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ÖSSZEFOGLALÁS

A galanin (GAL) az idegrendszerben széles körben elter-
jedt neuropeptid, amely hatását különbözô GAL recepto-
rokon keresztül fejti ki. Humán bôrben GAL-szerû immun-
reaktivitást jelentettek a dermisz szabad idegvégzôdései-
ben. Habár a GAL receptorok megléte alapvetô fontossá-
gú a biológiai funkcióhoz a kifejezôdését az altípusoknak
még nem vizsgálták tenyésztett humán keratinocitákon. A
tanulmányunk célja volt megvizsgálni a különbözô recep-
torok jelenlétét mind mRNS mind fehérje szinten. PCR se-
gítségével csupán a GALR2 mRNS jelenlétét tudtuk iga-
zolni HaCaT sejtekben és keratinocitákban. A GALR2 fe-
hérje meglétének vizsgálata immunhisztokémiai módsze-
rekkel feltárta a receptor jelenlétét mindkét sejttípuson to-
vábbá a normál humán bôr immunhisztokémiai vizsgála-
tai feltárták, hogy a GALR2 fôleg az epidermisz bazális
rétegében fejezôdik ki. A keratinociták galamin kezelése
növekedést eredményezett a sejten belüli Ca2+ koncentrá-
cióban, amely támogatja azt az elképzelést, hogy a
GALR2 egy mûködô receptor. 
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SUMMARY

Galanin (GAL) is a neuropeptide that widely distributed
in nervous system. GAL exerts action via diverse GAL
receptors. In human skin GAL-like immunoreactivity has
been reported in free nerve ending of the dermis. 
Although the GALRs are essential for biological 
functions, the expressions of different GALR subtypes in
cultured human keratinocytes have not yet been investigated.
The aim of our study was to study the presence of the 
different receptors both on mRNA level and on protein 
level. Using RT-PCR only the presence of the GALR2
mRNA was identified in HaCaT cells and keratinocytes.
To investigate the presence of GALR2 protein by immuno-
histochemistry has revealed its presence on both of the
cell types in addition immunohistochemical investigations
of normal human skin revealed that GALR2 was expressed
mainly in the basal layer of the epidermis. GAL treatment
of the keratinocytes resulted in an increase in Cytosolic
Ca2+ concentration, suggesting that GALR2 is a functional
receptor.
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A humán bôr az ember legnagyobb szerve, amely részben
elhatárolja a belsô szerveket, részben felfogja a külvilág
ingereit. Régebben a bôrt passzív szervnek tekintették, de
mára ez a nézet jelentôsen megváltozott. Ezt támasztja alá
az un SIS (Skin immune System) a bôr immunrendszeré-
nek megléte is, melynek jellegzetes sejtjei a keratinociták,
Langerhans sejtek, T-limfociták (1).  Az utóbbi idôkben
egyre több kísérleti eredmény igazolja, hogy a SIS szoro-
san együttmûködik a perifériás idegrendszerrel, amelynek
rostjai gazdagon behálózzák a bôrt.

Ez az együttmûködés egyaránt megtalálható a bôr fizioló-
giás és patofiziológiás folyamataiban. A perifériás idegrend-
szer elsôsorban az idegvégzôdésekbôl felszabaduló neuro-

peptidek által befolyásolja a SIS mûködését. Ezen neuro-
peptidek egyik kevéssé vizsgált képviselôje a galanin.

Az 1983-ban felfedezett neuropeptid emberben 30 ami-
nosavból áll. A különbözô emlôs fajok között erôs a szer-
kezeti homológia (2). A galanin széles körben megtalálha-
tó a központi és a környéki idegrendszerben, amely sokré-
tû biológiai szerepet sejtet. Humán bôrben Johansson és
mtsai (3), majd legutóbb Kofler és mtsai (4) mutattak ki
galanin immunreaktivitást. Hatásával kapcsolatban még
sok a kérdôjel, de úgy tûnik, a bôrben felszabaduló többi
neuropeptidhez hasonlóan a galanin is befolyásolja a vas-
culáris permeábilitást, immunmoduláló szerepet tölt be és
feltehetôen a sejtnövekedés és proliferáció szabályozásá-
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ban is részt vesz (5). Kísérleti tény, hogy gátolja a vasodi-
latációt galamb bôrben és ez inflammatórikus hatást sejtet
(6,7). Jimenez-Andrade és mtsai szintén arra a következ-
tetésre jutottak, hogy a galanin aktívan részt vesz a bôr
gyulladásos folyamatainak modulálásában (8,9). 

Ezen sokrétû biológiai szerepét a galanin G-fehérjéhez
kapcsolt receptorokon keresztül fejti ki. Három különbözô
receptor altípus ismert GALR1, GALR2 és GALR3
(10,11), melyek különböznek szerkezetükben, elhelyezke-
déseikben, különbözô gének kódolják ôket, melyek külön-
bözô humán kromoszómákon helyezkednek el. GALR1
fôleg a központi idegrendszerre jellemzô (12) míg a
GALR3 fôleg a perifériás szövetekben fordul elô. A leg-
szélesebb körben elterjedt receptor a GALR2. Kifejezôdik
mind a környéki, mind a központi idegrendszerben vala-
mint számos perifériás szövetben (13). Munkánk célja
volt annak megállapítása, hogy a humán keratinociták
rendelkeznek-e receptorral a galanin számára és amennyi-
ben rendelkeznek melyik altípussal.   

Módszerek

Sejttenyésztés
A receptorok meglétének vizsgálata tenyésztett humán keratinocitá-
kon történt, melyeket egészséges emberek plasztikai mûtétei során
nyert mintákból izoláltunk. Továbbá vizsgálatokat végeztünk spontán
immortalizált humán keratinocita sejtvonalon (HaCaT sejtek) is. 

Reverz transzkripció-polimeráz láncreakció
A sejtekbôl totál RNS-t izoláltunk Trizol-os mód-
szerrel. Az így nyert RNS koncentrációját meghatá-
roztuk és 1µg RNS-t irtunk át cDNS-é iScript
cDNA Synthesis Kit (BIORAD) felhasználásával.

A receptorok mRNS szintû kimutatása PCR se-
gítségével történt a megfelelô, specifikus primerek
alkalmazásával. Az amplikonokat agaróz gélen
megfuttattuk majd a kapott sávból a terméket
visszaizoláltuk. A felamplifikált és a gélbôl
visszaizolált termék azonosítása szekvencia analí-
zissel történt.

Immuncitokémia és immunhisztokémia
Immuncitokémiai vizsgálatok céljára tenyésztett
humán keratinocitákat és HaCaT sejteket üveg
tárgylemezre vittük fel citocentrifuga segítségével,
illetve plasztikai mûtéten átesett emberek bôrmin-
táiból fagyasztott metszeteket készítettünk, amelye-
ken immunhisztokémiát végeztünk. Elsôdleges el-
lenanyagként anti-humán GALR2 ellenes poliklo-
nális antitestet használtunk. 

Sejten belüli Ca2+ koncentráció mérése
A sejten belüli Ca2+ koncentráció változásának meg-
határozására tenyésztett humán keratinocitákat fes-
tettünk Fura-2-vel, egy Ca2+ kelátor festékkel 40
percig majd a sejteket indukáltuk galaninnal. A
komplexképzôdés hatására létrejövô fluoreszcencia
változásokat egy Hitachi F-2500 spektorfluoromé-
terrel mértük. A kapott értékekbôl számoltuk ki a
sejten belüli Ca2+ koncentrációt.

Eredmények

GAL receptor mRNS-k kifejezôdése HaCaT
sejtekben és tenyésztett humán keratinoci-
tákban.

Elsô lépésben mRNS szinten vizsgáltuk a különbözô
galanin receptorok kifejezôdését RT-PCR segítségével.
Pozitív kontroll céljára humán vékonybelet használtunk a
GALR1 és GALR2 esetében, illetve humán agy cDNS-t a
GALR3 esetében. A PCR termékeket megfuttattuk agaróz
gélen. HaCaT vagy keratinocita cDNS-t használva, nem
kaptunk terméket sem a GALR1 sem a GALR3 esetében.
Viszont megvizsgálva a GALR2 kifejezôdését, kaptunk
egy éles sávot az agaróz gélen a kívánt magasságban
mind a HaCaT mind a keratinociták esetében. A kapott
terméket visszaizoláltuk a gélbôl és megszekvenáltattuk.
A szekvencia analízis igazolta hogy a termékünk a
GALR2 mRNS.

GALR2 fehérje vizsgálata HaCaT és tenyésztett humán
keratinociták sejt felszínén

A GALR2 fehérje meglétét HaCaT sejteken és te-
nyésztett humán keratinocitákon immuncitokémiával
igazoltuk poliklonális humán GALR2 antitest használa-
tával. HaCaT sejteken az ellenanyag használatával
egyenletes festôdést tapasztaltunk a sejtek teljes felszí-
nén. Szintén erôs festôdés volt látható a tenyésztett kera-
tinocitákon is azzal a különbséggel, hogy a differenciál-
tabb sejtek kevésbé festôdtek. Készítettünk negatív kont-
rollokat, melyek egyik sejttípus esetében sem mutattak
festôdést (1. ábra).
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1. ábra
GALR2 immuncitokémiai vizsgálata HaCaT sejteken és tenyésztett hu-

man keratinocitákon. Negatív kontroll HaCaT sejtekre (A) 

és human keratinocitákra (C). Pozitivan festôdô HaCaT sejtek (B)

és tenyésztett human keratinociták (D). 
A sejtmagok haematoxylinnal voltak megfestve.



GALR2 in situ kifejezôdése humán bôrben
Immunhisztokémiai vizsgálatokhoz plasz-

tikai mûtéten átesett emberek bôrét hasz-
náltuk, melyekbôl fagyasztott metszeteket
készítettünk. A metszeteken elvégezve az
immunhisztokémiát  intenzív festôdést ta-
pasztaltunk az epidermisz bazális rétegé-
ben és a dermiszben lévô vérerek körül
(2. ábra).

GALR2 szerepe a szignalizációs folya-
matokban

A galanin hatását a sejten belüli Ca2+

koncentráció befolyásolására humán ke-
ratinocitákon vizsgáltuk. Az elôzôleg Fu-
ra-2 festékkel feltöltött sejteket galanin-
nal indukáltuk majd mértük a sejten belü-
li Ca2+ koncentrációban bekövetkezô vál-
tozásokat.

A mérés kezdetétôl számítva 107 má-
sodperc múlva elkezdett növekedni a sej-
ten belüli Ca2+ koncentrációja, amely a
csúcspontját körülbelül 200 másodperc
múlva érte el. Ekkor a kezdeti Ca2+ kon-
centráció 5-szörösét tapasztaltuk (3. ábra).

Megbeszélés

A jelen tanulmányban kimutattuk a
GALR2 mRNS és fehérje jelenlétét te-
nyésztett humán keratinocitákon és nor-
mál humán bôrben, továbbá demonstrál-
tuk a galanin hatását a sejten belüli Ca2+

koncentráció megváltoztatására. A galanin
és annak receptorai számos helyen megta-
lálhatók mind az idegrendszerben, mind a
perifériás szövetekben. Galanin kötôhe-
lyek és galanin mRNS elsô leírása bôrben
Ji és mtsai (14) nevéhez fûzôdnek, akik
patkány bôrt vizsgáltak. Humán bôrben
galanin-szerû immunreaktivitást sikerült
kimutatni Kofler és mtsai-nal (4) akik ga-
lanin-kötôhelyeket is találtak a vérerek és
verejtékmirigyek körül autoradiográfiát
használva.

A galanin hatása három G-fehérjével kap-
csolt receptoron keresztül valósul meg,
GALR1, GALR2 és GALR3. Megvizsgál-
tuk mindhárom receptor mRNS jelenlétét
HaCaT sejtekben és humán keratinociták-
ban PCR segítségével. GALR1 és GALR3
mRNS jelenlétét csak a pozitív kontroll ese-
tében tudtuk kimutatni. Viszont a GALR2
mRNS-t megtaláltuk HaCaT sejtekben és
keratinocitákban egyaránt. Fehérjeszinten
vizsgálva a GALR2 jelenlétét, mind HaCaT
sejteken mind humán keratinocitákon erôs
festôdést találtunk a poliklonális anti-
GALR2 antitest használatával.
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2. ábra
GALR2 elhelyezkedése a human bôr különbözô rétegeiben.

Negatív control (A) nem mutat festôdést. A (B) ábrán egy erôsebb 
festôdés látható a bazális keratinocitákon. Pozitiv festôdésû vérerek és
hajhagyma keresztmetszet látható a  (C) illetve (D) ábrán. A sejtmagok

haematoxylinnel voltak megfestve. 

3. ábra
A sejten belüli Ca2+ koncentráció változása galanin indukciót követôen



Mivel a GALR2-ról korábban leírták, hogy szerepe le-
het a Ca2+ mobilizációban (15) így nyilvánvalóvá vált en-
nek a hatásnak vizsgálata tenyésztett humán keratinoci-
tákban. A GALR2 funkcionalitásának vizsgálata során
mértük a ligand receptor kötôdés hatására létrejövô válto-
zást a sejten belüli Ca2+ koncentrációban, amely tranziens
növekedést eredményezett. Mivel a Ca2+ egy fontos és
gyakori másodlagos hírvivô számos jelátviteli folyamat-
ban, így szerepe lehet a gyulladásos folyamatok befolyá-
solásától kezdve egészen a sebgyógyulás folyamatáig.

Összefoglalva, munkánk során elsôként sikerült ki-
mutatni a GALR2-t keratinocitákon mind mRNS, mind
fehérje szinten. A receptor jelenlétét igazoltuk in vivo
humán bôrben is. A GALR2 funkcionalitásának vizsgá-
lata során  sikerült kimutatni egy tranziens Ca2+ kon-
centráció emelkedést a keratinocitákban galanin induk-
ciót követôen.
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