.7 milioni di individui hanno utilizzato l'eroina almeno una volta nella loro vita, e 750.000 - 

1.000.000 di individui sono attualmente dipendenti dall'eroina (Kleber et al., 2007; Kessler et al., 

2012). L'Organizzazione Mondiale della Sanità stima che l'onere del danno derivante dall'uso di 

oppiacei è di circa 11,2 milioni di “Disability-adjusted life year” indicato con l’acronimo di DALY 

(Degendhardt e Charloson et al., 2010; Degendhardt e Whiteford et al., 2010). Il DALY è una 

misura su scala globale che stima la gravità di una malattia calcolata come il numero di anni persi a 

causa della disabilità o della morte prematura (WHO, 2004).  

In particolare, negli gli Stati Uniti vi è un abuso dell’utilizzo di oppiacei prescritti a scopo 

terapeutico; tale abuso ha creato molteplici morti associate a un sovradosaggio di antidolorifici su 

base oppiacea e avvelenamenti accidentali nei bambini (Lavonas et al., 2013; Imtiaz et al., 2014).  
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Figura 1. Percentuali di utilizzo mondiale delle sostanze d’abuso dal 2003 fino al 2014 

 

 

 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

Da World drug report, 2016 

 

 

1.6 Trattamento farmacologico della dipendenza  

 

Superare la dipendenza da oppiacei nel senso di una guarigione completa non è facile; a livello 

cellulare, i cambiamenti che avvengono per l’esposizione alle sostanze possono persistere anche 

dopo anni che l’uso si è interrotto (Hyman, 2001; Kalivas e O’brien, 2008).  

In aggiunta, i soggetti dipendenti generalmente abusano anche di altre sostanze quali alcool e 

benzodiazepine che possono interagire con gli oppiacei causando disfunzioni renali o epatiche. Gli 

obiettivi del trattamento farmacologico per la dipendenza da sostanze da abuso sono molteplici e tra 

questi vi sono quelli di: contrastare la dipendenza a livello di tutte le sostanze utilizzate, ridurre la 

mortalità e la morbilità, migliorare la salute fisica e psichica del paziente, ridurne i comportamenti 

criminali facilitandone la reintegrazione nel sistema scolastico o lavorativo (WHO, UNODOCS, 

UNAIDS. 2004).  
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Il trattamento di mantenimento con agonisti degli oppioidi (AOT) è il trattamento di prima linea e 

meglio consolidato nella tossicodipendenza da oppiacei; infatti metadone, buprenorfina o la 

combinazione di buprenorfina e naloxone (antagonista degli oppiacei) sono frequentemente 

utilizzati (Mammen e Bell, 2009; Soyka et al., 2011). Il metadone e la buprenorfina hanno 

dimostrato avere una grande efficacia (Cannock et al., 2007; Mattick et al., 2014; Wittchen et al., 

2015), anche se a oggi sono stati eseguiti solo pochi studi a lungo termine, soprattutto nei pazienti 

in mantenimento con metadone (Hser et al., 2015; Hser et al., 2016). Inoltre, gli studi con pazienti 

in terapia di mantenimento con AOT sono poco rappresentativi poiché nella maggioranza dei casi 

sono esclusi da questi studi pazienti con altre comorbidità (Dennis et al., 2015).  

Al tal riguardo, lo studio condotto da Soyka et al (2017) ha messo in evidenza l’efficacia a lungo 

termine (sei anni) della terapia di mantenimento con l’utilizzo di agonisti degli oppiacei, in questo 

caso metadone e buprenorfina, in pazienti che ne erano dipendenti. 

Durante questi sei anni sono stati registrati i tassi di mortalità e l’astinenza e valutato il grado di 

salute fisico e mentale di 2.694 pazienti.  

I risultati hanno mostrato che il 76,6% dei pazienti ha seguito la terapia di mantenimento per la 

durata dei sei anni e il tasso di mortalità medio è stato dell'1,1%. Durante il follow-up, il 9,4% dei 

pazienti sono diventati “astinenti” e 1,9% sono stati indicati per il trattamento di mantenimento 

drug-free. 

Anche l’eroina stessa è la base per preparati utilizzati sia nella terapia contro il dolore sia per il 

trattamento della dipendenza cronica da oppiacei in pazienti che non rispondono ai trattamenti 

convenzionali quali il metadone e la buprenorfina. Il trattamento farmacologico assistito con eroina 

medica è attualmente disponibile nel Regno Unito (Rolleston Report, 1926; Interdepartmental 

Committee on Drug Addiction, 1965), in Svizzera (Federal Law on Narcotics and Psychotropic 

Substances, 2008), in Olanda (van den Brink et al., 2003), in Danimarca (Ministrz of Health and 

Prevention. Denmark, 2008) e in Germania (Pfeiffer-Gerschel et al., 2009) mentre, in Spagna, 
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Canada e Belgio questo tipo di trattamento è stato approvato come trial clinico (Ministerio de la 

Presidencia, 1990; Gartry et al., 2009; Stran et al., 2015). 

L’uso di questa terapia di mantenimento ha mostrato essere in grado di ridurre in modo significativo 

la ricerca compulsiva della sostanza d’abuso da parte dei soggetti tossicodipendenti, con 

conseguente miglioramento del loro stato fisico, dello stato mentale e del loro comportamento 

sociale (van den Brink et al., 1999; van den Brink e Van Ree, 2003).  

La cura prevede un periodo iniziale di aggiustamento personalizzato della dose di eroina, che viene 

prescritta in funzione della tolleranza e degli effetti osservati sul paziente, seguito dal trattamento 

vero e proprio che può durare anche anni. In questa seconda fase si possono verificare nei pazienti 

rapidi cambiamenti dei livelli medi di eroina circolante e dei suoi metaboliti attivi che possono 

indurre sia eventi avversi tossici che sindrome da astinenza.  

Durante la prima fase del trattamento di mantenimento, la dose iniziale di eroina si basa sul livello 

di tolleranza stimato del singolo paziente. Nel corso del trattamento, che potrà durare diversi mesi 

oppure anni, la dose prescritta dell'eroina si baserà prendendo in considerazione gli effetti clinici e 

la risposta personale dei pazienti (Guttinger et al., 2003). Queste osservazioni portano alla 

conclusione che è importante avere conoscenze approfondite delle caratteristiche farmacocinetiche 

e farmacodinamiche dell'eroina e dei suoi metaboliti per essere in grado di predisporre un intervento 

terapeutico su basi razionali.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 14 

2. Eroina e invecchiamento 

 

 
2.1 Sostanze d’abuso e invecchiamento cellulare  

 

La dipendenza da sostanze d'abuso contribuisce ad accelerare l'invecchiamento cellulare e 

l’insorgenza di malattie legate all'età. Anche se i meccanismi con cui questi fattori possono 

accelerare il processo d’invecchiamento rimangono ancora non chiari, numerosi sono gli studi 

condotti a riguardo che evidenziano come lo stress ossidativo, l’eccitotossicità e le disfunzioni 

mitocondriali possono condurre alla degenerazione e all'apoptosi cellulare (Figura 2). 

 

Figura 2. Effetti dei radicali liberi a livello cellulare 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lo stress ossidativo si verifica quando i livelli delle specie reattive dell’ossigeno assorbono la 

capacità antiossidante della cellula (Yan, 2014). Mentre bassi e moderati livelli di specie reattive 

dell’ossigeno nei mitocondri (mROS) hanno un effetto positivo sulla cellula, elevati livelli di 

mROS, invece, ne causano un danno diretto (Yan, 2014). Quando i livelli di ROS sono notevoli, le 

estese modifiche e i danni alle macromolecole, agli acidi nucleici, ai lipidi e proteine (Ames e 
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Shigenaga, 1992) possono indurre la morte cellulare e la lesione dei tessuti (Schon e Przedborski, 

2011; Sena e Chandel, 2012)  

Le sostanze d’abuso rallentano la crescita delle cellule e ne favoriscono l'apoptosi (Campisi, 2015). 

L’uso di cannabis (Sarafian., 2006), alcool, anfetamine o derivati (Sekine et al., 2008), cocaina 

(Pomierny-Chamiolo et al., 2013), oppiacei (Skrabalova et al., 2013), droghe sintetiche, induce 

stress ossidativo e citotossicità nel cervello, nel cuore, nel fegato e nel rene (Cunha-Oliveira et al., 

2013). La cannabis aumenta il disaccoppiamento della fosforilazione ossidativa aumentando il 

flusso di radicali liberi a livello mitocondriale (Sarafian et al., 2006). L'interazione con più sostanze 

può portare a ulteriori danni ossidativi (Cunha-Oliveira et al., 2013). Ad esempio, la combinazione 

di cocaina e oppiacei (il cd. "speedball") accentua la disfunzione mitocondriale (Cunha-Oliveira et 

al., 2010), e il co-abuso di cocaina e etanolo produce un metabolita attivo, il coca etilene, il quale 

determina una maggiore generazione di ROS (Bazuaye-Ekwuyasi et al., 2015). 

Lo stress ossidativo è associato, inoltre, a problemi di memoria e di apprendimento (Cunha-Oliveira 

et al., 2013), eventi comuni nella tossicodipendenza (Ersche et al., 2005).  

La combinazione di etanolo e metilendiossimetamfetamina (MDMA) aumenta gli effetti ipertermici 

e quelli epatotossici (Pontes et al., 2008); inoltre, l'infiammazione associata a una maggiore 

ossidazione può essere particolarmente dannosa e può favorire l'invecchiamento cellulare accelerato 

(Rawdin et al., 2013). 

Allo stesso modo, l'uso delle sostanze d’abuso accentua i cambiamenti nel cervello legati all'età e 

può essere alla base di alcune delle anomalie che si ritrovano nei modelli di studio per la 

dipendenza. Da quanto è emerso da alcuni studi, gli individui dipendenti dalla cocaina mostrano 

una riduzione del volume cerebrale per anno maggiore rispetto ai controlli sani, in particolare nelle 

regioni prefrontali e temporali (Ersche et al., 2013). Negli utilizzatori di metamfetamina, invece, il 

tasso di riduzione della materia grigia è del 6,4-8,5% all'anno nella corteccia frontale, temporale, 

insulare e occipitale (Nakama et al., 2011). La cannabis, invece, è associata a un volume ridotto 

dell'ippocampo (Battistella et al., 2014); gli individui dipendenti dalla cocaina (Massardoet et al., 
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2015), dalla metamfetamina (Ho et al., 2009) e dall'eroina (Benoilid et al., 2013) mostrano invece 

disfunzioni dell'arteria intracranica ed extracranica.  

L'esposizione all'ossidazione, all'infiammazione e alla produzione di ormoni dello stress, esercita il 

suo effetto anche a livello dei telomeri, estremità nucleotidiche dei cromosomi, inducendo un 

acceleramento della loro erosione (Valdes et al., 2005; Lindqvist et al., 2015). Inoltre, è stato 

osservato che anche l’attività della telomerasi diminuisce in risposta allo stress ossidativo (Kurz et 

al., 2004). Come emerso da recenti studi, l’uso di sostanze d’abuso, in particolare degli oppiacei, 

risulta essere associato ad una ridotta lunghezza dei telomeri (TL) (Yang et al., 2013). 

L’accorciamento dei telomeri nei linfociti, con l’ipersecrezione di citochine pro-infiammatorie 

periferiche e di cellule immunitarie senescenti, può portare ad un circolo vizioso di infiammazione, 

stress ossidativo e accorciamento ulteriore dei telomeri (Effros, 2011). Strategie per ridurre lo stress 

ossidativo, mediante over espressione di enzimi anti‐ossidanti, sono in grado di mantenere integri i 

telomeri prevenendone un prematuro accorciamento e aumentandone l’attività telomerasica (Serra 

et al., 2003). 

 

 

2.2 Telomeri: marker biologici dell’invecchiamento cellulare 

 

La lunghezza dei telomeri (TL) è un marker biologico per la valutazione dell’invecchiamento 

cellulare, come dimostrato dalla relazione inversa tra l'età e la TL (Muezzinler A et al., 2013) 

(Figura 3) .  

I telomeri sono delle sequenze di DNA ripetuto non codificanti localizzate alle estremità dei 

cromosomi eucariotici (Blackburn, 1991). Nell’uomo la sequenza ripetuta in tandem per circa 15 kb 

è 5’-TTAGGG-3’ (Moyzis RK et al., 1988; Morin, 1989). 

La loro presenza si ritiene essere necessaria per:  

1) Il mantenimento dell’integrità dei cromosomi, proteggendone l’estremità dalla degradazione 
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degli enzimi cellulari (Blackburn, 1991).  

2) Prevenire la fusione dei cromosomi e il riarrangiamento del DNA  

3) Fornire un cuscinetto di DNA non codificante per prevenire l’accorciamento del cromosoma 

durante la replicazione (Lindsey, 199; Levy,1992).   

L’estremità telomerica può organizzarsi in una struttura secondaria formando una sorta di ansa detta 

t-loop (Griffith et al., 1999; De Lange, 2004). La caratteristica fondamentale del t-loop è che grazie 

ad esso le porzioni finali dei cromosomi risultano nascoste all’interno di una struttura chiusa e non 

accessibile. Tale struttura viene decorata con un complesso di sei proteine: TRF1, TRF2, POT1, 

TPP1, TIN2 e Rap1 denominate nel loro insieme Shelterin (De Lange, 2005; De Lange, 2009). 

Le shelterin sono indispensabili per determinare la struttura dell’estremità del telomero, nella 

generazione e nella stabilizzazione del t-loop e nella sintesi del DNA telomerico da parte della 

telomerasi (De Lange, 2005).  

Le shelterin regolano l’accesso della telomerasi sui telomeri stessi attraverso un meccanismo di 

feedback negativo. Ad ogni divisione cellulare è stimato che il filamento 5’ neo sintetizzato perda 

dalle 50 alle 200 basi causando, così, una progressiva riduzione della molecola di DNA (Harley CB 

et al., 1990). Ne deriva che, partendo dalla loro lunghezza massima iniziale di 10-15 kb (nelle linee 

germinali), quando i telomeri raggiungono una lunghezza di 4-6 kb le cellule umane arrestano 

irreversibilmente la loro crescita ed entrano in senescenza, fino alla perdita del DNA telomerico e 

dei suoi effetti protettivi.  

E’ stimato che, dopo un numero compreso tra le 50 e le 70 replicazioni cellulari, la crescita cellulare 

si arresti. Il normale accorciamento dei telomeri è, tuttavia, contrastato dall’azione di un complesso 

enzimatico chiamato telomerasi, in grado di allungare le estremità del filamento di DNA attraverso 

un meccanismo ciclico di trascrizione inversa. 

La telomerasi è un complesso ribonucleoproteico multimerico costituito da tre componenti:  

- hTR, una catena di RNA di 445 nucleotidi ricca in guanina e adenina contenente la sequenza 

stampo per la sintesi delle ripetizioni telomeriche;  
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- hTERT, una proteina di circa 1100 aa, con attività di retrotrascrittasi che fornisce il sito attivo per 

la reazione di polimerizzazione;  

- diverse proteine accessorie associate (es.TP1), essenziali per l’assemblaggio di un complesso 

attivo. 

La componente a RNA di questo enzima funge da stampo per la polimerizzazione di nuove 

sequenze telomeriche, che avviene grazie all’azione trascrittasica inversa dell’hTERT. 

L’azione della telomerasi risulta essere essenziale per la salvaguardia della lunghezza telomerica; 

uno studio condotto da Cawthon et al nel 2003 ha, infatti, dimostrato come telomeri eccessivamente 

corti e una ridotta attività telomerasica siano associati ad un prematuro invecchiamento nell’uomo. 

Lo stesso studio dimostrò come la lunghezza dei telomeri diminuisca con l’età (stimabile in 14 paia 

di basi per ogni anno di incremento di età senza differenze per genere) e questa graduale perdita di 

DNA telomerico possa contribuire all’apoptosi della cellula.  

 

Figura 3. Rappresentazione schematica della struttura dei telomeri. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Da Calado RT and Young NS. Telomere diseases. N Engl J Med 2009; 361:2353-65. 
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2.3 Telomeri e dipendenza  

 

L’accorciamento dei telomeri è un meccanismo fisiologico che previene la replicazione cellulare 

incontrollata. Tuttavia, tale accorciamento può essere accelerato da numerosi fattori quali: stress 

ossidativo, infiammazione, mutazioni a livello dei geni che rivestono un ruolo nella biologia del 

telomero e deplezione delle proteine telomeriche (Aubert e Lansdopr, 2008). In particolare, lo stress 

ossidativo causa un danno irreparabile al DNA, specificatamente nella regione telomerica 

(Rossiello et al., 2014). Un possibile meccanismo che contribuisce ad accorciare la TL è lo stress 

ossidativo indotto dall’utilizzo di sostanze d’abuso, come cocaina ed eroina (Cheng et al., 2013; 

Imam et al., 201; Yang et al., 2013). 

Queste sostanze inducono un aumento dei mediatori della risposta infiammatoria causando una 

riduzione degli agenti antiossidanti (Zhou et al., 2000; Kovacic, 2005; Levandowski et al., 2014; 

Araos et al., 2015; Zaparte et al., 2015). Tali mediatori sono noti per danneggiare il DNA 

telomerico e accelerarne l’accorciamento (Houben et al., 2008).  

Uno studio recente, condotto da Levandowski e suoi collaboratori (Levandowski et al., 2016), ha 

messo in evidenza il ruolo della dipendenza della cocaina nella lunghezza dei telomeri (TL), 

argomento ancora poco dibattuto prima di allora. Questo studio ha analizzato la TL in un campione 

di donne dipendenti da cocaina e un campione di controlli composto da donne anziane senza 

disturbi psichiatrici come gruppo di riferimento per la senescenza. Il campione di donne dipendenti 

da cocaina è stato suddiviso in due gruppi secondo i punteggi della “Childhood Trauma 

Questionnaire” (CTQ): il primo gruppo caratterizzato dalla presenza di storie d’abuso durante 

l'infanzia (ELS) e il secondo con assenza di storia d’abuso (CRACK). Dai risultati è emerso che 

soggetti con dipendenza da cocaina presentavano telomeri più corti rispetto al gruppo di controllo 

nonostante la loro minore età. Più nello specifico, a riprova del contributo sostanziale che lo stress 

esercita sui telomeri, il gruppo di donne dipendenti con ELS presentavano telomeri 

significativamente più corti rispetto a quelle dipendenti senza ELS. Così come nello studio appena 
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descritto, anche nello studio di Beach et al. (2014) si è indagato come l’assenza di cure parentali, o 

l’esposizione ad eventi traumatici durante le prime fasi della vita, siano associate a una ridotta 

lunghezza dei telomeri per via del rischio aumentato di sviluppare dipendenza verso sostanze 

d’abuso (Brody, Flor, Hollett-Wright, McCoy, 1998). Tra le sostanze d’abuso associate ad un 

acceleramento dei processi biologici cellulari legati all’invecchiamento vi è il consumo di sigarette 

e alcool (Pavanello et al., 2011; Strandberg et al., 2012). L’utilizzo di alcool infatti risulta essere 

associato negativamente alla TL e l’accorciamento dei telomeri risulta aumentare in relazione 

all'aumento del consumo di alcool (Pavanello et al., 2011). 

 

 

2.4 Lunghezza dei telomeri negli eroinomani   

 

La dipendenza da eroina e l'invecchiamento naturale hanno delle azioni comuni sul funzionamento 

immunologico delle cellule.  

Da questa osservazione alcuni studi hanno voluto indagare sulla possibile correlazione tra 

l'invecchiamento cellulare accelerato e la dipendenza da eroina.  

Prendendo in considerazione la TL nei leucociti (LTL), come importante indice dell’età cellulare, lo 

studio di Yang et al. (2013) ha misurato con successo la LTL in una coorte di 415 persone di 

origine cinese dipendenti da diverse sostanze d’abuso (199 femmine e 216 maschi tra i 15 e i 61 

anni) confrontato con un gruppo di controllo. 

Dallo studio è emerso che le persone dipendenti da varie sostanze d’abuso presentavano una LTL 

significativamente ridotta rispetto al gruppo di controllo e, nello specifico, che il sottogruppo 

costituito da utilizzatori di eroina e diazepam presentava LTL ancora più corti rispetto a quelli delle 

persone dipendenti da altre droghe. La maggiore influenza sull’erosione dei telomeri da parte 

dell’eroina e del diazepam rispetto alle altre droghe in esame sembra risiedere, secondo gli autori, 

nella loro azione depressiva sul sistema nervoso centrale (Yang et al., 2013). Un successivo step 
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dell’esplorazione sull’associazione tra abuso di eroina e invecchiamento biologico è stato condotto 

dal gruppo di Cheng et al. (2013), che ha indagato sull’influenza dell’eroina a livello molecolare e 

strutturale del cervello.  

In questo studio sono stati reclutati 33 eroinomani e 30 controlli, e per ciascuno di questi sono stati 

misurati diversi indicatori biologici dell'invecchiamento. Queste misure comprendevano l'attività 

telomerasica nelle cellule del sangue periferico, che riflette l'invecchiamento cellulare, e le misure 

strutturali e funzionali di alcune aree cerebrali mediante risonanza magnetica (MRI). Lo studio ha 

messo in evidenza che le persone dipendenti da eroina sono caratterizzate da un’attività ridotta 

dell’enzima telomerasi. Inoltre, le analisi di correlazione hanno rivelato che, all'interno del gruppo 

degli eroinomani, l'attività ridotta della telomerasi è associata ad una minore integrità strutturale 

della materia grigia nella corteccia prefrontale dorso laterale (DLPFC). 

Dopo aver identificato dallo step precedente la DLPFC come zona cerebrale compromessa 

dall’utilizzo di eroina e da una bassa attività dell’enzima telomerasi nel gruppo degli eroinomani, 

Cheng et al. (2013) hanno voluto valutare le caratteristiche funzionali e cognitive di questa regione 

cerebrale nel gruppo in esame. È noto già da tempo che la corteccia prefrontale è una delle aree 

cerebrali maggiormente coinvolte nel processo dell’invecchiamento (Reuter-Lorenz e Lustig, 2005; 

Burke e Barnes, 2006); infatti, la degenerazione ipocampale, causata dalla senilità o da malattie 

legate all'età (come la demenza), è associata a notevoli disturbi delle funzioni mnemoniche (Barnes, 

2003).  

In sintesi, studi pregressi avevano già suggerito che l'invecchiamento cerebrale indotto dall'abuso di 

eroina influenzasse l'integrità strutturale e funzionale della PFC, e che tali effetti sul cervello si 

riflettono anche a livello cognitivo. 

Sempre prendendo in considerazione la PFC dallo studio di Cheng et al. (2013), è emerso che 

l’attività della telomerasi, interagendo con l’assunzione dell’eroina, può modificare i networks 

funzionali cerebrali legati all’età interagendo sulle performance comportamentali, sulla memoria e 

sul controllo dell’attenzione. 
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2.5 Telomeri e trasportatore della serotonina  

 

Numerosi studi hanno messo in luce il ruolo della serotonina (5-idrossitriptamina o 5-HT) nel 

circuito della dipendenza dalle droghe (Comings e Blum, 2000). Infatti, in persone dipendenti da 

eroina, alcune zone cerebrali, come lo striato, sono caratterizzate da bassi livelli di acido 5-

idrossiindoleacetico, metabolita della serotonina (Kish et al., 2001). Studi di neuroimaging hanno 

mostrato e messo in evidenza l’associazione tra la disponibilità del trasportatore della serotonina (5-

HTT) e della dopamina, e la dipendenza da sostanze mettendo così in luce il ruolo della serotonina 

nella dipendenza da eroina (Cosgrove et al., 2010; Yeh et al., 2012). 

Inoltre, disfunzioni a carico del sistema serotoninergico sembrano essere correlate a un’aumentata 

impulsività e a una sintomatologia depressiva, tutte caratteristiche riscontrate nei tossicodipendenti 

(Goodman, 2008).  

Un ruolo chiave sulla suscettibilità e predisposizione alla dipendenza da eroina sembra risiedere nel 

trasportatore della serotonina (5-HTT). Il trasportatore della 5-HT, localizzato sulla membrana 

presinaptica dei neuroni serotoninergici, è codificato dal gene SLC6A4 (Figura 4), mappato nel 

cromosoma 17q11.1-q12 (Ramamoorthy et al., 1993) e svolge un ruolo importante nel 

mantenimento dell'omeostasi della trasmissione della serotonina nello spazio sinaptico (Bengel et 

al., 1998). L'espressione genica del 5-HTT è fortemente influenzata dalla presenza di un 

polimorfismo funzionale chiamato 5-HTTLPR, localizzato nella zona del promotore del gene. Le 

due varianti alleliche derivate da tale polimorfismo sono l’allele S, prodotto di una delezione di 44 

bande di base (S allele), e l’allele L risultato di un’inserzione nucleotidica (Heils, 1996) 

In linee cellulari linfoblastoidi, l’allele S è associato a una ridotta efficienza della trascrizione del 

gene con conseguente diminuzione dell’espressione del trasportatore della serotonina e, quindi, 

minor assorbimento della 5-HT (Lesch et al., 1996). 
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Figura 4. Rappresentazione del gene SLC6A4, del polimorfismo 5-HTTLPR, delle sue varianti 

alleliche S e L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Da Gitte Moss Knudsen, Centre for integrated molecular brain imaging (Cimbi), Neurobiology 

Research Unit (NRU), University of Copenhagen. 

 

Diversi studi, tra cui uno studio di meta-analisi, hanno evidenziato l'associazione tra la dipendenza 

da eroina e l’allele S del polimorfismo 5-HTTLPR (Gerra et al., 2004; Lin et al., 2016; Wang et al., 

2016). Inoltre, lo stesso allele S del polimorfismo 5-HTTLPR risulta essere correlato ad altre forme 

di dipendenza, come quella da alcool, giochi d’azzardo (Perez de castro., 1999) e dipendenza da 

internet (Lee et al., 2008), nonché a disturbi d’ansia e dell'umore (Brocke et al., 2006; Gibb et al., 

2009). Inoltre, la variante “short” del polimorfismo 5-HTTLPR è associata ad una ipervigilanza, 

una maggiore sensibilità agli stimoli ambientali in pazienti anche non affetti da disturbi dell’umore 

(Homberg e Lesch, 2012). Questi soggetti, ad esempio, mostravano una iper-reattività dell'amigdala 

con difficoltà a discernere pericoli reali e non, con conseguente stress psicologico (Gibb et al., 

2004; Brocke, 2006). Perciò, proprio partendo da queste considerazioni e dalla conoscenza assodata 
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che gli eventi stressogeni hanno un forte impatto sull’accorciamento delle estremità cromosomiche 

(Epel et al., 2004; Kiecolt-Glaser e Glaser, 2010), lo studio condotto da Li et al.(2014) ha voluto 

indagare sulla possibile associazione tra la variante S del polimorfismo del trasportatore della 

serotonina e una possibile accelerazione nell’accorciamento dei telomeri nei soggetti portatori 

dell’allele short, in una coorte di persone sane non affette da disturbi dell’umore. I risultati di tale 

studio hanno mostrato che gli individui con genotipo S/S presentavano TL significativamente più 

corta di quelle degli individui con genotipo L/S, dopo aver corretto per l'età. Inoltre, analizzando i 

genotipi L/S e L/L insieme rispetto al gruppo S/S, il primo gruppo risultava avere una TL 

significativamente maggiore rispetto agli omozigoti per entrambi gli alleli short.  
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3. Scopo della ricerca 

 

Sulla base di queste evidenze, gli obiettivi dello studio sono stati i seguenti: 

 

a. valutare una possibile correlazione tra dipendenza da eroina e minore lunghezza dei telomeri 

dei leucociti in pazienti affetti da dipendenza da eroina rispetto a soggetti sani che non 

hanno fatto uso di sostanze stupefacenti;   

 

b. valutare una possibile influenza del polimorfismo 5-HTTLPR, e delle sue varianti alleliche, 

nella lunghezza dei telomeri dei leucociti in pazienti dipendenti da eroina rispetto a soggetti 

sani che non hanno fatto uso di sostanze stupefacenti;   
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4. Materiale e Metodi  

 

4.1 Valutazione della lunghezza media dei telomeri nei leucociti 

 

a) Caratteristiche cliniche e demografiche del campione  

Lo studio è stato condotto su un campione di 99 pazienti affetti da dipendenza da eroina (M/F = 

88/11; età media al prelievo = 34,86 ± 5,67 anni), in terapia di mantenimento con metadone, e 99 

controlli sani (M/F = 87/12; età media al prelievo = 34 ± 6,11 anni) abbinati per sesso e per età.  

La diagnosi è stata effettuata presso il Servizio Tossicodipendenze della ASL 8 di Cagliari, in 

accordo con i criteri del “Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders IV” (DSM-IV).  

Il protocollo dello studio è stato approvato dal Comitato Etico della ASL 8 di Cagliari. 

Tutti i pazienti hanno firmato un consenso informato previa inclusione nello studio e sono stati 

sottoposti a un prelievo di sangue.  

 

b) Estrazione e quantificazione dei campioni di DNA  

L’estrazione del DNA genomico è stata condotta con metodo convenzionale “salting-out” a partire 

da 10 ml di sangue periferico anticoagulato con EDTA (Lahiri e Nurnberger, 1991). 

La valutazione quali-quantitativa del DNA estratto è stata effettuata mediante analisi 

spettrofotometrica. 

In ciascun campione, opportunamente diluito, è stata valutata l’assorbanza a 260 nm per una stima 

quantitativa, considerando che una unità di densità ottica (D.O.) corrisponde ad una concentrazione 

pari a 50 μg/ml di DNA a doppia elica.  

La valutazione qualitativa è stata effettuata verificando il rapporto OD260/OD280, come indice di 

contaminazione da proteine (considerando accettabile un valore compreso fra 1,6 e 1.8) e 
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OD260/OD230, come indice di contaminazione da carboidrati e fenoli (considerando ottimale il 

valore di 2.2)  

 

c) Analisi della lunghezza media dei telomeri  

La valutazione della LTL è stata effettuata utilizzando la tecnica della PCR Real Time 

Quantitativa (QPCR), messa a punto da Cawthon (2002), il cui protocollo è stato modificato nel 

nostro laboratorio. Questa tecnica, ampiamente validata, ha i vantaggi di potere essere applicata ad 

un alto numero di campioni, nonché di essere relativamente poco costosa e di rapida esecuzione. 

Il saggio consente di misurare quanto ciascun campione differisca da un campione di DNA di 

riferimento nel suo rapporto tra i numeri di ripetizioni telomeriche rispetto al numero di ripetizioni 

del gene hemoglobin-b (HBB) (codificante per la subunità beta dell’emoglobina), localizzato in 

singola copia nel cromosoma 11 (11p15.4). La tecnica si basa sull’utilizzo di una molecola 

fluorescente, SYBR® Green I, facente parte del gruppo delle cianine asimmetriche, che si lega al 

solco minore del DNA a doppio filamento (dsDNA) (Zipper et al., 2004). Il complesso DNA-

colorante assorbe luce blu ad una lunghezza d’onda max di 488 nm ed emette luce verde a una 

lunghezza d’onda di 522 nm. Durante la fase di denaturazione, il Sybr Green è libero in soluzione, 

mentre nella fase di annealing dei primers esso si intercala in maniera aspecifica nel solco minore 

del dsDNA ed inizia ad emettere fluorescenza. Infine, durante la fase di extension, la fluorescenza 

emessa aumenta in modo proporzionale al numero di copie di DNA prodotte (Figura 5) .  

 

 Figura 5. Chimica SYBR® Green 
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Il segnale fluorescente emesso durante la reazione viene registrato ad ogni ciclo di PCR dal sensore 

dello strumento e riportato in un sistema di assi cartesiani in cui è rappresentato in ascisse il numero 

di cicli ed in ordinate una scala logaritmica dell’emissione di fluorescenza associata ad ogni ciclo 

(espressa come ΔRn). Si ottiene così una curva ad andamento tipicamente sigmoidale con una fase 

esponenziale, una fase lineare e una fase di plateau in cui termina l’amplificazione e la fluorescenza 

si stabilizza a un valore di regime. 

Al termine della reazione un software calcola per ciascun campione il ciclo soglia (CT) che 

rappresenta il numero di cicli di PCR richiesti perché il segnale di fluorescenza superi la linea di 

riferimento (threshold line), automaticamente settata dallo strumento in un punto intermedio delle 

curve di amplificazione dei campioni. 

Il valore del CT è inversamente proporzionale al numero iniziale di molecole stampo presenti nel 

campione: minore è il numero di cicli necessari a superare il threshold, maggiore sarà la quantità di 

DNA di partenza. 

Il Sybr Green, legandosi in maniera aspecifica al solco minore del DNA, può generare segnali 

aspecifici. Pertanto, è necessario verificare la specificità della reazione mediante l’analisi della 

curva di melting (curva di dissociazione), specifica per ciascun amplicone prodotto. 

Per Temperatura di melting (Tm) si intende la temperatura alla quale il 50% del DNA è in forma di 

singolo filamento. Essa dipende da diversi fattori, tra cui la lunghezza della molecola di DNA e la 

sua sequenza (ordine delle basi e percentuale di CG), ed è quindi caratteristica di ciascun 

frammento.  

L’analisi della curva di dissociazione viene eseguita dallo strumento al termine della PCR e consiste 

in un graduale innalzamento della temperatura da 60°C, condizione in cui tutto il DNA è a doppia 

elica e la fluorescenza è massima, a 95 °C, temperatura alla quale tutto il DNA è presente in forma 

dissociata e la fluorescenza è minima. Il software dello strumento trasforma i dati relativi alla curva 

di melting nella derivata prima negativa della funzione descritta dal segnale. Ne risulta quindi un 

grafico che presenta un picco nel punto di massima pendenza della curva, corrispondente alla Tm di 
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quello specifico amplicone. La rilevazione di un unico picco nella stessa reazione di PCR dimostra 

l’unicità e la specificità del prodotto di PCR; al contrario la presenza di più flessi di fluorescenza, 

indica la formazione di prodotti amplificati aspecifici.  

 

 

d) Real-Time PCR  

Le reazioni di PCR sono state eseguite su uno strumento StepOnePlus™ Real-Time PCR System 

(Thermo Fisher Scientific).  

Per ciascun campione di DNA genomico è stata effettuata una reazione di qPCR relativa alle 

estremità telomeriche ed in parallelo una analoga reazione per l’amplificazione del gene HBB. 

Pertanto sono state preparate due diverse miscele di reazione in un volume finale di 10 μl, una 

contenente i primers (Tel 1 e Tel 2, concentrazione finale 200 nM), capaci di ibridare lungo le 

ripetizioni esameriche presenti alle estremità telomeriche, e l’altra contenente primers specifici per 

il gene HBB (HBB1 e HBB2), alla concentrazione di 300 nM (Tabella 1).  

 

Tabella 1. Sequenza dei primer 

 

Primer Sequenza 5’ →  3’ 

Tel-1 GGTTTTTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGT 

Tel-2 TCCCGACTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTA 

HBB1 GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC 

HBB2 CACCAACTTCATCCACGTTCACC 

 

Entrambe le miscele contengono Mastermix Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG con 

ROX (Invitrogen, by Thermofisher Scientific). 
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Le due miscele sono state dispensate nei pozzetti di due diverse piastre ottiche da 96 pozzetti, a cui 

sono stati aggiunti 20 ng di ciascun campione di DNA. 

Tutti i campioni sono stati testati in triplicato per valutare la riproducibilità dei dati ottenuti e in 

ogni saggio è stato inserito un controllo negativo, in cui il DNA è stato sostituito da acqua sterile. 

Inoltre, in ogni piastra di PCR sono stati riservati 3 pozzetti per un campione di DNA di riferimento 

(calibratore) alla stessa concentrazione dei campioni, necessario a normalizzare eventuali differenze 

tra i diversi saggi.  

Infine, allo scopo di monitorare l’efficienza delle reazioni, in ogni piastra è stata allestita una curva 

di diluizione standard con un DNA di riferimento, relativa alle sequenze telomeriche e al gene 

HBB, con range da 6.25 a 100 ng. 

Le condizioni di amplificazione per le estremità telomeriche e per il gene HBB prevedono uno step 

di denaturazione a 95°C per 3 min, per favorire l’attivazione della Taq polimerasi. Seguono 23 cicli 

(15 secondi a 95°C, 1 min. a 58°C) per le estremità telomeriche e 32 cicli (15 secondi a 95°C, 1 

min. a 62°C) per il gene HBB. 

Tutte le reazioni di PCR sono state seguite da una curva di melting per confermare la specificità 

della reazione. 

 

4.1 Genotipizzazione del polimorfirsmo 5-HTTLPR del gene 5-HTT  

Il polimorfismo 5-HTTLPR è un’inserzione/delezione di 44bp localizzata nella regione del 

promotore del gene che codifica per il trasportatore della serotonina (5-HTT). La variante lunga 

(inserzione) è associata a un’espressione del gene 3 volte maggiore rispetto alla variante corta 

(delezione) (Heils et al., 1996). 

Il DNA è stato amplificato mediante Polymerase Chain Reaction (PCR), secondo il metodo 

descritto da Lesch et al. (1996).  

La miscela di reazione conteneva, in un volume finale di 30 µl, 100 ng di DNA, 0.2 mM dATP, 

dCTP, dTTP, 0.1 mM dGTP e 7-deazaGTP, 25 pmol di ciascun primer (5’-GGC GTT GCC 
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GCT CTG AAT C-3’ e 5’-GAG GGA CTG AGC TGG ACA ACC AC), 10 mM Tris-HCl (pH 8.3), 

50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.01% gelatin, 10% DMSO and 1.5 U AmplTaq (Perkin Elmer).  

Sono stati eseguiti 35 cicli di amplificazione con le seguenti temperature:  30 sec a 95°C, 30 sec a 

61°C e 60 sec a 72°C. I prodotti della PCR sono stati separati mediante corsa elettroforetica su gel 

di agarosio al 3% contenente etidio bromuro e gli alleli l (528 bp) e s (484 bp) sono stati identificati 

con il densitometro (GelDoc 2000, BioRad). 

 

4.2 Analisi statistiche 

La LTL relativa è stata calcolata utilizzando il metodo del 2-ΔΔCT, dove ΔΔCT = ΔCT campione – 

ΔCT calibratore, e ΔCT campione = CT Tel – CT HBB.  

La normalità della distribuzione è stata testata utilizzando il test di Shapiro-Wilk. La presenza di 

outlier è stata valutata utilizzando il test di Grubbs (o extreme studentized deviate test). Le 

caratteristiche demografiche quantitative e categoriche sono state confrontate fra soggetti affetti da 

dipendenza da eroina e controlli utilizzando il test U di Mann Whitney e il test esatto di Fisher, 

rispettivamente.  

L’associazione tra lunghezza dei telomeri dei leucociti (LTL) e variabili quantative (età al momento 

del prelievo) e categoriche (sesso, diagnosi di dipendenza da eroina) è stata valutata utilizzando il 

test di correlazione di Spearman e il test U di Mann-Whitney, rispettivamente.  

Nel campione di pazienti affetti da dipendenza da eroina è stata valutata l’associazione tra LTL e le 

seguenti caratteristiche cliniche potenzialmente rilevanti: età al primo contatto con l'eroina, mesi di 

astensione al momento del prelievo, anni di esposizione alla sostanza, comorbidità con altre forme 

di abuso/dipendenza (comorbidità, età all'esordio e mesi di astensione per forme di abuso o 

dipendenza da cannabis, cocaina, alcool e ansiolitici), familiarità per abuso o dipendenza da eroina 

o altre sostanze (Figura 6). Per valutare l’associazione tra LTL e le variabili cliniche è stato 

costruito un modello di regressione lineare utilizzando la LTL come variabile dipendente, le 

variabili cliniche come predittori e l’età come covariata.  
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Infine, in un sottocampione di pazienti e controlli per i quali questo dato era disponibile (n = 170), è 

stata valutata l'associazione tra LTL e il genotipo del polimorfismo 5-HTTLPR utilizzando un 

modello di regressione lineare, utilizzando la LTL come variabile dipendente, il genotipo come 

predittore e l'età al prelievo come covariata.  

 

Figura 6. Comorbidità con altre forme di dipendenza  
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5. Risultati 

 

La valutazione della LTL nei soggetti inclusi nello studio è stata effettuata mediante qPCR.  

La Figura 7 rappresenta le curve di amplificazione osservate per i telomeri (7.A) e per il gene HBB 

(7.B), dalle quali sono stati estrapolati i valori dei Ct. I valori medi di CT relativi all’amplificazione 

delle estremità telomeriche sono risultati 13,82 ± 0,60, mentre per il gene HBB 21,73 ± 0,45.  

Nella figura 8 sono rappresentate le curve di melting specifiche per le sequenze analizzate. Le curve 

relative alle sequenze telomeriche (8.A) e al gene HBB (8.B) presentano un unico picco, 

rispettivamente a 81°C e a 84°C, a dimostrazione della specificità delle reazioni.  

Inoltre, i controlli negativi, corrispondenti all’assenza di DNA, non presentano alcun segnale. 

 

 

Figura 7. Curve di amplificazione osservate per i telomeri (A) e per il gene HBB (B) 
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Figura 8. Curve di melting osservate per i telomeri (A) e per il gene HBB (B) 

 

 

La distribuzione della LTL è risultata essere non normale secondo il test di Shapiro-Wilk (p < 

0.025). Il test di Grubbs non ha evidenziato la presenza di outlier.  

L’analisi di correlazione ha mostrato una correlazione negativa tra LTL ed età al momento del 

prelievo (rho di Spearman = -0,17, p = 0.015, Figura 9) e nessuna associazione con il sesso (Mann 

Whitney U = 1896, p = 0,65).  

 

Figura 9. Correlazione tra lunghezza dei telomeri dei leucociti ed età al prelievo 

10 20 30 40 50 60
0

1

2

3

Età al prelievo

L
T

L

 



 35 

Il test U di Mann Whitney non ha evidenziato una differenza nella LTL tra pazienti affetti da 

dipendenza da eroina e controlli sani (Mann Whitney U = 4586, p = 0.44, Figura 10).  

 

Figura 10. Lunghezza dei telomeri dei leucociti nei pazienti affetti da dipendenza da eroina e 

controlli sani 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il modello di regressione lineare ha evidenziato una correlazione positiva tra LTL e il numero di 

mesi di astensione dall'utilizzo di alcool nel sottocampione di pazienti con dipendenza da eroina e 

comorbidità per abuso/dipendenza da alcool in astensione dall’alcool al momento del prelievo (n = 

8, beta=0.774, p = 0.04, Tabella 1, Figura 11). 
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Figura 11. Correlazione tra lunghezza dei telomeri dei leucociti e mesi di astensione 

dall'assunzione di alcool  
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Nessuna delle altre variabili cliniche analizzate è risultata associata con la LTL (Tabella 2)  
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Tabella 2. Caratteristiche cliniche del campione dei pazienti dipendenti da eroina  

 

 

 

Il modello di regressione lineare non ha evidenziato un'associazione significativa tra LTL e 

genotipo del polimorfismo 5-HTTLPR (beta = 0.065, p = 0.39).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variabili cliniche Beta P 

età al primo contatto -0,002 0,98 

mesi di astensione -0,006 0,95 

anni di esposizione alla sostanza 0.003 0,98 

comorbidità con altre forme di abuso/dipendenza  -0,174 0,09 

 Cannabis 

 

  

comorbidità con abuso/dipendenza  -0,154 0,13 

età all'esordio  -0,173 0,16 

mesi di astensione 0,148 0,62 

 Cocaina     

comorbidità con abuso/dipendenza  -0,033 0,74 

età all'esordio  -0,033 0,81 

mesi di astensione -0,195 0,42 

 Alcool     

comorbidità con abuso/dipendenza  0,143 0,16 

età all'esordio  0,175 0,66 

mesi di astensione (n = 8) 0,774 0,04 

 Ansiolitici     

comorbidità con abuso/dipendenza  -0,002 0,98 

età all'esordio  -0,465 0,14 

 familiarità per abuso o dipendenza da eroina  0,06 0,55 

familiarità per abuso o dipendenza da altre sostanze  -0,022 0,83 
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Discussioni  

 

In questo studio abbiamo misurato la LTL in un campione di pazienti affetti da dipendenza da 

eroina e di controlli sani. I risultati non hanno mostrato alcuna differenza tra la LTL nei pazienti 

rispetto ai controlli. Questo risultato non è in accordo con lo studio effettuato da Yang et al. (2013) 

che ha evidenziato una ridotta LTL nel gruppo degli eroinomani confrontato con un gruppo di 

controllo. Risulta invece in linea con lo studio di Yang e collaboratori l’assenza di associazione 

riscontrata nelle nostre analisi tra la LTL e le variabili cliniche: periodo di esposizione all’eroina e 

uso concomitante di altre sostanze. 

Stratificando il campione per comorbidità, è emersa una correlazione positiva tra la LTL e i mesi di 

astensione dall'assunzione di alcool. Seppure questo risultato sia relativo ad un sotto campione 

numericamente ridotto, questo dato potrebbe riflettere l’instaurarsi di una nuova omeostasi 

cellulare, ovvero dell’equilibrio ritrovato tra ROS e antiossidanti, durante i mesi di astensione da 

abuso di alcool nei soggetti eroinomani.  

Come già documentato da altri studi, l’abuso di alcool è associato ad un accorciamento dei telomeri 

(Pavanello et al., 2011) e un conseguente prematuro invecchiamento cellulare. La causa di questo 

fenomeno sembrerebbe risiedere nella produzione di alti livelli di 8-idrossi-2’-deossiguanosina (8-

OH-dG). Infatti, proprio la 8-OH-dG sembrerebbe causare la rottura del doppio filamento del DNA 

e/o interferire con la formazione della forcella di replicazione (von Zglinicki, 2002).  

Il secondo obiettivo della nostra tesi è stato quello di valutare la possibile influenza del 

polimorfismo 5-HTTLPR nella lunghezza dei telomeri dei leucociti in pazienti dipendenti da eroina.  

Come già detto nell’introduzione, precedenti studi hanno confermato l'associazione tra la 

dipendenza da eroina e l’allele Short del polimorfismo 5-HTTLPR (Gerra et al., 2004; Lin et al., 

2016; Wang et al., 2016), e la correlazione tra l’allele S del trasportatore della serotonina e 

l’accorciamento della lunghezza telomerica in una coorte di individui sani (Li et al., 2014). 
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Benché il nostro studio non abbia evidenziato alcun risultato significativo, i dati devono essere 

interpretati con cautela, in quanto il nostro studio è a oggi il primo ad aver valutato l’influenza del 

polimorfismo 5-HTTLPR sulla TL in pazienti eroinomani, seppure nei limiti della dimensione del 

campione in esame.  

I risultati complessivi di questo studio devono essere interpretati in considerazione delle loro 

limitazioni. In primo luogo non è stato possibile stratificare il campione in esame in base alle 

informazioni sulla storia dei trattamenti pregressi a cui i pazienti sono stati sottoposti. Inoltre, 

seppure la Real-Time PCR sia una delle tecniche maggiormente usate per la quantificazione relativa 

delle TL per via della sua versatilità e del suo costo, risulta essere una tecnica non accurata e precisa 

come ad esempio l’ibridazione quantitativa in situ a fluorescenza (q-FISH).  

Inoltre, considerando che la LTL è stata associata in altri studi a numerose variabili quali fumo di 

sigaretta, esperienze avverse durante il corso della vita (“Early life stress”), diverse modalità di 

assunzione delle sostanze d’abuso, che non sono state valutate nel nostro campione, non possiamo 

escludere un effetto di interazione tra abuso di eroina e le suddette variabili su LTL.  
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Conclusioni 

 

In conclusione, i nostri risultati suggeriscono che la LTL non differisce in pazienti con dipendenza 

da eroina rispetto a soggetti che non hanno mai abusato. I dati suggeriscono inoltre che il 

polimorfismo 5-HTTLPR del trasportatore della serotonina non determina un accorciamento 

accelerato delle estremità cromosomiche nei due gruppi di studio.   

Tuttavia, considerate le evidenze scientifiche a riguardo, sarebbe di fondamentale importanza la 

replicazione di questo studio in un campione più numeroso al fine di investigare l’effettivo ruolo 

che la dipendenza da eroina può avere sull’invecchiamento cellulare accelerato. 
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