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OSSZEFOGLALAS

A galanin (GAL) az idegrendszerben széles korben elter-
jedt neuropeptid, amely hatasdt kiilonbéz6 GAL recepto-
rokon keresztiil fejti ki. Humdn borben GAL-szerii immun-
reaktivitdst jelentettek a dermisz szabad idegvégzddései-
ben. Habdr a GAL receptorok megléte alapvetd fontossd-
gl a biologiai funkciohoz a kifejezddését az altipusoknak
még nem vizsgaltdk tenyésztett humdn keratinocitakon. A
tanulmdnyunk célja volt megvizsgdlni a kiilonbozd recep-
torok jelenlétét mind mRNS mind fehérje szinten. PCR se-
gitségével csupdan a GALR2 mRNS jelenlétét tudtuk iga-
zolni HaCaT sejtekben és keratinocitikban. A GALR?2 fe-
hérje meglétének vizsgdlata immunhisztokémiai modsze-
rekkel feltarta a receptor jelenlétét mindkét sejttipuson to-
vabbd a normdl humdn bér immunhisztokémiai vizsgdla-
tai feltartak, hogy a GALR?2 foleg az epidermisz bazalis
rétegében fejezddik ki. A keratinocitik galamin kezelése
novekedést eredményezett a sejten beliili Ca™ koncentrd-
cioban, amely tamogatja azt az elképzelést, hogy a
GALR?2 egy miikédd receptor.

Kulcsszavak:
human Kkeratinocita - galanin receptorok

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
Ca’* concentration, suggesting that GALR? is a functional
receptor.
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A human bér az ember legnagyobb szerve, amely részben
elhatdrolja a belsé szerveket, részben felfogja a kiilvilag
ingereit. Régebben a bdrt passziv szervnek tekintették, de
mara ez a nézet jelentésen megvaltozott. Ezt timasztja ala
az un SIS (Skin immune System) a b&r immunrendszeré-
nek megléte is, melynek jellegzetes sejtjei a keratinocitdk,
Langerhans sejtek, T-limfocitdk (1). Az utébbi idékben
egyre tobb kisérleti eredmény igazolja, hogy a SIS szoro-
san egyiittmiikodik a periférids idegrendszerrel, amelynek
rostjai gazdagon behdl6zzdk a bort.

Ez az egyiittm{ikodés egyarant megtaldlhat6 a bor fiziold-
gids és patofiziol6gids folyamataiban. A periférids idegrend-
szer elsdsorban az idegvégzddésekbdl felszabaduld neuro-

peptidek altal befolydsolja a SIS mikodését. Ezen neuro-
peptidek egyik kevéssé vizsgalt képviseldje a galanin.

Az 1983-ban felfedezett neuropeptid emberben 30 ami-
nosavbol all. A kiilonboz6 eml6s fajok kozott erds a szer-
kezeti homolégia (2). A galanin széles korben megtalalha-
t6 a kozponti és a kornyéki idegrendszerben, amely sokré-
tl bioldgiai szerepet sejtet. Human bdrben Johansson és
mtsai (3), majd legutébb Kofler és mtsai (4) mutattak ki
galanin immunreaktivitast. Hatdsdval kapcsolatban még
sok a kérdgjel, de tgy tiinik, a bérben felszabadulé tobbi
neuropeptidhez hasonl6an a galanin is befolydsolja a vas-
culdris permedbilitast, immunmoduldlé szerepet tolt be és
feltehetden a sejtndvekedés és proliferacié szabdlyozasa-
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ban is részt vesz (5). Kisérleti tény, hogy gatolja a vasodi-
lataciét galamb bdrben és ez inflammatérikus hatést sejtet
(6,7). Jimenez-Andrade és mtsai szintén arra a kovetkez-
tetésre jutottak, hogy a galanin aktivan részt vesz a bdr
gyulladasos folyamatainak moduldldsdban (8,9).

Ezen sokrétd bioldgiai szerepét a galanin G-fehérjéhez
kapcsolt receptorokon keresztiil fejti ki. Harom kiilonb6z6
receptor altipus ismert GALRI1, GALR2 és GALR3
(10,11), melyek kiilonboznek szerkezetiikben, elhelyezke-
déseikben, kiilonboz6 gének kédoljak Sket, melyek kiilon-
b6z6 human kromoszémdkon helyezkednek el. GALR1
féleg a kozponti idegrendszerre jellemzé (12) mig a
GALR3 féleg a periférids szovetekben fordul el6. A leg-
sz€lesebb korben elterjedt receptor a GALR2. Kifejez6dik
mind a kornyéki, mind a kozponti idegrendszerben vala-
mint szdmos periférids szovetben (13). Munkank célja
volt annak megallapitisa, hogy a human keratinocitdk
rendelkeznek-e receptorral a galanin szdmadra és amennyi-
ben rendelkeznek melyik altipussal.

Moédszerek

Sejttenyésztés

A receptorok meglétének vizsgdlata tenyésztett human keratinocitd-
kon tortént, melyeket egészséges emberek plasztikai miitétei soran
nyert mintakbol izolaltunk. Tovébba vizsgdlatokat végeztiink spontan
immortalizalt human keratinocita sejtvonalon (HaCaT sejtek) is.

Reverz transzkripcio-polimeraz lancreakcio
A sejtekbdl totil RNS-t izoldltunk Trizol-os méd- | * =

szerrel. Az igy nyert RNS koncentracidjat meghata- L]

roztuk és lpg RNS-t irtunk at cDNS-é iScript 2

cDNA Synthesis Kit (BIORAD) felhasznalasaval. ¥ 'i* " b
L

A receptorok mRNS szintli kimutatdsa PCR se-
gitségével tortént a megteleld, specifikus primerek L™ ’
alkalmazasaval. Az amplikonokat agaréz gélen
megfuttattuk majd a kapott sdvbol a terméket .
visszaizoldltuk. A felamplifikalt és a gélbol ! 1
visszaizoldlt termék azonositdsa szekvencia anali-
zissel tortént.

Immuncitokémia és immunhisztokémia ’
Immuncitokémiai vizsgélatok céljara tenyésztett

humdn keratinocitdkat és HaCaT sejteket iiveg . .

targylemezre vittiik fel citocentrifuga segitségével, g
illetve plasztikai mitéten atesett emberek bormin-
taibol fagyasztott metszeteket készitettiink, amelye-
ken immunhisztokémiat végeztiink. Elsédleges el-

lenanyagként anti-humdn GALR?2 ellenes poliklo- ' o &

nalis antitestet hasznaltunk.

Sejten beliili Ca’* koncentrdcié mérése
A sejten beliili Ca™ koncentrécié véltozdsanak meg- L
hatdrozasdra tenyésztett human keratinocitakat fes-
tettiink Fura-2-vel, egy Ca* keldtor festékkel 40 [
percig majd a sejteket indukdltuk galaninnal. A

komplexképz&dés hatasara 1étrejové fluoreszcencia * ]

véltozdsokat egy Hitachi F-2500 spektorfluoromé-
terrel mértiik. A kapott értékekbdl szamoltuk ki a
sejten beliili Ca™ koncentraciot. -

Eredmények

L
reg
ll"‘_‘ L]

Els6 1épésben mRNS szinten vizsgdltuk a kiilonboz6
galanin receptorok kifejez6dését RT-PCR segitségével.
Pozitiv kontroll céljara human vékonybelet hasznéltunk a
GALRI1 és GALR2 esetében, illetve human agy cDNS-t a
GALR3 esetében. A PCR termékeket megfuttattuk agar6z
gélen. HaCaT vagy keratinocita cDNS-t hasznédlva, nem
kaptunk terméket sem a GALR1 sem a GALR3 esetében.
Viszont megvizsgilva a GALR2 kifejez6dését, kaptunk
egy éles savot az agaréz gélen a kivant magassdgban
mind a HaCaT mind a keratinocitdk esetében. A kapott
terméket visszaizoldltuk a gélbdl és megszekvenaltattuk.
A szekvencia analizis igazolta hogy a termékiink a
GALR2 mRNS.

GALR? fehérje vizsgdlata HaCaT és tenyésztett humadn
keratinocitdk sejt felszinén

A GALR2 fehérje meglétét HaCaT sejteken és te-
nyésztett humdan keratinocitdkon immuncitokémidval
igazoltuk poliklondlis human GALR?2 antitest haszndla-
taval. HaCaT sejteken az ellenanyag haszndlataval
egyenletes festddést tapasztaltunk a sejtek teljes felszi-
nén. Szintén erds fest6dés volt lathatd a tenyésztett kera-
tinocitdkon is azzal a kiilonbséggel, hogy a differencial-
tabb sejtek kevésbé festédtek. Készitettiink negativ kont-
rollokat, melyek egyik sejttipus esetében sem mutattak
fest6dést (1. dbra).

1. abra

GALR2 immuncitokémiai vizsgdlata HaCaT sejteken és tenyésztett hu-

man keratinocitdkon. Negativ kontroll HaCaT sejtekre (A)

GAL receptor mRNS-k kifejezédése HaCaT
sejtekben és tenyésztett humdn keratinoci-
tdakban.

és human keratinocitdkra (C). Pozitivan fest6d6 HaCaT sejtek (B)

és tenyésztett human keratinocitak (D).

A sejtmagok haematoxylinnal voltak megfestve.
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2. abra

7 oz

GALR?2 elhelyezkedése a human bor kiilonboz6 rétegeiben.
Negativ control (A) nem mutat fest6dést. A (B) abran egy erGsebb
festddés lathatd a bazalis keratinocitdkon. Pozitiv fest6dési vérerek és

hajhagyma keresztmetszet lathaté a (C) illetve (D) dbrdn. A sejtmagok
haematoxylinnel voltak megfestve.

GALR? in situ kifejezédése humdn bérben

Megbeszélés

A jelen tanulmdnyban kimutattuk a
GALR2 mRNS é&s fehérje jelenlétét te-
nyésztett human keratinocitdkon és nor-
mal human bdrben, tovabba demonstral-
tuk a galanin hatdsédt a sejten beliili Ca™
koncentracié megvaltoztatdsira. A galanin
és annak receptorai szdmos helyen megta-
lalhaték mind az idegrendszerben, mind a
periférids szovetekben. Galanin kotShe-
lyek és galanin mRNS els6 lefrdsa bérben
Ji és mtsai (14) nevéhez fliz6dnek, akik
patkdny bért vizsgaltak. Humdan borben
galanin-szeri immunreaktivitdst sikeriilt
kimutatni Kofler és mtsai-nal (4) akik ga-
lanin-kotShelyeket is taldltak a vérerek és
verejtékmirigyek koriil autoradiografiat
hasznalva.

A galanin hatdsa harom G-fehérjével kap-
csolt receptoron keresztiil valésul meg,
GALRI1, GALR2 és GALR3. Megvizsgal-
tuk mindhdrom receptor mRNS jelenlétét
HaCaT sejtekben és humén keratinocitdk-
ban PCR segitségével. GALR1 és GALR3
mRNS jelenlétét csak a pozitiv kontroll ese-
tében tudtuk kimutatni. Viszont a GALR2
mRNS-t megtaldltuk HaCaT sejtekben és
keratinocitdkban egyarant. Fehérjeszinten
vizsgdlva a GALR2 jelenlétét, mind HaCaT
sejteken mind humdn keratinocitdkon erds
festédést taldltunk a poliklondlis anti-
GALR?2 antitest haszndlatdval.

Immunhisztokémiai vizsgdlatokhoz plasz-
tikai mitéten atesett emberek borét hasz-
naltuk, melyekbdl fagyasztott metszeteket
készitettiink. A metszeteken elvégezve az
immunhisztokémidt intenziv fest6dést ta-
pasztaltunk az epidermisz bazilis rétegé-
ben és a dermiszben 1évé vérerek koriil
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GALR? szerepe a szignalizdcios folya-
matokban

A galanin hatdsit a sejten beliili Ca™
koncentracié befolydsoldsdra human ke-
ratinocitdkon vizsgaltuk. Az el6z6leg Fu-
ra-2 festékkel feltoltott sejteket galanin-

nal indukéltuk majd mértiik a sejten belii- 100 +
li Ca* koncentraciéban bekovetkezd val-
tozasokat.

A mérés kezdetétdl szamitva 107 ma-
sodperc mulva elkezdett novekedni a sej- 0 &0
ten beliili Ca™ koncentriciGja, amely a
csucspontjat koriilbeliil 200 masodperc

time jsec)

mulva érte el. Ekkor a kezdeti Ca* kon-

3. dbra

centracié 5-szorosét tapasztaltuk (3. dbra). A sejten beliili Ca™ koncentréacié véltozdsa galanin indukciét kovetGen
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Mivel a GALR2-rdl korabban leirtdk, hogy szerepe le-
het a Ca™ mobilizaciéban (15) igy nyilvanval6va valt en-
nek a hatdsnak vizsgélata tenyésztett human keratinoci-
tdkban. A GALR2 funkcionalitdsdnak vizsgdlata sordn
mértiik a ligand receptor kot6dés hatdsara 1étrejovd valto-
zést a sejten beliili Ca™ koncentraciéban, amely tranziens
novekedést eredményezett. Mivel a Ca™ egy fontos és
gyakori masodlagos hirvivé szdmos jelatviteli folyamat-
ban, igy szerepe lehet a gyulladdsos folyamatok befolya-
solasatdl kezdve egészen a sebgyodgyulds folyamatdig.

Osszefoglalva, munkank soran elséként sikeriilt ki-
mutatni a GALR2-t keratinocitdkon mind mRNS, mind
fehérje szinten. A receptor jelenlétét igazoltuk in vivo
human bérben is. A GALR?2 funkcionalitdsdnak vizsga-
lata sordn sikeriilt kimutatni egy tranziens Ca* kon-
centracié emelkedést a keratinocitdkban galanin induk-
ciot kovetden.
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