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Έχει βρεθεί ότι η in vitro ενεργοποίηση των οπιοειδών υποδοχέων του ιπποκάμπου, που εντοπίζονται αποκλειστικά σε ενδονευρώνες, προκαλεί υπερπόλωση των ενδονευρώνων, καθώς και αναστολή της απελευθέρωσης γ-αμινοβουτυρικού οξέος από τις νευρικές τους απολήξεις. Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η μελέτη της επίδρασης της in vivo χορήγησης φεντανύλης στη ανοσοδραστικότητα του γ-αμινοβουτυρικού οξέος σε νευρώνες της CA1 περιοχής του ιπποκάμπου.

Χρησιμοποιήθηκαν επίμυες Wistar στους οποίους χορηγήθηκε φαινοβαρβιτάλη (60 mg/kg, i.p.) και ακολούθησε ενδοκάρδια έγχυση παραφορμαλδεΰδης 4%, 24 ώρες μετά την τελευταία χορήγηση φυσιολογικού ορού (n=4) ή φεντανύλης (n=5). Μετά τη μονιμοποίηση τους οι εγκέφαλοι αφαιρέθηκαν, καταψύχθηκαν σε ισοπεντάνιο (-45oC, 1 min) και αποθηκεύτηκαν στους -80oC. Με τη χρήση κρυοτόμου προέκυψαν τομές πάχους 10μm οι οποίες στη συνέχεια διατηρήθηκαν στους -20oC. Για την ανοσοϊστοχημική ανίχνευση νευρώνων που εκφράζουν γ-αμινοβουτυρικού οξύ χρησιμοποιήθηκε ειδικό πολυκλωνικό αντίσωμα έναντι αυτού.

Ακολούθησε οπτικοποίηση των τομών καθώς και ποσοτική ανάλυση των εικόνων που προέκυψαν χρησιμοποιώντας το λογισμικό ανάλυσης εικόνας ImageJ 1,37v. Για την ποσοτική ανάλυση χρησιμοποιήθηκαν ασπρόμαυρες εικόνες 8-bit των οποίων το χρωματικό εύρος αναπαραστάθηκε σε κλίμακα μη προσημασμένων ακεραίων εύρους από 0 έως 250. Η μέτρηση της έντασης φθορισμού της κάθε εικόνας, συνολικά, πραγματοποιήθηκε μετά την μαθηματική αφαίρεση μίας ουδικής τιμής που ορίσθηκε ώστε να αντιπροσωπεύει μηδενική ή και μη ειδική σήμανση. Η τιμή αυτή προέκυψε ως η μέση τιμή της μέγιστης έντασης φθορισμού τριών τυχαία επιλεγμένων περιοχών (5 x 5μm) κάθε εικόνας, στις οποίες δεν ανιχνεύονταν καμία νευρική αποφυάδα. Για τη μέτρηση της έντασης φθορισμού αποφυάδων στην ακτινωτή, την πυραμιδική και τη στοιβάδα πολυμόρφων κυττάρων χρησιμοποιήθηκαν τυχαία επιλεγμένες περιοχές εμβαδού 25x30 μm, ενώ για τη μέτρηση στα σώματα των νευρώνων επιλέχθηκε ολόκληρο το κυτταρικό σώμα, αποκλείοντας ταυτόχρονα τον πυρήνα. Η μέτρηση της έντασης φθορισμού τόσο των αποφυάδων όσο και των κυτταρικών σωμάτων πραγματοποιήθηκε επίσης μετά από μαθηματική αφαίρεση της ουδικής τιμής. 

Η ανοσοϊστοχημική μελέτη για το γ-αμινοβουτυρικό οξύ κατέδειξε ελάττωση των επιπέδων τόσο στις αποφυάδες όσο και στα σώματα υποδηλώνοντας ελάττωση της απελευθέρωσης αυτού στους πυραμιδικούς νευρώνες. Συμπερασματικά, η οξεία in vivo χορήγηση φεντανύλης προκαλεί ελάττωση της νευρωνικής διαβίβασης γ-αμινοβουτυρικού οξέος που ανιχνεύεται 24 ώρες μετά. Τα ευρήματα αυτά υποστηρίζουν την αύξηση της διεγερσιμότητας του ιπποκάμπου μετά από χορήγηση φεντανύλης και παρέχουν πληροφορίες όσον αφορά πιθανούς μηχανισμούς που εμπλέκονται στα αρχικά στάδια ανάπτυξης αντοχής στα οπιοειδή.
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