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ROVIDITESEK JEGYZEKE
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BEVEZETES

Napjainkban egyre nagyobb hangsuly helyezddik az esztétikus megjelenésre; férfiak €s
nék millidi folytatnak kiizdelmet a tokéletesnek vélt kiilso eléréséért, tjabbnal ujabb kihivasok
elé allitva ezzel az orvosokat és kutatokat. A haj- és szérndvekedés rendellenességei emberek
sokasdganak okoznak ¢letmindségbeli romldst vilagszerte. Nem meglepd tehat, hogy
napjainkban a szOrnovekedési rendellenességek kezelése érdekében vildgszerte szadmos
kutatocsoport tesz erdfeszitéseket a ,,szOrbiologia” alaposabb megismerésére. Ezen
tudomanyteriilet mélyebb tanulmanyozésdban laboratériumunk is szerepet vallalt, hiszen
kutatdsaink sordn — részben kozmetikai cégekkel egyiittmiikodve — sikeriilt kimutatnunk, hogy

mind az adenozin, mind pedig a koffein fontos szerepet tolt be a hajciklus szabalyozasaban.

Az adenozin, egy lokalisan termelddd esszencialis mediator, mely szertedgazo fizioldgiai
funkcioi (angiogenezis, vazodilaticio) mellett specidlis szerepet tolt be az energiatranszferben
¢és neurotranszmisszioban is. A hajndvekedésre gyakorolt jotékony hatasat, ugymint a hajszal
atmérdjének vastagodasat és hosszanak novekedését, mar korabban leirtdk. Mindemellett
beszamoltak arrdl is, hogy az adenozin fokozza bizonyos hajciklus moduldtorok (vaszkularis
endotelilis novekedési faktor [VEGF], fibroblaszt novekedési faktor-7 [FGF-7]) termelddését
tenyésztett HF eredetli dermadlis papilla (DP) sejteken, adenozin receptor (ADOR) medialta
jelatvitelen keresztiil. Az adenozin hajciklusra gyakorolt modulalo hatdsa részben ismert, ennek
ellenére azonban szamos nyitott kérdés var megvalaszolasra a pontos hatast, illetve a
szabalyozast illetden. Kisérleteink soran ezért azt vizsgaltuk, hogy hogyan befolyasolja a HF-

k és a HF kiilonb6z6 kompartmentjeiben talalhato sejtek biologiai folyamatait az adenozin.

A koffein napjaink egyik legismertebb alkaloid vegyiilete, mely ismertségét els6sorban

kulinaris élvezeteket nyujto természetes forrasanak, a kavécserjének (Coffea arabica, Coffea



canephora) koszonheti, ¢és a legszélesebb korben felhasznalt természetes, farmakologiailag
aktiv vegyiiletek kozé tartozik a vilagon. Komplex bioldgiai aktivitasdnak koszonhetéen
manapsag egyre népszeriibbé valik egyes kozmetikai termékekben valo alkalmazasa. Harom
hidrofil centruma mellett metil csoportokat tartalmaz, melyek hidrofob tulajdonsagokat
szbrcsatorna, illetve tagabb értelemben maguk a HF-K is potencidlis penetracios utvonalként
szolgalhatnak (Poltev ¢és mtsai. 2010). A koffein szérnovekedésre kifejtett ,,pozitiv”’ hatdsa
abban rejlik, hogy a férfias tipusu hajhullasban fokozott tesztoszteron (TST) szint altal telogén
fazisban ,,megragadt” HF-k jboli anagén fazisba 1épésének indukalasaban jatszik szerepet.
Ezen nyomvonalon elindulva kisérleteink soran szerettiink volna mélyebb betekintést nyerni a
koffein hajciklust regulalé hatdsdba human HF-kon; vizsgalatainkat HF-eredetli ORS

keratinocitak bevonasaval terjesztettiik ki.



IRODALMI ATTEKINTES

A szOortiszo

A HF bonyolult felépitéssel rendelkezé komplex szerv, melynek jelenléte kizarolag az
emlOsokre jellemzd. Szamos, kiilonbozé embriondlis eredetii sejttipus alkotja, ugymint
keratinocitak, melanocitak és specializalt fibroblasztok (FB). Ezen sejttipusok magasan
szervezOdott Gsszessége alkotja a tobb rétegbdl felépiilé HF-t, mely a keratinizalddott hajszal
termeléséért felelds. Funkcidjat tekintve meg kell emliteniink a mechanikai védelmet a kiilsé
behatdsokkal szemben, emellett kiemelendé szenzoros funkcidja; fokozza a bérfelszinen a
tapintasi ingerek észlelését, valamint fontos szerepe van a szexudlis €s szocialis kommunikéacid
kozvetitésében. Habar a szOrzet fiziologias jelentésége manapsag csekélyebb, kozmetologiai és
pszichés hatasa testtajéktol fliggden kifejezett (Karpati 2019), (Schneider, Schmidt-Ullrich, és

Paus 2009).

A szortiisz6 anatomiaja és felépitése

A HF-t furcsa kettdsége teszi egyedivé és egyben csodalatra méltova: kiviilrdl a test
felszinén lathatd vékony, flexibilis ,,cs6” formajaban jelenik meg az altala termelt hajszal,
melyet elhalt, teljesen keratinizalodott epitelidlis sejtek alkotnak, mig mélyebbre hatolva a
boron beliil egy 6nallo, €16 follikulust taldlunk, mely a dermiszbe és a szubkutan régidba
betiiremked6 epitelialis, hengeres képlet formajaban jelenik meg, melynek bazalis régiojat a

dermalis papillat (DP) alkoté mesenchimalis sejteket koriilhatarold bulbus képezi (Buffoli és

mtsai. 2014) (1. abra).

Anatomiailag a HF kiilonb6z6 részekre tagolhatd: a permanens felsd, disztalis részre,
mely nem mutat lathat6 ciklikus valtozasokat, €s a minden egyes hajciklus sordan megtjulod

alsobb, proximalis részre. A felsd rész a testfelszintl a faggyimirigy kivezetdcsovének
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beszajadzasaig tartdé infundibulumbol, mig az alsébb régid6 az infundibulumtol a
szbrszalegyenesité izom tapadasaig tartdé isthmusbol tevédik Ossze, mely és epitelialis és

melanocita 6ssejteket tartalmaz (Randall és Botchkareva 2009).

Az alsobb, ciklikusan megujuld rész testesiti meg a magat a ,,haj gyarat” vagyis az anagén
bulbust (bulbus pili), melybe a papilla pili vagy masnéven DP mukopoliszacharid-gazdag
sztromat, idegszalakat, és kapillaris hurkot tartalmazo kotdszovetes, mezodermalis eredetli
allomanya tiiremkedik be bazalisan, melyet specializalt FB-ok alkotnak és ez a régi6 hatarozza
meg a bulbus méretét, a hajszal 4tmérdjét, valamint az anagén fazis hosszat. A DP a
legfontosabb vezérldje a HF novekedésének és pigmentacidjanak; esszencialis forrdsa szamos
novekedési faktornak (keratinocita novekedési faktor: [KGF]; bone morphogenetic protein:
[BMP]; hepatocita novekedési faktor: [HGF], inzulin-szerii novekedési faktor: [IGF]; &ssejt
faktor: [SCF]), melyek a novekedés és melanogenezis szabalyozasaban jatszanak kiemelt

szerepet (Schneider, Schmidt-Ullrich, és Paus 2009), (Schmidt-Ullrich és Paus 2005a).
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1. abra: A HF anatomiajanak sematikus rajza. APM: szdrszalegyenesitd izom, FM: Faggyumirigy, MK: matrix

keratinocitak, SC: stratum corneum, ORS: kiils6gyokérhiively keratinocitak rétege, IRS: bels6gyokérhiively keratinocitak

rétege, CTS: kotdszovetes burok, DP: dermalis papilla, IF: infundibulum, IS: isthmus. Forras: https://fineartamerica.com.
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Magat a bulbust két részre oszthatjuk, egy proximalis régiéra, mely differencidlatlan
sejteket tartalmaz és egy disztalis részre, ahol a sejtek mar differencialédtak. A két részt
elvalaszto vonalat Auber-vonalnak nevezziik, mely a bulbus atméréjének legszélesebb sikjat
jeloli. Az Auber-vonal alatt fekszik a follikulus germinativ matrixa; a DP-at kozvetleniil
hatarolo sejtek alkotjak a stratum germinativumot, mely magas proliferaciés rataval
jellemezhetd matrix keratinocitakat (MK) ¢és elszortan differencialatlan melanocitakat is
tartalmaz A MK-k a bulbus felsé rétege felé haladva folfelé iranyuld mozgast végeznek,
térfogatuk novekszik és vertikalisan megnyulnak, majd a hajszal és a bels6 gyokérhiively (IRS)

keratinocitak keratin termel6 sejtjeivé differencialédnak.

A IRS keratinocitak rétege a szérszal mélyen fekvé részét boritd tobbrétegli kdpeny,
melynek harom alrétegét kiilonitjiik el: (i) a Henle-réteget, mely kobos sejtekbdl felépiild
egyetlen sejtsor, melyek kozvetlen kapcsolatban vannak az ORS keratinocitakkal, (ii) a Huxley-
réteg, mely a kozépso réteget képezi egy vagy két sejtsorral és (iii) a kutikula, melynek lapos
sejtjei kozvetleniil a szérszal kutikulajanak sejtjeihez kapcsolodnak, lehorgonyozva ezzel a
hajszalat a follikulushoz (Ross 2007). Az IRS sejtek keratinokat (CK) és trichohyalint
termelnek, mely intracelluldris cementként szolgal szamukra, ezéltal erdsitve Oket, hogy
képesek legyenek a novekvd hajszal formalasara, megtartdsara és a folfelé iranyulé mozgas

vezetésére (Ross 2007).

A szorszalat terminalisan differencialt, halott keratinocitak (trichocitak) alkotjak, melyek
kompakt fibrillumokkéd szervezddnek és nagy szakitoszilardsdgot kolcsonoznek ezaltal a
hajszalnak (Ralf Paus és Cotsarelis 1999) (2. abra). Felépitését tekintve altalaban harom régiot
kiilonithetiink el kiviilrél befelé¢ haladva: a kutikulat, kortexet €s medullat (utobbi néhany
esestben nem kiilonithetd el). Habar a medulla képezi a centralis régiot, a hajszal 6sszetételének

jelentds részét a kortex adja, mely a hajszal fizikai és mechanikai tulajdonsagainak is
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meghatarozoja €s 90%-ban matrixba agyazott mikrofibrillumokbdl felépiil6 makrofibrillumok
alkotjak. A hajszalat teljes hosszaban a kutikula boritja, mely ellapuld sejtekbdl all. A szérszal
kutikuldjanak integritasa fontos szerepet jatszik a kortex védelmében mind a fizikai mind pedig
a kémiai behatasokkal szemben, jelentds barrier funkcidja révén (Schmidt-Ullrich és Paus

2005a).

Eddig csak érint6legesen emlitettiik az ORS keratinocitakat, azonban igen prominens
sejtrétegrdl van szo, mely amellett, hogy a HF kiilsé rétegét képezi, keratinocita és melanocita
Ossejteket is tartalmazé multipotens Ossejt rezervoarként is szolgal és folyamatos sejt
utanpotlast szolgaltathat az epidermisz szamara. Az ORS réteg alkotja a jol elkiiloniil6 “dudor”
régiot, mely a szOrszalegyenesitd izom csatlakozasanal talalhatd. Ezen régiobol mind az
epidermisz, mind pedig a faggyimirigy regeneralodni képes az esetleges sériilések soran az
6ssejtekbdl szarmazo ,,sokszorozo” (transit-amplifying) sejteknek koszonhetéen (Ralf Paus és
Cotsarelis 1999), (Zhang és Hsu 2017). A dudor kozéps6 régidja CD34" lassan 0sztddd
epidermalis Ossejteket tartalmaz, melyek az epidermisz sejtjei szamdra szolgalnak
melyek a HF regeneralodasaban és az epidermisz sebgyogyulasa soran toltenek be fontos
szerepet. Ezen sejtek heterogenitdsa és kompartmentalizacidja a kiilonbozd szoveti régiok
mtsai. 2011). Az ORS keratinocitak lassu proliferacios rataval jellemezhetbek, a bazalis
membrantol az IRS fel¢ differencialodnak ¢és legfobb feladatuk a belsd sejtrétegek taplalasa
mellett a kulonbozé novekedési faktorok, neurotrofinok és citokinek termelése. Ennek
koszonhetden jelentds szerepiik van a hajciklus szabéalyozasdban is. A HF-t teljes hosszaban
egy dermalis eredetli kotészovetes burok (CTS) boritja, melynek sejtjei a DP sejtjeivel allnak
kontaktusban. Sériilés esetén a DP teljes mértékii regeneraciora képes a CTS sejtjeibol

(Reynolds és Jahoda 1996; Reynolds és mtsai. 1999).
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Vérerek

Hyalin
membran

2. abra: A HF keresztmetszeti képe. He: Henle-réteg, Hu: Huxley-réteg, ORS: kiils6 gyokérhiively keratinocitak rétege,
IRS: bels6 gyokérhiively keratinocitak rétege, CTS: kot6szovetes burok. Forras: https:/fineartamerica.com.

A HF élettana: a hajciklus

A hajszal termel6dését a meglévd follikulusok genetikailag meghatarozott ciklikus
miikodése biztositja, mely a kiilonboz6 keratinocita sejtrétegek dinamikus és ciklikus
aktivitasanak eredménye, melynek egyensulyat neuroendokrin, vaszkularis és immunoldgiai
hatasok szabalyozzak. A legfontosabb szabalyozé tényezdi ezen ciklikus valtakozasnak a
kiilonboz6 humoralis faktorok, melyek keresztiil vezetik a HF-t a megfelel6 valtozasokon, mely
sajatsagos dinamikaval jellemezhetd, ezaltal minden egyes HF kiilonb6zé novekedési
stadiumban lehet a szomszédjatol fiiggetleniil (Oh és mtsai. 2016; R. Paus 1998; Ralf Paus és
mtsai. 2003; Ralf Paus, Arck, és Tiede 2008) (3. abra). Tradicionalisan a hajciklust harom f6bb
fazisra oszthatjuk fel: (i) anagén, azaz novekedési, (i1) katagén vagy atmeneti fazis és (ii1) a
telogén, kvazi nyugalmi fazis. Az anagén fazis az aktiv novekedés szakasza, amikor a HF

Kiterjed és eléri a jellegzetes hagymaszerii alakot és a hajszal termel6dés zajlik. Hat (I1-V1)
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alszakaszra oszthatjuk fel; anagén (I-111) fazisban a progenitor sejtek proliferalnak, koriilolelik
a DP-t, belenének a dermiszbe, és IRS-¢é valamint hajszalla kezdenek differencialodni, azutan
az Ujonann formdalodd szorszal elkezd fejlodni és a matrixban taldlhatd melanocitdk
pigmenttermelé aktivitast mutatnak; anagén IV fazisban a hajszal termeld egység teljes
kapacitassal milkodik, melyet jellemez az epitelialis eredetii sejtek bulbus formacioja
koriilolelvén a DP-t, mélyen a szubkutan szdvetbe agyazodva €s az ijonnan formaldédo hajszal
megjelenése a bor felszinen. Az utolso (VI) fazis évekig tarthat a HF ¢életében (Randall és
Botchkareva 2009), (Dhurat és Deshpande 2010). Az anagén fazis végéhez kozeledtével
kezdetét veszi a katagén fazis, melynek az inicializdldsdban szamos ndvekedési faktor
(fibroblaszt novekedési factor-5 [FGF-5], epidermalis novekedési faktor [EGF]), neurotrofin
(,,brain-derived neurotrophic factor” [BDNF], p73 neurotrofin receptor) és a TGF-PB csalad
tagjai (TGF-B1, -B2) is részt vesznek (Foitzik és mtsai. 2000; Andl és mtsai. 2004; Hansen és
mtsai. 1997; Hébert és mtsai. 1994; Schmidt-Ullrich és Paus 2005b). A katagén fazis
indukalasaban szerepet jatszo molekulak kozott munkacsoportunk sikerrel azonositotta a HF-
ben kifejez6dd, Tranziens Receptor Potencidl Vanilloid (TRPV) ioncsatorndk alcsaladjaba
tartozo TRPV1, TRPV3 és TRPV4 receptorokat (Bodo és mtsai. 2005; Borbir6 és mtsai. 2011;
Imre Lérinc Szabd és mtsai. 2019), valamint a kannabinoid ligandokat (Telek és mtsai. 2007)
mutat, a melanocitak pigmenttermel6 aktivitasa csokken, és a hajszal termelés befejezédik. A
HF apoptézis-vezérelt regresszidon megy keresztiil, melynek eredményeképpen az atmérdje
megkozelitdleg egyhatodara redukalodik (Oh és mtsai. 2016). A katagén fazis végére egy
specializalt struktura, a club-hair (teljes mértékben keratinizalodott, halott hajszal) formalodik.
Ezen keratinizalt, kefeszert struktira bazalis része ORS keratinocitak altal van korbevéve és
ezek horgonyozzak a hajszalat a telogénné valo follikulushoz. A DP kvazi nyugalmi fazisban

1évé sejtcsoportosulassa transzformalodik kozel a regredialdé HF epitéliumédhoz ¢€s a
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szubkutiszbol felhtizodik a dermisz/szubkutisz hatarara hogy fenntartsa a kapcsolatot a HF
epitélium disztalis részével, mely magaba foglalja a masodlagos hajcsirat (hair germ) és a
dudor régiot. A telogén fazis a katagén fazist koveti, ez a HF latszélagos nyugalmi periddusa,
mely néhany héttdl (szempillak) akar nyolc honapig is tarthat (fejbor hajszalai). Mivel a hajszal
nem noé ebben a fazisban, a DP is nyugalmi szakaszban pihen. A telogén HF-k jellegzetessége
a pigmenttermel6 differencialédott melanocitak és az IRS hianya. Hozzavetélegesen a HF-k
10-15%-a van nyugalmi stadiumban minden egyes pillanatban (Randall és Botchkareva 2009).
Par hét leforgasat kovetden a HF ismét belép a novekedési fazisba a dudor régié dssejtjeinek
stimulalo hatasanak kovetkeztében (Wosicka és Cal 2010). Tobbnyire az anagén fazis kezdetén
(I-111 fazis) figyelheté meg az el6z6 ciklusban termelt hajszal kihullasa, melyet exogén fazisnak
neveziink (Higgins, Westgate, és Jahoda 2009). Az 0j anagén fazis inicializalasaban és
prolongalasaban valamint az ehhez tarsuld melanogenezisben az inzulin-szerti névekedési
faktort-1 (IGF-1), fibroblaszt novekedési faktor-7 (FGF-7)/keratinocita novekedési faktor
(KGF) és 6ssejt faktor (SCF) bir kiemelked6 szereppel (Langan és mtsai. 2015; Ralf Paus és
mtsai. 2014; Stenn és Paus 2001). A follikularis ¢ssejtek jelenléte, csakiigy, mint az interakcid
a melanocitak, epithelialis- és mesenchimalis sejtek kozott nélkiilozhetetlen a hajciklus
multipotens dssejtekhez melyek kritikusak a HF fejlddés és funkcio szempontjabdl, beleértve a
pigmentaciot is (Ralf Paus, Arck, és Tiede 2008). A ,,bulge aktivacios elmélet” szerint a DP-
ben talalhato faktorok a dudor régioban talalhatd Gssejtekre hatvan proliferaciot indukalnak,
mely lancreakcioként vonja maga utan a HF anagén fazisanak sajatsagaival jellemezhetd
tovabbi proliferaciés folyamatok beindulasat, tehat a dudor régio és DP sejtek kozotti
kommunikacio krucialis az 0j hajciklus beindulasa szempontjabol (Sun, Cotsarelis, és Lavker

1991; Panteleyev, Jahoda, és Christiano 2001; Stenn és Paus 2001).
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Katagén

Telogén

%

3. abra: A hajciklus és annak Kkiilonbo6z6 fazisai, valamint az egyes fazisok kialakulasaban szerepet jatszo faktorok.
IGF-1: inzulin-szeri novekedési faktor, KGF: keratinicita novekedési faktor, SCF: Ossejt faktor, EGF: epidermalis
novekedési faktor, TGF-B2: transzformald névekedési faktor -p2, AEA: anandamid. Forras: https:/fineartamerica.com

Egy gyakori szérnovekedési rendellenesség: az androgén alopécia

A hajciklus mechanizmusanak megértése esszencialis kérdés a hajnovekedési
rendellenességek megoldasat illetden. Amikor szérndvekedési rendellenességekrdl beszéliink
alapvetéen minéség- (pl. a hajszal koros struktaralis felépitése) és mennyiségbeli eltéréseket
kiilonboztetiink meg, melyek megnyilvanulhatnak a szorzet ritkabba (alopécia) vagy dusabba
(hipertrichdzis és hirzutizmus) valasaban is. Természetesen mindkét iranya koros allapot
komoly kozmetikai és pszichés kovetkezményekkel jarhat; jelen esetben azonban foként a
szbrhianyos allapotra, azaz alopéciara fokuszalunk (Karpati 2019). Az androgén alopécia

(AGA) a férfiak kb 50%-at és a ndk 15%-at érinti a 40-50 éves korosztalyban, til a 65. életéven
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ez az arany 80%-ra emelkedhet. Az androgén hormonok jelenléte akar koros, akar egészséges
koriilmények kozott, testszerte meghatarozza a HF altal termelt szdrszal tipusat. Normal
koriilmények kozott az androgének terminalis haj ndvekedését stimulaljak mindkét nemben
példaul férfiaknal pubertast kovetden a szakall novekedése, vagy a honalj régié nemtdl
fliggetleniil, mig bizonyos teriiletek egyaltalan nem reagalnak ezen hormonalis stimulusokra,
mint pl. a szempilldk vagy a fejboér androgén-independens (pl. occippitélis) régidja. A
genetikailag hajlamosabb egyénekben az androgének a fejbor terminalis hajszalainak fokozatos
vellus hajja torténd tranzicidjat inditjak el, melynek lassan progredialo hajvesztés, azaz AGA
az eredménye (Michael P. Philpott 2018) (4. abra). Az eloszlasa jellegzetes, kiilonb6z6
stddiumait a Norwood-Hamilton skdla szerint osztidlyozzuk (Gupta ¢€s Mysore 2016).
Megjelenését a HF-k androgén hormonokra mutatott eltéré érzékenysége magyardzza és az
érintett teriileten a termindlis haj teljes elvesztését eredményezheti (alopécia totalis). Az AGA
molekularis hatterében a TST 5-a-reduktaz (5-AR) enzim altali bioldgiailag aktivabb
dihidrotesztoszteronna (DHT) torténd konverzidja all, hiszen a DHT az anagén fazis folyamatos
rovidiilése mellett a telogén fazis hosszat nyujtja, valamint szerepet jatszik a HF-K
miniatiirizacidjaban is. Azon férfiak esetében, ahol az 5-AR II tipusanak mutacidja az enzim
rendellenes miikodését idézi eld, nem alakul ki a kopaszodas, hangstilyozva ezzel a DHT
szerepét az AGA patogenezisében. Kezelése topikalisan alkalmazott Minoxidil (hajnovekedést
fokozo hatdsat vazodilatator hatdsa révén éri el, fokozva a HF-k tapanyag és oxigén
ellatottsagat) vagy oralis Finasterid (5-AR gatlo; tehat a csokkent DHT szint révén képes gatolni
a HF miniatiirizaciojat) mellett antiandrogének adasaval torténik (Karpati 2019; McNeil
Products Ltd 2018; Headington 1987; Sheikh Ateeq Ahmad 2015). A sokkal kedvezdbb
mellékatas profil miatt azonban inkébb az Gjabb topikalisan alkalmazhat6 szerek nyujthatnak

biztonsagos terapids megoldast; jabb kutatisok szerint a Minoxidil és Finasterid koktél
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topikalis alkalmazasa pozitiv eredményeket hozott az AGA kezelésében (Sheikh Ateeq Ahmad

2015).

a)

. V'
4. abra: Androgén alopécia kifejez6dése férfiaknal (a) ¢és noknél (b). Forras: https://www.webbeteg.hu,
https://www.capillus.com.

Miért relevans modell a HF szervkultira?

Habar az elmult 30 évben dramaian néttek a szorbioldgiai ismereteink, a HF funkciojat
¢és (kor)élettanat illetéen elég sok a homalyos folt, ennek eredményeként pedig szamos
szOrnovekedési rendellenesség kezelésében hianyossagaink vannak. Nem meglepd tehat, hogy
jelentdsen megnoétt az igény arra, hogy a HF-K élettanaba mélyebb betekintést nyerjiink, ennek
kovetkeztében pedig egyre inkabb felmeriilt az igény egy olyan modell rendszerre, mely
leginkabb alkalmas lehet a szérbiologiai vizsgalatok in vitro elvégzésére. Ezen modell a
Michael P. Philpott altal megalkotott HF szervkultura (M. P. Philpott, Green, és Kealey 1990),
mely 0 kapukat nyitott a szOrbiologiai kutatdsoknak. Sokakban felmeriilhet a kérdés, hogy
miért nem kinal megfelelébb alternativat az allatmodellek alkalmazasa, hiszen potencialisan in
vivo képesek lehetiink nyomon kovetni a HF-ben végbemend valtozasokat, sét a legijabb
kuatatasi eredmények lehetdvé teszik az egérbe transzplantalt human HF-k vizsgalatat is
(Gilhar és mtsai. 2016), azonban szem el6tt kell tartanunk, hogy habar az egér és human HF-k
funkcidjukban alapvetéen hasonlitanak (azonosak a fébb sejttipusok és a hajciklus harom f6
fazisa [anagén, katagén, telogén]), azonban meg kell emliteniink néhany lényeges fajok kozotti

kiilonbséget, tigymint az anagén fazis hossza [2-3 hét vs. 4-6 év], epitelialis Ossejtek
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karakterisztikajanak kiilonbozdsége, szinkronizalt [egér] és aszinkron vagy sztochasztikus
[human] fejlédési ciklusok jelenléte, eltérd valaszreakciok a hormonalis behatasokra (az egér
modell nem androgén-szenzitiv); mindezek az egérmodellek teljes mértékben humanra vetitését
nehézkessé teszik és relevanciajat megkérdéjelezik (Oh és mtsai. 2016). Nem meglepé tehat,
hogy a kozmetikai €s gyogyszeripari kutatasok is inkdbb a HF szervkultura alkalmazasat

részesitik elényben (Michael P. Philpott 2018).

Az adenozin, metabolizmusa és receptorai

Az adenozin szervezetiink egyik legfontosabb intermedier metabolitja, leginkabb a
nukleinsavak és a biologiai energiaraktar adenozin-trifoszat (ATP) épitéelemeként ismert
molekula (Sheth és mtsai. 2014), emellett, mint parakrin mediator az extracellularis térben
altalanos cellularis protektiv hatassal jellemezhetd, biztositvan a szovetek védelmét és
regeneraciojat (Linden 2005). A kozponti idegrendszerben (KIR) szamos komplex folyamat
szabalyozasaban részt vesz; ugymint a neurotranszmitter felszabadulas (Sebastido és Ribeiro
2000), szinaptikus plaszticitas (Mendonga és Ribeiro 2001), iszkémias neuroprotekci6 valamint
az oxidativ stresszel jaro (Cunha és mtsai. 2001; Ferreira és Paes-de-Carvalho 2001; Fredholm
¢és mtsai. 2011) folyamatok. Ezen tilmenden az emberi szervezet szamos szovetféleségében
hatasai igen szerteagazoak: a kardiovaszkulari rendszert illetden vazodilatator hatast fejthet Ki
(Li és mtsai. 1998), emellett immunologiai hatasait tekintve részt vesz a T-Sejtek

lipolizist és bronchokonstriktorként tartjak szamon (Bouma és mtsai. 1994; Van der Graaf és

mtsai. 1999).

Forrasat tekintve az adenozin szarmazhat kozvetlenil az extracellularis térbol az
ektonukleozid trifoszfat-difoszfohidrolaz altal ATP-bdl, mely folyamat soran az AMP tovabb

hidrolizalédik adenozinnd az 5’-nukleotiddz enzim segitségével vagy kozvetetten az
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intracellularis térbol adenozin-monofoszfat (AMP) hidrolizise révén, ez esetben membranon
keresztiili atjutasat a bidirekcionalis nukleozid transzporterek segitik (Borea és mtsai. 2015;
Zimmermann 2000; King és mtsai. 2006). Az adenozin bioldgiai hozzaférhetosége fiigg a
biologiai transzformacidjatol; sejten beliil foszforilalodhat AMP-t4 az adenozin kinaz enzim
altal vagy metabolizalodhat inozinna az adenozin deaminaz altal (Borea és mtsai. 2016) (5.
abra). Az adenozin kiilonb6z6 formainak egymasba alakulasa a sejt metabolikus allapotatol
fliggben szigoru szabalyozas alatt all. Normal esetben az extracellularis adenozin szint a
nanomolaris szintet kozeliti, azonban kiilonb6z0 stresszhatdsokra (pl. hipoxia, iszkémia,
epilepszia, gyulladas, fajdalom) ez a mikromolaris tartomanyba emelkedhet (Fredholm és

mtsai. 2011).

Az extracellularis adenozin f6 molekularis targetjei az adenozin receptorok (ADOR),
melyeknek négy altipusat kiilonithetjiik el: A1, A2a, A2e és Az. Ezen fehérjék a G-protein
kapcsolt receptorok szupercsaladjdhoz tartoznak, molekularis szerkezetiiket tekintve jelentds
hasonlosdgot mutatnak 7-transzmembran o-helikélis szerkezetli doménjiik, extracellularis
amino- és intracellularis karboxi-terminusaik révén (Rosenbaum, Rasmussen, és Kobilka
2009). Szignalizaciojukat tekintve az ADOR-kat tradicionalisan az adenilat-ciklaz (AC)
miikddésére gyakorolt hatasuk szerint osztidlyozzuk. Az A1 és Az Gip, mig az Aca, Azs
receptorok Gsioir szabalyozo fehérjén keresztiil gatoljak illetve fokozzak az AC mikodését
csokkentve vagy novelve ezzel a ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP) szintet, mely a
masodlagos jelatviteli folyamatok fontos hirvivé molekulaja (Fredholm és mtsai. 2011).
Emellett az A1 és As receptorok gatoljak a protein kinaz-A (PKA) miikodését, regulatorikus
hatasuk van a foszfolipaz-C (PLC) miikddésére medialvan ezéltal az intracellularis Ca®*
felszabadulast, mindezek mellett az A: receptoron keresztiili szignalizacionak regulatorikus
hatésa van a kardialis kalium és fesziiltség-vezérelt Ca?* csatornakra. Az Aza és Azg receptorok

aktivaljak az AC-t, mely kovetkezésképpen emelkedett cCAMP szintet eredményez, PKA ¢és
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PKC regulacidja révén olyan gének transzkripcids aktivitdsanak szabalyozasara nyilik
lehet6ség (nuklearis faktor-kB: NF-xB; cAMP response element-binding protein: CREB;
hypoxia indukalta faktor: HIF-1), melyek szerepet jatszanak a gyulladasban illetve a sejtszintii
regulacioban. Emellett az Azs receptor szintén képes a PLC-t aktivalni, fokozvan a Ca®*

felszabadulast (Fredholm és mtsai. 2001; Jacobson és Gao 2006).

ATP
X ADK ADA
AMP <=5 Adenozin == Inozin
ATP
\\ NT
AMP ADA
N

Adenozin = Inozin

CD39

CD73

5. abra: Az adenozin bioszintézisének és degradaciojanak, valamint az egyes AR altipusokhoz kapcsolodo masodlagos
jelatviteli utvonalak sematikus attekintése. PLC: foszfolipaz-C, AC: adenilat-ciklaz, cAMP: ciklikus adenozin-
monofoszfat, PKA: proteinkindz-A, PKC: proteinkinaz-C, ADA: adenozin-deamindz, ADK: adenozin-kinidz, CREB: cAMP
response element-binding protein, HIF-1: hypoxia indukalta faktor, NF-kB: nuklearis faktor-xB, NT: nukleozid transzporter
(Borea et al., 2016).

Az ADOR-ok kifejezddése testszerte széles korben megfigyelhetd, foként a KIR-ben,
azonban alapjdban véve elmondhatjuk, hogy szinte minden sejttipuson expresszalddnak és
pontosan ez a tulajdonsag teszi Oket a farmakologiai manipuldcid tekintetében érdekes
célponttd, hiszen az adenozin rendszer egyensulydnak megbomldsa szamos patologias

elvaltozashoz vezethet a metabolikus, kardiovaszkularis és immunrendszert illetéen (Faas és
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mtsai. 2017; Pardo és mtsai. 2012; Peleli és Carlstrom 2017; Silva-Vilches és mtsai. 2019;

Borea és mtsai. 2015).

Az A: receptor legjelentdsebb mértékben a cortex neuronjain illetve a cerebellumban
jelenik meg, lokalizacioja foként a szinaptikus régiokban figyelhetd meg, ahol a
neurotranszmitter felszabadulas szabalyozasaban jatszik fontos szerepet (Cunha 2001). Az Aza
receptor nagy mennyiségben expresszalodik a striatumban (féként a preszinaptikus régiokban,
ahol a neurotranszmitter felszabadulasért felel), a vese immunsejtjein, thymusban,
leukocitakban, thrombocitakban; kdzepes mennyiségben a szivben, tiiddben, vérerekben
(Fredholm ¢és mtsai. 2011; Fredholm ¢és mtsai. 2001). Az Azg receptor széles korben, de
tobbnyire kis mennyiségben expresszalddnak. Habar az ADOR-ok kiilonb6z6 affinitast
mutatnak az adenozin irdnt, mégis az Azg receptor a leginkabb adenozin inszenzitiv receptor
mind a négy altipus koziil, mikromolaris koncentracid tartomanyt igényelvén aktivacidjdhoz
(Schulte és Fredholm 2003). Ilyen mértékii adenozinszint emelkedést patofizioldgias (hypoxia,
iszkémia vagy gyulladds) vagy extrém fiziologids (megerdltetd testmozgés) koriilmények
kozott figyelhetink meg, ezen esetekben az Acs receptor funkcionalis szerepet tolt be a
megvaltozott koriilményekhez val6 szoveti adaptacioban (Chen, Eltzschig, és Fredholm 2013).
Az A3 receptor kifejezddése szintén testszerte megfigyelhetd, azonban legnagyobb mértékben
a tiidé és maj mig alacsonyabb szinten az aorta és az agy szovetei expresszaljak (Salvatore és

mtsai. 1993).

Az adenozin hatasa a szornovekedésre

A borben az adenozin szintén szertedgazd regulald funkcidval bir a (pato)fiziologias

folyamatokat illetéen, ugymint a sebgyogyulas, szkleroderma, valamint a bér immunologia és

crer

komponenseinek tekintheté dermalis FB-ok esetén fokozza a kollagén termelést és fibrozist
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indukalo hatassal bir (Fernandez ¢és mtsai. 2013). Mindezek mellett klinikai vizsgélatok
igazoljak, hogy a topikalis adenozin kezelés képes fokozni a hajndovekedést, méghozza
leginkéabb azaltal, hogy enyhiti az alopécia tiineteit, fokozvan a hajszal vastagsagat és az anagén
fazisban 1évo HF-k novekedését a japan és kaukazusi populécidoban egyarant (Iwabuchi és
mtsai. 2016; Watanabe és mtsai. 2015; Oura ¢és mtsai. 2008). Emellett azt is megallapitottak,
hogy a magas extracellularis adenozin szint képes volt szinergizalni a minoxidil hajnovekedést

fokoz6 hatasat (Li és mtsai. 2001).

A hatdsmechanizmus kozvetitésében nagy valdszinliséggel az ADOR-ok jatszanak
szerepet, jelenlétiiket a bor szamos sejttipusan leirtdk: epidermadlis keratinocitdkon, dermalis
FB-okon, és a borfiiggelékeken is, beleértve a HF-t is (Burnstock, Knight, és Greig 2012). Japan
kutatok (Iino és mtsai. 2007) demonstraltak az Az receptor jelenlétét human HF-bdl izolalt DP

FB-okon, ahol a sejtek adenozin révén kivaltott stimulacidja fokozta az FGF-7 expressziojat.

A koffein és hatasmechanizmusa

A kavé az egyik legnépszer(ibb ital, melyet mi sem bizonyit jobban, minthogy napi 1,6
billi6 csésze kavét fogyasztanak szerte a vilagon (Cappelletti és mtsai. 2015). Maga a kavé sz6
valoszinlileg a novény etiopiai eredetét jeloli, a Coffea nemzetség jelenleg tobb szaz fajt
szamlal, habar legnagyobb népszeriiségnek a Coffea Arabica és Coffea Robusta fajok
orvendenek. A koffein — mely tobb, mint 60 féle ndvényben talalhatdé meg — nem esszencialis
komponens a novény létezéshez, de peszticidként védelemet biztosit szamara (Lee és Balick
2006) (6. abra). Energetizalo és egyéb kedvezd hatasainak kdszonhetéen nem csoda, hogy
Etiopiabol indulva gyorsan meghdditotta az Arab félszigetet — mar a perzsa Avicenna (11. sz.)
is orvossagként ir a kavérol, mely tisztitia a bort és kellemes illatot biztosit (Weinberg, PH.D,

¢s Bealer 2001) — majd az egész vilagot.

23



\ON/
N
ﬁ/>

OITIN

6. abra: Kavécserje (a) és a koffein szerkezeti képlete (b). Forras:
https://www.growyoursecretgarden.com, https://en.wikipedia.org.

A koffein toretlen népszeriisége a kiillonbozo energetizalo, ugyanakkor élvezeti szerként
tekinthetd kavé, tea és energiaitalok széleskorli fogyasztdsdnak koszonhetd. Ezen alkaloid
vegyiilet a KIR enyhe stimuldnsaként ismert, ahova a vér altal jut el, a gyomorban ¢és az
intestinumban torténd felszivodasat kovetden. A majban a koffein metabolizmusat a citokrém
P450 oxiddz rendszer végzi, mely hérom dimetilxantin végterméket eredményez: (i)
paraxantint, mely fokozza a lipolizist, (ii) teobromint, mely tagitja a vérereket és (iii) teofillint,
ezen metabolitjai demetilaciot és oxidaciot kovetden xantin szdrmazékokra és hugysavra
bomlanak tovabb, valtozatlan formaban mindossze 10%-a valasztodik ki a veséken keresztiil a
vizelettel (Burlando 2010). A koffein fél-életideje 2-t61 12 oraig terjed emberekben, mely
koszonhet6 az abszorpcioban és metabolizmusban bekdvetkezé inter-individualis
kiilonbségeknek (Garattini 1993).

A koffein hatdsmechanizmusara 3 {6 potencialis utvonal ismert:

1, Adenozin receptorok blokkoldsa féleg a KIR-ben: Az adenozin és koffein kémiai
szerkezetét tekintve jelentds hasonlosagot mutat (Huang és mtsai. 2005), azonban a koffein
foként az A1 és Aza receptorok kompetitiv antagonizaldsa révén fejt ki hatast a
neurotranszmitterek felszabaduldsara, fokozvan ezzel a dopamin, noradrenain, acetilkolin,
szerotonin ¢és glutamat felszabadulasat (Herman és Herman 2013) melyek befolyasoljak a
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hangulatot (Kim és mtsai. 2002), stimulaljak a szervezetet, fokozzak a koncentracios készséget
mikozben csokkentik a fizikai faradtsag érzetét (Trauer és mtsai. 2009).

2, \ntracellularis Ca?* felszabaditasa a raktarakbol: A metilxantin szarmazékok
intracellularis Ca?* mobilizalé hatasat elséként vazizomban irtdk le, megfigyelések szerint a
koffein el8segiti a Ca?* felszabadulast a szarkoplazmatikus retikulumbol és meggatolja annak
visszavételét, csokkentvén ezzel a kontrakcio kivaltasahoz sziikséges kiiszob potencial értéket
¢és fokozvan a kontrakcié hosszat, mely 6sszességében fokozott izomerét eredményez (Nehlig
¢és mtsai. 1992; Grgic és mtsai. 2018).

3, Foszfodiészteraz (PDE) gatlasa: A koffein a PDE non-szelektiv kompetitiv inhibitora
(Boswell-Smith, Spina, és Page 2006), mely enzim végzi a CAMP gyirtijének hasitasat AMP
képzddését eredményezve. A cAMP stimulatorikus hatdssal bir a lipolizisre a hormonszenzitiv
lipaz triggerelése révén (Chesley, Hultman, és Spriet 1995) és a cAMP szint megvaltozasanak
esszencialis szerepe van a patologids immunoldgiai folyamatok kialakulasaban, melyek az
alopécia egyes formaiban (alopécia areata) feleldsek a hajvesztésért (Ralf Paus, Nickoloff, és
Ito 2005); irodalmi adatok alatamasztjak, hogy ezen koros allapotok fokozott PDE aktivitassal
karakterizalhatéak (Suarez-Farinas és mtsai. 2015). A PDE gatlas a PKA aktivalasa révén
csokkenti a gyulladasos citokinek felszabadulasat (Keren és mtsai. 2015), amely potencialis
terapids lehetdségként veti fel a PDE inhibitorok alkalmazéasat az alopécia egyes formainak

kezelésében.

A koffein, mint potencialis kozmetikum

Habar a koffein szervezetre kifejtett szisztémas hatasai mara elég széles korben
tanulmanyozottak és feltartak, a kozmetikai hatasai és az azok hatterében all6 mechanizmusok
még nem teljesen tisztazottak. Mivel felhasznalasa a kiilonb6z6 kozmetikai termékekben egyre

novekvo népszerliségnek orvend, foként magas biologiai aktivitasdnak és a bor barrier rétegén
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felderitését is. A kozmetikai iparban a koffeint leginkabb cellulit ellenes készitmények aktiv
hatéanyagaként hasznaljak, mivel lipolizist stimulalé hatasa (PDE gatlas révén) gatolja a
sejtekben a zsir felhalmozodasat. Emellett fontos antioxidans vegyiilet, mely segiti a sejteket
az ultraviola (UV) sugarzas elleni védekezésben, és lassitja a bér “fénykarosodas” okozta
oregedését. Ezeken feliil jotékony hatéasait a mikrocirkulacio fokozasaval éri el, serkentvén az

adott teriilet tapanyag- €és oxigén ellatasat (Gherardini és mtsai. 2019).

A kozmetikumokban taldlhatd, a hatdst kozvetitd aktiv vegyiileteknek a sejtek
metabolizmusara és egyéb folyamataira kifejtett hatasai nagymértékben fiiggenek az adott
anyag bor barrieren vald penetracids képességétdl. Eppen ezért nagyon fontos, hogy a
célmolekula kivald penetracios készséggel rendelkezzen. A koffein, mint a bdér penetraciods
vizsgalatok gyakran hasznalt hidrofil modell vegyiilete is egyben (Kim és mtsai. 2002; Trauer
¢és mtsai. 2009; Heard és mtsai. 2006; Shakeel and Ramadan, 2010; Trauer és mtsai. 2010),
tokéletesen megfelel ezen kritériumoknak, melyet az alabbi adatok tamasztanak ala: a koffein
humén bérén keresztiili maximalis abszorpcios rataja 2,24 + 1,43 ug/cm?h és a maximalis
abszorpcid 100 perccel a topikalis applikaciot kovetden volt elérhetd. 24 ora elteltével a koffein
a legnagyobb koncentracioban az epidermiszben lokalizalodott (200 pg/cm?), legkisebb
koncentracioban pedig a dermiszben (50 pg/cm?). Ugy tiinik, hogy a koffein a leghatékonyabb

penetraciora Un. viz az olajban nanoemulzioban képes (Shakeel és Ramadan 2010).
A koffein hatasa a hajnovekedésre

A koffein szérnovekedésre kifejtett ,,pozitiv”’ hatdsa abban rejlik, hogy a férfias tipust
hajhullasban fokozott TST szint altal telogén fazisban ,,megragadt” HF-k 4jboli anagén fazisba
1épésének indukalasaban jatszik szerepet (Fischer, Hipler, és Elsner 2007). A HF-k kiilondsen

érzékenyen reagalnak a DHT hatasaira, ahogy azt mar korabban az Egy gyakori
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szérnovekedési rendellenesség: az androgén alopécia c. alfejezetben emlitettiik. A koffein
gatolja az 5-AR enzim mukodését felszabaditva ezaltal a HF-t a kényszeredett telogén fazisban
maradasa alol ismételten lehetové téve a ndvekedési fazisba valo belépését (Fischer, Hipler, €s
Elsner 2007). A koffein kiilonbdz6 koncentraciokban alkalmazva [0,001 és 0,005 (m/v)%] a
HF szignifikans novekedését eredményezte in vitro HF szervkultaraban alkalmazva (Fischer,
Hipler, és Elsner 2007). A hatasmechnizmus magyarazatara tobb féle elképzelés sziiletett.
Egyrészrol a koffein a PDE gatlasa révén ndveli a sejtek cAMP szintjét, Uj sejtek sokasagaban
fokozvan ezzel a cellularis metabolizmust. Masrészrdl simaizom relaxald hatasa van, mely a
HF kozvetlen kornyezetében fokozott tdpanyag ellatast biztosit a DP szamdra a vérkeringés
utjan. Emellett fokozza a kapillaris keringést, jobb tdpanyag és oxigén ellatottsagot biztositva
ezaltal a HF-nek. A rendszeres tapanyag ellatottsag révén pedig gyors és latvanyos novekedést
stimulal (Conney és mtsai. 2008). A koffein samponban valo alkalmazasa soran (7. abra)
jogosan meriil fel a kérdés, hogy egy hajmosas alkalméval vajon képes-e a fejboron keresztiili
illetve intrafollikuldris penetraciora a koffein. Egyes kutatocsoportok vizsgélatai szerint
mind0dssze 2 perc elegendd a samponnal val6 érintkezés soran, hogy a koffein a HF-k mélyebb
rétegeibe jusson és 48 oran keresztiil ott is maradjon egy Ujonnani hajmosas ellenére is
(Teichmann és mtsai. 2007; Lademann és mtsai. 2010). Otberg és munkatarsai (Otberg és mtsai.
interfollikularis diffiziojaban a 2,5 (m/v)% koffeint tartalmazé formulacionak, melyet
kaukézusi férfiak mellkasan alkalmaztak. Amenyiben a follikulusok nyitottak voltak a topikalis
applikéciot kovetden 5 perccel 3,75 ng/ml koffein koncentracio volt mérhetd a vérmintakban,
mig a legmagasabb koncentraciot (11,75 ng/ml) 1 oraval a felvitel utdn sikeriilt elérniiik.
Amikor a follikulusokat lezartak (viasszal) 20 perccel az alkalmazast kdvetdéen a mérhetd
koncentracido 2,45 ng/ml volt. A koffein HF-be vald bejutdsanak képessége és ezaltal

novekedést stimuldldo hatasa klinikai relevancidval bir az AGA-ban szenvedd paciensek

27



szamara. Nem meglepd tehat, hogy egyre tobb tanulmany szamol be a koffein hajhullast
csokkentd €s az alopécia progressziodjat lassitdo valamint a hajszal erdsségét (ellendlloképesség
a toredezés ellen és szubjektiven megitélt hajtomeg novekedés) fokozd hatasrol AGA-ban
szenvedd férfi pacienseknél koffein tartalmt sampon 6 honapon keresztiili alkalmazasat

kovetéen (Bussoletti és mtsai. 2010; Sisto és mtsai. 2013). A koffein Minoxidillel és

azelainsavval torténti kombinalt alkalmazasa hamarabb hozott eredményes kezelést az AGA

7. abra: Koffein tartalmi Alpecin sampon csalad. Forras: http://www.acdoco.com/alpecin

Mindezen tulajdonsagai teszik a koffeint biologiailag fontos aktiv vegyiiletté, melyet kiilonb6z6
kozmetikai termékekben haszndlnak. Az Gjabbnal ujabb, a koffein bioldgiai tulajdonsagaira
vonatkozo felfedezések révén ezen alkaloid egyre szélesebb korben hasznalhatdé mind a
kozmetoldgia, mind pedig a dermatoldgia teriiletén. Ezen célbol tovabbi kisérletek sziikségesek
a megfeleld dozis és optimalis penetracid elérésének érdekében. A klinikai vizsgalatokon
alapuld tudomanyos megfigyelések kozos vonasa a koffein hatasara vonatkozoan, hogy

mellékhatasokrol egyik sem szamol be (Herman és Herman 2013).
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CELKITUZES

Az adenozin és koffein szornovekedésben betdltott szerepe még nem teljesen tisztazott,

ezért munkank soran az alabbi kérdések megvalaszolésat tliztiik ki célul:

1. Milyen potencialis szereppel bir az adenozin a human HF-k és a HF eredeti ORS
keratinocitak bioldgiai folyamatainak szabalyozasaban in vitro és milyen receptorok
medialhatjak a hatasat?

2. A Kkoffein, mint potencialis hajnovekedést indukald természetes szarmazék, néi
donoroknal is képes-e kifejteni hajciklus regulalé hatasat; ezen lehetséges hatasok
hogyan befolyasoljdk a human HF-k és a HF eredetli ORS keratinocitak biologiai
folyamatait férfiakban és ndkben, és milyen jelatviteli molekulak azonosithatoak a

folyamat hatterében?
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Felhasznalt anyagok

Kisérleteink soran az aldbbi agenseket hasznaltuk: adenozin, transzformal6 novekedési
faktor-p2 (TGFB2), CGS 15943 (nem-szelektiv ADOR pan antagonista) (mind Sigma-Aldrich,
St Louis, MO), koffein (Azelis, Antwerpen, Belgium), keratinocita névekedési faktor (KGF),
tesztoszteron (TST), inzulin-szerii novekedési faktor-1 (IGF-1), minoxidil, isotretinoin
(13cRA), anandamid (AEA) (mind Sigma-Aldrich). Az alkalmazott anyagokat a megfelel6
oldészerben oldottuk: nukledz mentes viz, abszolut etanol; dimetil-szulfoxid (DMSQ), (mind
torzsoldatokat készitettiink, melyeket felhasznalasig a gyarto altal javasolt héfokon (-20°C vagy
4°C) taroltunk. A torzsoldatokbdl kozvetleniil a kezelések eldtt készitettiik el a sziikséges
higitasokat a sejtek tenyésztd oldataban. Ezen protokoll alol egyediil a vizben old6do6 anyagok
(adenozin és koffein) képeztek kivételt, mivel ezek torzsoldatait mindig felhasznalas el6tt
frissen készitettiik és nem taroltuk. A koffein kezelések soran a koncentraciot minden esetben
m/v%-ban tintettik fel. Kontrollként az dnmagéaban alkalmazott oldoszer azonos higitasat

hasznaltuk.

s re s

A hajas fejbér mintdkat borgydgyaszati szempontbol egészséges, idegsebészeti
beavatkozédson atesett onkéntesekbdl nyertiik. A kisérletek a Debreceni Egyetem Regionalis és
Intézményi Kutatasetikai Bizottsaganak jovahagyasaval torténtek (protokollszdm: DE OEC
RKEB/IKEB 3724-2012; iigyiratszam: IX-R-052/01396-2/2012), a Helsinki Deklaracié
iranyelveinek betartasadval. A donorok a megfeleld tdjékoztatast kovetden irasban jarultak hozza

a mintak kutatasi célu felhasznalasahoz.
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A HF-k izolalasat és tenyésztését a Michael Philpott altal kidolgozott eljaras szerint
végeztiik (Philpott és mtsai. 1990; Philpott és mtsai. 1994). Roviden: a hajas fejbor
feldarabolasat (0,5 x 1 cm) kovetden, hatarozott vagast ejtettiink a dermo-szubkutikularis
hataron és az epidermisz valamint a dermisz eltavolitasat kovetéen a HF-ket csipesz
segitségével kiemeltiik a szubkutiszbol. Ezt kovetden az ép, anagén VI-os novekedési fazisban
levd HF-ket harmaséaval tenyésztettik 5 napon keresztiil 37 °C-on, 5% CO; tartalmu
atmoszféraban (9/a abra). Az izolalt HF-k fenntartasa Williams’ E médiumban (Life
Technologies Corporation, Foster City, CA, USA) tortént kiegészitve 2 mM L-glutaminnal
(Life Technologies), 10 ng/ml hidrokortizonnal, 10 mg/ml inzulinnal (mind Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), és antibiotikummal (Life Technologies). A tenyésztd médium cseréje
minden maésodik napon tortént, mig a kezeléseket naponta végeztiikk, kozvetleniil a
tenyésztdéoldathoz adva a kezeldanyagot. Ezen munkafolyamatokban Hollosi Erika
asszisztensnd (Elettani Intézet) és Einav Shitrit orvostanhallgaté voltak segitségemre. A HF-K
hosszndvekedésének detektalasat naponta végeztiik egyesével, a fénymikroszkop okularjaba
épitett mikrométer segitségével. Az analizalas soran az elsé nap mért hosszbol kivontuk az adott

napon mért hosszt, majd ezt a kiilonbséget normalizaltuk az els6 napon mért értékre

Lnap=benap o 100). Az utolsé mérési napon a HF-ket kriomédiumban (Cryochrom Embedding

1.nap
Medium, Thermo Shandon, Pittsburg, UK) fagyasztottuk folyékony nitrogén felhasznalasaval.
Tovéabbi feldolgozas céljabol 6 pm-es metszeteket készitettiink, melyek tarolasa -80°C-on

tortént. 4 metszetek készitéséért koszonet illeti Furin Lilla asszisztensnét (Elettani Intézet).

Liibecki kollaboracids partnereink a néi donorok esetén arcplasztikai miitétekbdl, mig a
férfiak esetén elektiv miitétekbdl szdrmazd biopszids (0,5 x 1,5 cm) mintdkat hasznaltak,
melyek kimondottan androgén-szenzitiv teriiletr6l szarmaztak (a biopszias mintak vétele
Wolfgang Funk-nak és Tobias Fischer-nek koszonhetd). A férfi donorok kivétel nélkiil AGA-

ban szenvedtek, moderalt stadiumban (Norwood-Hamilton skala szerinti III vertex és IV-es
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stadium) A Norwood-Hamilton skala gradusait a 8. abra részletezi. A kisérletek a Liibecki
Egyetem Intézményi Kutatasetikai Bizottsaganak jovahagyasaval torténtek (engedélyszam: 06-
109), a Helsinki Deklaraci6 iranyelveinek betartasaval. A donorok a megfeleld tajékoztatast

kovetden irasban jarultak hozza a mintak kutatasi céli felhasznalasahoz.

2{5" 2Af’ﬂ {QH 3Am~
w@ﬁ4@ﬂM@ﬁs@R
\ | \35 S | 5/ S | \357
2 7 - N il A~

Gradus Problémas teriilet
2,2A Hajvonal — Frontalis rész
3.3A, 3V Hajvonal — Frontalis rész — Vertex

(maximum 2 cm atméroig)

4,4A Hajvonal —Frontalis rész - Vertex

Hajvonal — Frontalis rész— Fejtetd

3,34, 5V — Vertex

Hajvonal — Frontalis rész —Fejtetd
6,7
— Vertex

8. abra: Norwood-Hamilton skala reprezentativ abrazolasa és az egyes gradusok jellemzése. Forras:
https://hairdoctor.hu

A HF-k izolalasa az eldzdekben leirtaknak megfelelden tortént, majd a HF-k szérum
mentes, szupplementalt William’s E médiumban regeneralodtak 24 6ran keresztiil. A kisérletek
minden esetben ezt kovetden, a tapoldat lecserélésével kezdddtek, mely mar tartalmazta a
sziikséges kezeld anyagokat. A HF-k tenyésztése és kezelése a fent leirtakkal megegyezden
tortént, 5 napon keresztiil (a HF-k izoldldsa, fenntartisa és kezelése soran nyujtott technikai
segitségert koszonet illeti Antja Winter-Keilt). A HF-k novekedésének nyomon kovetése, majd
a tovabbi vizsgalatok elvégzése végett fagyasztasuk szintén a fentebbiekkel megegyezden

tortént.
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9. abra: HF szervkultura (a) és ORS keratinocita sejtkaltara (b).

Human szértiiszo-eredetii kiilsé gyokérhiively keratinocitak izolalasa és tenyésztése

A human hajas fejbOrbdl szarmazoé anagén VI-os stddiumu szOrszalakat egészséges
férfiakbol, tarko és halanték tajékrol nyertiik, miutan minden donor irdsbeli hozzajarulasat adta
a megfeleld tdjékoztatast kovetden. Kisérleteink a Debreceni Egyetem Kutatasetikai

Bizottsdganak jovahagyéasaval torténtek, a Helsinki Deklaracio irdnyelveinek betartasaval.

A HF-ket, csoportonként 20-30 darabot, csipesz segitségével tavolitottuk el a hajas
fejborrél (Borbird és mtsai. 2011; Limat és Noser 1986; Ramot és mtsai. 2018), majd Ca?*- és
Mg?*-mentes foszfat puffer oldattal (PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 12 mM foszfat, pH:
7,4; mind Sigma-Aldrich) torténé alapos mosast kovetéen 0,1% tripszin-0,2% EDTA (Life
Technologies Corporation) keverékével emésztettiik egy oran keresztiil 37 °C-on. A sejtek
levalasdnak mechanikai eldsegitése végett vortexelést alkalmaztunk. Az emésztéoldat
inaktivalasa 10 (v/v)% embriondlis borjuszérumot (FBS, Sigma-Aldrich) tartalmazo oldattal
tortént. A sejteket 1000 fordulat/perc-el centrifugaltuk 8 percen keresztiil, majd az igy nyert
ORS Kkeratinocitakat osztodasaban gatolt (0,4 pg/ml mitomycin-C elékezelés, 12 oran at;
Sigma-Aldrich) huméan dermalis FB taplalo rétegre szélesztettik. Az ORS keratinocitak
tenyésztése Ham’s F12 ¢és Dulbecco’s Modified Eagle’s médiumok (mindketté Life

Technologies) 1:3 aranyu keverékében tortént, kiegészitve az alabbi anyagokkal: 10 (v/v)%
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Fetal Clone 1l (HyClone, Thermo Shandon, South Logan, Utah, USA), 0,1 nM koleratoxin, 5
ug/ml inzulin, 0,4 pg/ml hidrokortizon, 2,43 ug/ml adenin, 2 nM trijod-tironin, 10 ng/ml
epidermalis novekedési faktor, 1 mM aszkorbil-2-foszfat, 100 IU/ml penicillin G (mind Sigma-
Aldrich), valamint 25 pg/ml gentamicin (Life Technologies). A tenyésztést 5% CO> tartalmaq,
parasitott 1égtérben, 37°C-on végeztiik (9/b abra). A tapoldatot kétnaponta lecseréltiik, és a
sejteket a 70-80%-o0s konfluencia szint elérésekor passzaltuk, megelézve ezzel a tenyészetek
konfluencia-indukalt differencialédasat. Az ORS keratinocitdak izoldldsdban és a tenyésztéssel

kapcsolatos munkalatokban Hollosi Erika volt segitségemre.

Sejtproliferacio vizsgalata ORS keratinocitakon

alapulo fluoreszcens kimutatasi eljarast, CyQUANT assay-t (Life Technologies) hasznaltunk.
Az ORS Kkeratinocitakat 10 000 sejt/lyuk denzitasban szélesztettiik osztddasukban gatolt FB
taplalo rétegre (900 sejt/lyuk) 96 lyuku fekete fala, attetszd alju lemezekre (Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Németorszag), majd elvégeztiik a megfelel6 kezeléseket, négy ismétléssel. Ezt
kovetden eltavolitottuk a feliiliszot, majd a lemezt -80 °C-ra helyeztiik. A felolvasztast
kovetben a gyartd protokollja szerint elkészitett munkareagenssel inkubaltuk a sejteket (200
ul/lyuk) 5 percig, majd a fluoreszcencia intenzitasat FlexStation II 384 spektrofluorométer
(Molecular Devices, San Francisco, CA, USA) segitségével detektaltuk (exciticio/emisszid

hullamhosszok: 480/520 nm), (Szab6 és mtsai. 2019).

crcr

alkalmazasaval vizsgaltuk, hanem elvégeztiik a Ki67 proliferaciés marker protein szintii
kimutatast is immunfluoreszcens jeloléssel (lasd Immunfluoreszcens jelolések c.

alfejezetben).
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Apoptotikus folyamatok vizsgalata ORS keratinocitakon

Az apoptozis egyik korai jelének tekintjiik a mitokondridlis membran potencial
csokkenését (Green és Reed 1998), melynek nyomon kdvetését kisérleteink soran MitoProbe™
DilC1(5) Assay Kit (Life Technologies) segitségével végeztiink (Toth és mtsai. 2009; Szabo és
mtsai. 2019), a gyartd utasitasainak megfeleléen. Az ORS keratinocitakat 10 000 sejt/lyuk
denzitasban szélesztettiik fluoreszcencia detektalasahoz alkalmas 96 lyuka lemezekre (fekete
falu, attetsz6 alji, Greiner BioOne), melyekre el6zbleg osztodasaban gatolt FB-okat (900
sejt/lyuk) szélesztettiink. A kezelést kdvetden, melynek idétartama 48 ora volt, a feliiliszot
eltavolitottuk, és a sejteket 30 percen keresztiil inkubaltuk 37 °C-on MitoProbe™ DilC4(5)
munkareagenssel 1:200 higitasban. A festék ebben a koncentracioban alkalmazva elsésorban
az aktiv membranpotenciallal rendelkezd sejtek mitokondriuméban akkumulaloédik. Az
apoptotikus folyamatok soran tapasztalhaté mitokondridlis membranpotencial csokkenésével
egylitt csokken a fluoreszcencia intenzitds is, csak gy, mint az altalunk pozitiv kontrollként
alkalmazott TGF-B2 és AEA esetében. A fluoreszcencia detektilasa a 630 nm-en torténd
gerjesztést kovetden 670 nm-en tortént FlexStation II 384 késziilék segitségével (Molecular

Devices).

Nekrotikus folyamatok nyomon kovetése ORS keratinocitakon

A nekrozissal jellemezhetd sejthaldl detektalasara SYTOX™ Green (Life Technologies)
nukleinsav jel6l6 festéket alkalmaztunk (Toth és mtsai. 2009; Szabé és mtsai. 2019). A festék
sajatsagai koze tartozik, hogy méreténél fogva nem képes atjutni az €p sejtmembranon, ezzel
ellentétben a nekrdzis soran dezintegralodott membrannal rendelkez6 sejtekbe bejutva a
nuklearis DNS-hez kotddve, jelentés fluoreszcencia intenzitasbeli novekedést eredményez
(pozitiv kontrollként a sejtek membranjat lizis puffer alkalmazasaval tettiik atjarhatova, szabad

utat adva ezzel a festéknek). Az ORS keratinocitdk szélesztése fluorimetrias mérésre alkalmas
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96 lyuku lemezeken (Greiner BioOne) tortént lyukanként 10 000 sejttel. A kezeléseket
kovetden, 48 ora leteltével, a feliiluszod eltavolitasat kovetden a sejteket PBS-es mosasnak
vetettiik ala, majd 1 pM SYTOX™ Green reagenssel inkubaltuk 30 percig 37 °C-on. A
fluoreszcencia meghatarozasa FlexStation II 384 késziilék segitségével (Molecular Devices)

tortént 490 nm gerjesztési és 520 nm emisszids hulldmhossz mellett.

Mint lathatjuk az apoptotikus €s nekrotikus folyamatok meghatdrozasara hasznalt
modszerek azonos koriilményeket kivannak, viszont eltérd hullamhosszon gerjeszthetoek
illetve detektalhatéak. Ezen tulajdonsagbdl eldonyt kovacsoltunk és a két festési eljarast

szimultan alkalmaztuk.

Génexpresszios valtozasok vizsgalata

Kisérleteink soran a kiilonb6zd gének expresszids valtozasait reverz transzkripcidt kovetd
kvantitativ, ,valés idejli” polimerdz lancreakcioval (RT-qPCR) vizsgiltuk. Az ORS
keratinocitakbol TRIzol reagens segitségével izolalt teljes RNS 1 pg-jabdl kiindulva High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-et (mind Life Technologies) alkalmazva cDNS-t
allitottunk eld. A lehetséges genomi szennyezések elkeriilése végett a reverz transzkripciot
megeldzden minden esetben DNAse I (Life Tecnologies) kezelést alkalmaztunk, melyet a
gyartd utasitdsainak megfeleléen hajtottunk végre. Az igy eldallitott cDNS-bdl az RT-qPCR
kisérleteinket ABI Prism 7000 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), valamint
Stratagene MxPro3005P QPCR System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
késziilekek segitségével végeztiik az 5’-nukleaz modszer felhasznalasaval (Borbird és mtsai.
2011; Olah és mtsai. 2014; Szab6 és mtsai. 2019). Az adott célgének specifikus szekvenciajanak
amplifikacidja TagMan primerek €és probak felhasznalasaval tortént (TagMan Gene Expression
Assay ID-k:  TGF-B2: Hs00234244 ml; IGF-1: Hs01547656_ml; ADORAL:

Hs00379752_m1; ADORAZ2A: Hs00169123_m1; ADORA2B: Hs00386497_m1, ADORAS3:
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Hs00252933_m1; EGF: Hs01099999_m1); SCF: Hs00241497_m1; IGF1R: Hs00609566_m1).
Bels6 kontrollként glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenazt (GAPDH: Hs99999905 ml), -
aktint (ACTB: Hs99999903 ml), és cikolofilin A-t (PPIA: Hs99999904 m1) alkalmaztunk.
Eredményeink kiértékelése soran, amennyiben a relativ génexpresszidé kimutatasa volt a cél,
ACT modszert alkalmaztunk, mig a génexpresszidban bekovetkezd valtozadsok kimutatdsadhoz

a AACT modszert hasznaltuk, mely soran a relativ expressziot a belso kontrollra normalizaltuk.

A citokinfelszabadulas vizsgalata (ELISA)

Az ORS keratinocitdk altal, kilonbozé kezelések hatdsara termelt és felszabadult
citokinek meghatarozasahoz a sejtek feliiluszdjat 6sszegyjtottiik, majd a felszabadult TGF-2
¢s IGF-1 mennyiségét specifikus ELISA kiteket (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)
felhasznalva hataroztuk meg, kdvetve a gyartd protokolljat. A gyartd altal antitesttel eldre
bevont feliiletli, 96 lyuka lemezekre vittik fel a mintakat és standard-eket a megfeleld
higitastban, majd két oran keresztiil inkubaltuk a lemezeket, mosasi 1épéseket (“moso puffer”
alkalmazasaval) kovetden hozzaadtuk a HRP (torma peroxidaz)-konjugalt detekcios antitestet,
amivel egy Oran keresztiil inkubaltunk. Ismételt mosasi 1épést kovetden hozdadtuk a szubsztrat
reagenst, majd 30 percen keresztiili fénytd] védett inkubacidt kdvetden a reakciot ledllitottuk a
“Stop puffer” (2 N H2SO4) hozzdadasaval, majd az abszorbanciat 450 nm-en mértiik a reakcid
leallitasat kovetd 30 percen beliill. A citokinek mennyiségét standard gorbe segitségével

hataroztuk meg.

Immunfluoreszcens jelolések

» Az adenozin receptorok kimutatasa
Kisérleteink soran mind a négy ADOR altipus kimutatasat elvégeztiik HF-kon és ORS
keratinocitakon egyarant indirekt fluoreszcens immunjelolés segitségével (Borbird és mtsai.
2011; Szabo ¢és mtsai. 2019). A fagyasztott HF metszetek fixalasa -20 °C-ra hiitott etanol-
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ecetsav 2:1 ardnyu elegyével tortént, mig az ORS keratinocitak fixalast acetonnal végeztiik
(mind Sigma-Aldrich). Mind a HF-k, mind pedig az ORS keratinocitak esetében az adott
ADOR altipusra specifikus elsddleges antitesttel (1:100 higitds minden esetben; A1 és Aza
[Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag], Azs és A3z receptorok [Alomone Labs, Jeruzsalem,
Izrael]) torténd inkubalas egész €jszakan at tartott 4°C-on. PBS-el torténd mosast kdvetden a
lemezeket Alexa Fluor 488 fluoreszcens festékkel konjugalt kecskében termeltetett nytl ellenes
masodlagos antitesttel (1:500 higitas; Life Technologies) végeztiik szobahdmérsékleten 45
percen Kkeresztil. A sejtmagok jelolése 4’,-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Life
Technologies) segitségével tortént, melyet 1 pg/ml végkoncentracidban oldottunk desztillalt
vizben €és 5 percen keresztiil alkalmaztunk. Végiil a metszeteink fedése Fluoromount-G
médiummal tortént (Southern Biotech, Birmingham, USA). Eredményeink vizualizalasat
Eclipse E600 fluoreszcens mikroszkop (Nikon, Tokio, Japan) segitségével végeztiik(Borbird és
mtsai. 2011). Az immunfestéseink specificitasanak ellendrzése az elsddleges ellenanyag
elhagyasaval tortént. Az antitestek higitdsa minden esetben specidlis oldatban tortént (DCS,

Innovative Diagnostik-Systeme, Hamburg, Németorszag).

> Ki67 proliferacios marker kimutatasa ORS keratinocitakon

A sejteket fedOlemezre szélesztettiikk, majd a megfeleld konfluencia elérését kdvetden
elvégeztiik a sziikséges kezeléseket. Ezt kovetéen PBS-el mostuk, majd acetonnal (Sigma
Aldrich) fixaltuk a sejteket. A fed6lemezeket egérben termeltetett Ki67 ellenes elsddleges
antitesttel (1:100 DCS-ben higitva, DAKO, Glostrup, Németorszag) inkubaltuk 4°C-on egy
¢jszakan keresztiil (a jelolés specificitasanak ellendrzése végett, negativ kontrollként az
elsddleges antitest elhagyasat alkalmaztuk). Annak érdekében, hogy az immunreaktivitast
fluoreszcensen lathatova tegyiik, PBS-el torténd mosast kovetden, rodaminnal konjugalt
masodlagos antitestetet (1:200 DCS-ben higitva, BioRad, Hercules, CA, USA) alkalmaztunk

egy oran keresztiil. A sejtmagok festésére DAPI-t (Life Technologies) hasznaltunk 1 pg/ml-es
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koncentracioban., végiil a fedés Fluoromont G-vel (Southern Biotech) tortént. Eredményeink
vizualizalasat Eclipse E600 fluoreszcens mikroszkop (Nikon, Tokio, Japan) segitségével

végeztiik (Borbir6 és mtsai. 2011).

Hisztologia

A HF-ket a tenyésztési napok leteltét kovetden fagyaszté médiumba (Cryochrom
embedding medium, Thermo Shandon, Pittsburgh, PA, USA) a4gyaztuk, majd folyékony
nitrogén segitségével blokkokat készitettiink, melyeket -80 °C-on taroltunk a tovabbi
hisztologiai vizsgalatok elvégezéséig. A kriomédiumba agyazott HF blokkokbodl kriosztat
(Shandon Cryotome E, Thermo Shandon) segitségével 6 pm vastagsagu metszetek késziiltek,
melyeket acetonnal fixaltunk, majd a tovabbiakban hematoxilin-eozin (HE; Sigma-Aldrich)
festést végeztiink a HF-k hisztomorfometriai analizisének céljabol. A metszeteket desztillalt
vizes mosast kdvetden hematoxillinba helyeztiik 10 percre, majd 15 perces csapvizes mosast
kovetden 1 percre 0,1%-0s alkoholos Eozin oldatba meritettiik, majd felszallo alkoholsorral
dehidraltuk a metszeteinket és végiil Eukitt médiummal (mind Sigma-Aldrich) tortént a
fedésiik. A hajciklus kiilonb6z6 fazisainak elkiilonitésére az irodalomban lejegyzett

morfologiai kritériumok alapjan tortént (Kloepper és mtsai. 2010; Szab6 és mtsai. 2019).

Proliferalo és apoptotizalo sejtek egyiittes jelolése HF-kon

Annak érdekében, hogy a HF-kon végzett kezeléseink életképességre gyakorolt hatasat
elemezni tudjuk Ki67/TUNEL kofestést alkalmaztunk (Borbiré és mtsai. 2011; Kloepper és
mtsai. 2010; Szabo és mtsai. 2019). A Ki67 nuklearis antigén a sejtproliferacio egyik jellegzetes
markere (Scholzen és Gerdes 2000), mig a TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP Nick End Labeling ) assay az apoptotizalo sejtek azonositasara szolgalo eljaras, melynek
alapja a fragmentalodott DNS szalak szabad 3°-OH végeinek enzimatikus jeldlése modositott
nukleotidokkal. Kriosztat segitségével készitett HF metszeteinket kettés fixalasnak vetettiik ala,

39



elséként 1%-0s paraformaldehid oldattal (PBS-ben higitva), majd etanol:ecetsav 2:1 aranyu
elegyével (mind Sigma-Aldrich). Ezt kovetden a gyartd utasitasait kovetve, terminalis
deoxinukleotid transzferdz (TdT) enzim, valamint a digoxigeninnel jelolt nukleotidokat
tartalmazo reakcio puffer elegyével inkubaltuk metszeteinket 60 percen keresztiil 37 °C-on
(ApopTag Fluorescein In Situ Apoptosis detection Kit; Millipore, Billerica, MA). A reakcio
leéllitasat kovetden Ki67 monoklonalis egérben termeltetett elsddleges antitesttel (1:20 DCS-
ben higitva; Dako, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) jeloltiik mintainkat egész
¢jszakan keresztiil 4°C-on. A kovetkezd napon a fluoreszcensen jelolt digoxigenin antitesttel
inkubaltuk metszeteinket azon DNS fragmentumok jeldlésére, melyek 3 hidroxil csoportjahoz
a TdT enzim hozzakapcsolta a digoxigenin jelolt nukleotidokat. A Ki67 antitesttel jelolt sejtek
lathatova tételének érdekében Alexa Fluor 568 kecskében termeltetett masodlagos antitestet
(1:500 DCS-ben higitva; Life Technologies) alkalmaztunk. Utols6 1épésként a sejtmagok
jelolésére DAPI-t (Life Technologies) hasznéltunk 1 pg/ml-es koncentracioban, majd a kész
metszeteinkent Fluoromont G-vel (Southern Biotech) fedtiik le. Negativ kontroll metszeteink a
TdT-enzim és Ki67 antitest elhagyasaval késziiltek munkank specificitasanak ellendrzése
végett. Az eredményeink értékelése soran a Ki67+ és TUNEL+ sejtek szamat normalizaltuk az

Ossz-sejtszamra (DAPI+).

TGF-B2 és IGF-1 immunfluoreszcencia kimutatasa HF-kon

A hajciklus regulator markerek kimutatasara tiramid szubsztrat amplifikacios (TSA) modszert
alkalmaztunk. A fagyasztott nativ metszeteket 10 perces szobah0s szaritast kovetden acetonnal
(Sigma Aldrich) fixaltuk 10 percen keresztiil -20 °C-on, majd 1xTNT pufferrel (Tris-
HCI/NaCl/Tween® 20, pH 7.5; Sigma-Aldrich) mostuk haromszor. Az endogén peroxidazok
gatlasa érdekében 3%-0s H2O» -ot alkalmaztunk 15 percig, majd 1XTNT oldattal mostuk a

lemezeket haromszor. Ezt kdvetden a metszetek eld-inkubécidja 30 percen keresztil — az
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elsédleges antitest nem-specifikus kotéhelyeinek blokkolasa érdekében — 2%-0s kecske
szérummal tortént a TGF-B2, mig 2%-0s nyll szérummal az IGF-1 fehérje kimutatasanal. A
metszetek egy éjszakan keresztiil inkubalddtak a megfeleld elsddleges antitesttel: poliklonalis
nytlban termeltetett TGF-B2 elleni immunoglobulin-G (IgG) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, CA, USA; 1:4000) 2%-os kecske szérum jelenlétében vagy poliklonalis kecskében
termeltetett IGF-1 ellenes IgG (Santa Cruz Biotechnology; 1:500) 2%-os nyul szérum
jelenlétében. Az inkubdaciot kovetden 1xTNT pufferrel mostuk a lemezeinket, majd 2%-0s
kecske szérum jelenlétében jeloltiik 45 percen keresztiil szobahdmérsékleten a masodlagos,
biotin jeldlt, kecskében termeltetett nyul-ellenes 1gG-al (TGF-B2 kimutatas) (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA; 1:200), vagy 2%-os nyual szérum
jelenlétében, biotin jel6lt, nyulban termeltetett kecske-ellenes 1gG-al (DAKO; 1:200) (IGF-1
kimutatds). Ezt kdvetden a lemezeket ismét 1xTNT pufferrel mostuk és tiramid jelolést
alkalmaztunk az aladbbiak szerint: metszeteinket tormaperoxiddz-konjugélt sztreptavidinnal
jeloltik (1:100) 30 percen keresztiil, ezt egy mosasi 1épés kovette (1xTNT), majd 5 percen
keresztiil inkubaltuk a fluoreszceinnel jeldlt tiramid reagenssel (1:50) , TGF-B2 jelolés esetén.
Az IGF-1 kimutatdsa sordn rodamin jelolt tiramid reagenssel tortént az inkubécid (1:50)
(mindkét TSA rendszer Perkin Elmer, Boston, MA, USA). Utolso 1épésként lemezeinket DAPI-
val (1 ul/ml) festettiik és Fluoromount-G médiummal fedtiik (SouthernBiotech). A fluoreszcens
metszetek értékeléséhez Keyence BZ-8000 invertalo fluorescence mikroszkopot alkalmaztunk

(Keyence GmbH, Neu-Isenburg, Germany).

»DP Stalk” vagy masnéven ,,DP szar” analizis

Ezen kvantitativ modszer azon a megfigyelésen alapszik, hogy a tenyésztett HF-k DP-jabol FB-
ok migralnak a CTS proximalis vége fel¢ a katagén fazisban. Ezen sejtek jol meghatarozott

referencia teriileten beliili megszamolasa révén az anagén VI fazisu HF-kben alacsonyabb, mig
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a katagén fazisban 1évd follikulusok esetén magasabb értékeket kapunk (Kloepper és mtsai.
2010). Kisérleteink soran a HF-ket fagyasztva metszést kovetéen DAPI-val festettiik és a DP
szar teriiletére illesztett azonos méretii négyzet altal meghatarozott referencia tartomanyon

beliil megszamoltuk a sejtmagokat.

Hisztomorfometriai analizis

A HF-ket fagyasztva metszést, majd HE festést kovetéen az irodalomban jol
koriilhatarolt (Kloepper és mtsai. 2010; Oh és mtsai. 2016), adott hajciklus fazisra jellemz6
morfologiai jegyeik alapjan csoportokba soroltuk (10. abra). Mindezek alapjan az alabbi
csoportokat kiilonitettiik el: anagén, korai- kozép- és kés6i katagén, majd a csoportok

szazalékos Osszetételét abrazoltuk.

Anagén VI Korai katagén Kozép katagén Késoi katagén
g:;ﬁll:l:islakja hagyma alak ovalis alak kondenzalt, ovalis alak|kondenzalt, golyo alak
t]\;[:tl:ll:) 1:1 mﬂl?ﬂiiorrflmm melanin tartalom melanin tartalom melanin tartalom

e s vastagabb, széles | vékonyabb, keskenyebb 12 S.ejt§?¥ Vek('my, epitelialis szar
Hajmatrix N L epitelialis szar o
atmeéro atmeéro formalodik megnyulik, cipzar alak
:;;;;TS:S zartabb nyitottabb nyitott nyitott
];:;;]l]l:l;szér sejtek elszortan Se;:g:;i?jg‘:ﬁgzok sejtek elszortan sejtek elszortan

10. abra: A kiilonb6z6 hajciklus fazisok elkiilonitésére szolgalé morfologiai jegyek. Forras: Prof. Dr. Ralf Paus
munkacsoportjanak felvételei.

Hajciklus pontszam (,,hair cycle score”: HCP) analizis

Ezen értékelési modszer szerint a HF-khoz egy adott értéket rendeliink, a

hisztomorfometriai jegyeik alapjan besorolt hajciklus fazisanak megfeleléen (anagén: 100;
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késdi anagén 200; korai katagén 300; késoi katagén 400). Az igy kapott értékeket 6sszeadjuk,
majd az egy kezelési csoporton beliili értékek Osszegét elosztjuk az elemszammal (kontroll:
n=37; tesztoszteron: n=29; tesztoszteron és koffein: n=28) (Magerl és mtsai. 2004; Fischer és

mtsai. 2007).

Statisztikai analizis

A kapott eredményeket a kontroll csoport szazalékaban adtuk meg. Hibasavban az eredmények
standard hibdjanak atlagat (SEM) tiintettiik fel, szintén a kontroll szazalé¢kaban kifejezve. Az
atlagok kiilonbségét 0sszetartozd mintak esetén paros t — probaval, kettdnél tobb csoport esetén
pedig egyszempontos variancia analizssel (ANOVA) vizsgaltuk, melynek soran Bonferroni
post hoc tesztet alkalmaztunk a tobbszorés Osszehasonlitasra és Dunett post hoc tesztet
hasznaltunk, amikor a kontroll csoporthoz viszonyitottuk az eloszlast. A kiilonb6zd kezelési
csoportokban a HF-k eloszlasat paronként vetettiik Ossze Fisher-féle egzakt teszt
alkalmazasaval SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) statisztikai szoftver segitségével.

Szignifikansnak a 0,05 szignifikancia szint alatti kiillonbségeket fogadtuk el (p<0,05).
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EREDMENYEK

1. Az adenozin hajciklusra gyakorolt hatdsainak dttekintése

Az adenozin fokozza a HF-k novekedését, a MK-ak proliferaciojat és anagén fazist

hosszabito hatassal bir

Kisérleteink soran els6ként azt vizsgaltuk, hogy az adenozin miként befolyasolja a HF-k
biologiai folyamatait. Vizsgélataink sordn a minél nagyobb transzlacios relevancia elérése
érdekében az Anyagok és modszerek fejezetben bemutatott modon izolalt, mikrodisszektalt
HF szervkulturdkkal dolgoztunk. A HF-ket 50 és 100 puM adenozinnal kezeltiikk, majd
hosszndvekedésiiket az elsd, harmadik és 6todik napon kovettiikk nyomon. Vizsgalataink szerint

a kontroll csoporthoz képest mindkét koncentracioban alkalmazva az adenozin kezelés képes

crer

—f}— Kontroll
—@— 50 uM adenozin

3 - .
—dh— 100 uM adenozin Jok %
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£
'\-\O 1
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Tenyésztés1 napok
11. dbra: Az adenozin fokozza a HF-k elongaci6jat. Novekedési gorbe. A HF-k 50 és 100 pM adenozin jelenlétében a
kontroll csoporthoz képest szignifikdnsan fokozott hossznvekedést mutatnak. Atlag+SEM, N=36 HF/kezelési csoport, 3

fliggetlen donorbol. *p<0,05; **p<0,01 és ***p<0,001 a kontrollhoz képest egyszempontos ANOVA és Dunnett post hoc
teszt alkalmazasaval.
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A latottak hatterében allo folyamatok alaposabb megismerése érdekében a HF-ket az
elongécios vizsgalatok befejeztével (5 nap utan) kriomédiumba agyaztuk, lefagyasztottuk, majd
metszeteket készitettlink immunhisztokémiai vizsgalatok elvégzéséhez. Lathatd, hogy az
adenozin kezelés szignifikansan €s dozisfiiggd modon fokozta a Ki67 pozitiv, proliferalo sejtek
szamat a HF-k bulbusaban (12/a-b abra).

a)

Kontroll 50 uM 100 uM Kontroll 50 uM 100 uM
adenozin adenozin adenozin adenozin
b) * d

| 1
60

-Késéi katagén |:|Korai katagén

-Kdzép katagén |:|Anagén
SR 100
N «
= : | S
8 (=)
by 50 4 % 75
+ 4
G 5 50-
Z 7%
25
T T T 0 T T T
Kontroll 50 uM 100 uM Kontroll 50 uM 100 uM
adenozin adenozin adenozin adenozin

12. abra: Az adenozin fokozza az intrafollikularis sejtek proliferaciéjat, és anagén fazist prolongalé hatassal bir. a) A proliferalo
(Ki67+, piros) és apoptotizalé (TUNEL+, z6ld) sejtek immunjelolése adenozin kezelést kovetden. A sejtmagok 4°,6-diamidino-2’-
phenylindole-lal (DAPI) jelolve (kék). b) A Ki67+ sejtek ossz-sejtszamra (DAPI+) vonatkoztatott szazalékos aranya, atlag=SEM, N=25-
31 HF/kezelési csoport 3 fiiggetlen donorbdl, *p<0,05 a jeldlt csoportok kozott egyszempontos ANOVA és Bonfferroni post hoc teszt
alkalmazasaval. ¢) Reprezentativ hisztologiai fotok demonstraljak az adenozin anagén fazist meghosszabbité hatasat (HE festés). d) Az
anagén fazisban és a katagén fazis kiilonféle szakaszaiban 1évé HF-k szdzalékos aranya (kvantitativ hisztomorfometriai analizis). N=25-
31 HF/kezelési csoport 3 fliggetlen donorbol. Az a) és ¢) panelen szaggatott egyenes jel6li a kvantifikalas szempontjabol fontos Auber
vonalat, azaz a bulbus legszélesebb horizontalis atmérdjét. A méretvonalak minden esetben 50 pm-es tavolsagot jelolnek.

Kovetkez6 1épésként elvégeztiik a HF-kbdl késziilt metszetek hematoxilin-eozin (HE)
festését kovetd hisztomorfometriai analizisét (12/¢ abra). A fentiekkel jo Osszhangban azt
tapasztaltuk, hogy a 100 uM koncentracioban alkalmazott adenozin kezelés hatasara a HF-k
nagyobb aranyban maradtak anagén fazisban, azaz gatlodott a katagén fazisba torténd

atmenetiik (12/d abra). Erdekes modon, a katagén follikulusok ardnya az 5 napos kezelést
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kovetden relative alacsony maradt a kontroll csoportban (kb. 25%), és ennek megfelelden az
adenozin kezelés még ehhez képest is tovabb csokkentette a katagén fazisban 1évé HF-k
aranyat. Eppen ezért a tovabbiakban az adenozin katagén fazist gatlé és egyuttal proliferaciot
elésegité hatasat vizsgaltuk a jol ismert katagén-induktor TGF-B2 jelenlétében (Langan és

mtsai. 2015).
Az adenozin Kkivédi a TGF-p2 katagén-indukalo hatasat

Kisérleteink soran elséként a follikulusok hossznévekedését vizsgaltuk. Megallapitottuk,
hogy — az irodalmi adatokkal (Soma, Tsuji, és Hibino 2002) 6sszhangban — az 6nmagéaban
adenozin szimultan alkalmazéasa azonban képes volt kivédeni ezt a gatlé hatast (13. abra).
Annak érdekében, hogy meggy6z6djlink az adenozin hatasanak specifikussagarol, a kisérletet
elvégeztiik az altalanos ADOR antagonista CGS15943 jelenlétében is, €s azt tapasztaltuk, hogy

ebben az esetben az adenozin hatéstalannak bizonyult.

—l—-Kontroll

—@—50 ng/ml TGE-B2
3 4 —#—50 ng/ml TGF-B2+100 uM adenozin
—@—50 ng/ml TGF-B2+100 uM adenozin
1 +100 nM CGS15943

*k%k

Elongacid (mm)

*k%k

$%

0 1 2 3 4 5
Tenyésztési napok
13. dbra: Az adenozin képes kivédeni a TGF-p2 HF novekedést gatlo hatasat. HF novekedési gorbék. A HF-ket az abran
jelzettek szerint kezeltiik, kontrollként pedig a kezel6anyagok oldoszereit alkalmaztuk. Atlag+SEM, N=28-29 HF/kezelési
csoport 3 fliggetlen donorbol. *p<0,05, **p<0,01, illetve ***p<0,001 a kontrollhoz képest, #p<0,05, ##p<0,01, illetve

###p<0,001 a kizarolag TGF-B2-vel kezelt csoporthoz viszonyitva és $p<0,05, $$p<0,01 és $$$p<0,001 a TGF-B2 és
adenozin kombinacidjaval kezelt csoporthoz képest (egyszempontos ANOV A Bonferroni post hoc teszt alkalmazasaval).
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A tovabbiakban a fentebb ismertetett Ki67-TUNEL immunhisztokémiai technikat
alkalmazva elemeztiik a proliferald és apoptotizald sejtek aranyat. Elongacios kisérleteinkkel
jO Osszhangban azt tapasztaltuk, hogy a kontroll metszetekhez képest a TGF-B2-vel kezelt
csoportban jelentGsen megnétt az apoptotizalod sejtek aranya (14/a abra), ezzel parhuzamosan
pedig a Ki67 pozitiv, azaz proliferaldo sejtek szdma csokkenést mutatott. Az adenozin
alkalmazasa ezt a hatast kivédte, hiszen - ahogyan az a 14/b abran is jol kovetheté - az
adenozinnal és TGF-B2-vel egyidejiileg kezelt HF-knél a kontroll csoporthoz képest nem latunk
jelentds valtozast a Ki67 pozitivitast mutatdé sejtek aranyaban, azonban a TGF-p2-vel
onmagaban kezelt csoporthoz képest ezen kezelés szignifikdns csokkenést eredményezett a
TUNEL pozitiv sejtek szézalékos aranyaban. A latott hatas adenozin receptor-fiiggének
bizonyult, hiszen a pan-antagonista CGS15943 teljes mértékben blokkolta az adenozin TGF-

B2-vel szemben kialakuld protektiv hatasat.

A kovetkezOkben hisztomorfometriai hajciklus analizis elvégzésével vizsgaltuk tovabb
az adenozin hatasait (Kloepper és mtsai. 2010). A 14/c és d abrak tantisaga szerint a TGF-2
onmagaban torténd alkalmazéasaval jelentds katagén tranzicidt sikeriilt kivaltanunk, azaz a
kontroll csoporthoz képest novekedett a korai-, kozép- és késéi katagén fazisban 1évd
follikulusok ardnya. Az adenozin képes volt szignifikdns mértékben csékkenteni a TGF-$2
hat4sat mind a kozép- mind pedig a késoi katagén fazisban 1évé HF-k esetén, mindemellett
fokozta (pontosabban megkdzelitdleg a kontroll szintjén tartotta) az anagén és korai katagén
fazisu follikulusok aranyat. A CGS15943 itt is felfiiggesztette az adenozin hatasat, hiszen a HF-
k szazalékos eloszlasa szinte teljes mértékben megegyezik a kizarolag TGF-p2-vel kezelt
csoport esetén latottakkal. Eredményeink tehat arra utalnak, hogy az adenozin, valamint tagabb
értelemben az adenozin receptorokon keresztiili szignalizacio, a katagén fazis kialakuldsanak
meggatolasaval €és az anagén hajciklus fazis fenntartasaval szerepet jatszik a szérndvekedés

szabalyozasaban.
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14. abra: Az adenozin kivédi a TGF-B2 katagén indukalé hatasat human HF-kon. a) Kettds immunjel6lés a proliferalo (Ki67+,
piros) és apoptotizaldo (TUNEL+, zold) sejtek kimutatasara. A sejtmagokat DAPI-val (kék) tettiik 1athatova. A reprezentativ abrak
demonstraljak a kiilonb6z6 kezelések hatasat. b) A proliferald és apoptotizald sejtek statisztikai analizise (Ki67/TUNEL kett6s
jeldlés; a DAPI+ sejtek %-ara vonatkoztatva). AtlagtSEM, N=16-24 HF/kezelési csoport 3 fiiggetlen donorbél. c) Reprezentativ

fazisban 1évé HF-k kvantitativ hajciklus analizise a HE festés alapjan. N=17-24 HF/kezelési csoport 3 fliggetlen donorbol. *p<0,05;
**p<0,01 és ***p<0,001 a kontrollhoz képest, #p<0,05; ##p<0,01 és ###p<0,001 a kizarolag TGF-B2 kezelt csoporthoz viszonyitva
és $p<0,05; $$p<0,01 és $$$p<0,001 a TGF-B2-vel és adenozinnal kezelt csoporthoz képest. A statisztikai elemzéshez
egyszempontos ANOVA-t és Bonferroni post hoc tesztet (b panel), illetve paronként Fisher-féle egzakt tesztet (d panel) hasznaltunk.

Méretvonal: 50 pm. TGF-B2: 50 ng/ml; adenozin: 100 pM; CGS15943: 100 nM.

Eredményeink tovabbi megerdsitése végett elvégeztiik a HF-k tgynevezett ,,DP stalk”

(,,DP szar”) analizisét, mely azon a megfigyelésen alapszik, hogy a tenyésztett HF-k DP-jabol
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FB-ok migralnak a CTS proximalis vége fel¢ a katagén fazisban. Ezen sejtek jol meghatarozott
referencia teriileten beliili megszamolasa révén (15. abra) az anagén VI fazisi HF-kben
alacsonyabb, mig a katagén fazisban 1évo follikulusok esetén magasabb értékeket kapunk
(Kloepper ¢és mtsai. 2010). Az elvégzett DP szar analizis eredménye az eddigiekkel
Osszhangban azt mutatta, hogy adenozin kezelés hatékonyan (és ADOR fiiggd modon)

ellensulyozta a TGF-B2 katagén indukcios hatasat (15. abra).

a) b)
_ ' kK !
35 _ r *kk ' *k Kk !
30
- ]
£ 25-
~3
N i
3
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Kontroll TGF-p2 5 1
N 15 4
w2
[al 4
Q 10 4
5 4
0 4
TGF-p2 - + + +
TGF-pB2+adenozin TGF-pB2+adenozin adenozin - - + +
+CGS15943 CGS15943 - - - +

15. abra: Az adenozin kivédi a TGF-p2 katagén indukalé hatasat. a) Reprezentativ képek illusztraljak a DP szar analizis soran
kivalasztott teriiletet, ahol megszamoltuk a DAPI+ sejtmagokat. A katagén fazisban 1évé HF-knél 1ényegesen tobb sejtmag lathatd
az anagén fazisu HF-khoz képest. b) A DP szar referencia teriiletén szamolt sejtek kvantitativ analizise. AtlagtSEM, N=17-24
HF/kezelési csoport, 3 fliggetlen donorbol. *p<0,05; **p<0,01 és ***p<0,001 a jelolések szerint egyszemponti ANOVA és
Bonferroni post hoc teszt alkalmazasaval.

A HF-k és az ORS Kkeratinocitak egyarant Kkifejezik az adenozin receptor

izoformakat

A hattérben zajlé szignalizaciés folyamatok alaposabb felderitése érdekében
megvizsgaltuk az egyes ADOR altipusok kifejez6dését human HF-kon. Az anagén

follikulusokbol teljes mRNS izolalasat kovetd reverz transzkripcié soran harom kiilonb6zd

49



donorbol allitottunk elé cDNS-t. Ezt kovetden Q-PCR technika alkalmazasaval kimutattuk,
hogy mind a négy ADOR altipus (A1, Aza, Azs €és Az) kifejezédik HF-kon (16/a abra), €s

koziiliik (Iegalabbis mRNS szinten) az Azg a dominans izoforma.

Annak érdekében, hogy az ADOR-0k protein szintli jelenlétér6l és lokalizaciojarol
pontosabb informacidt szerezziink, huméan anagén HF-kbdl fagyasztva metszés soran nyert
metszeteinken immunhisztokémiai kimutatast végeztiink (16/b abra). Megallapitottuk, hogy —
bar a kiilonb6z6 receptor altipusok eltérd expresszidos mintdzatot mutatnak - mind a négy
receptor kifejezddik fehérje szinten human HF-kon. Az A: receptor kifejezddése diffuz
expresszids mintazatot mutat a matrix- és ORS keratinocitdkon. Az Aza receptor szintén az
ORS rétegben, a DP sejteken, valamint az IRS Kkeratinocitak rétegében figyelhet6 meg. Az Az
izoforma kifejez6dése leginkabb az ORS keratinocitak rétegére lokalizalodik, valamint
felfedezhetd a DP-ban is néhany pozitivitast mutatod sejt, ahogyan azt mar kordbbi irodalmi
adatok is demonstraljak (Ilino és mtsai. 2007). Végezetiil az As receptor jelenléte a MK-ak

crer

keratinocitak rétegében is kimutathato.

Mivel az ORS keratinocitak rétege minden adenozin receptor izotipus kifejez6désének
tekintetében pozitivitast mutatott, és ezen sejtek fontos szerepet toltenek be a hajciklus
szabalyozasaban, hiszen kiilonb6z6 mediatorok termelésével képesek a hajciklust mind pozitiv
(IGF-1, SCF) (Langan és mtsai. 2015; Liao és mtsai. 2017) mind pedig negativ (TGF-B2, EGF)
(Soma és mtsai. 2002; Szabd €s mtsai. 2019; Bodo és mtsai. 2005) iranyban befolyasolni,

vizsgalatainkat HF-kbdl izolalt primer ORS keratinocita tenyészeteken folytattuk tovabb.
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16. abra: Az adenozin receptorok expressziéjanak kimutatasa HF-kon és ORS keratinocitakon. a) Az adenozin receptor
altipusok kimutatasa HF-kon RT-qPCR technika alkalmazasaval, 3 fiiggetlen donorbol, 4tlag=SEM. Az adatok normalizalasanal
a ciklofilin A-t (PPIA) alkalmaztuk belsé kontrollként. b) Az adenozin receptor izoformak immunhisztokémiai jel6lése
specifikus elsédleges antitest alkalmazasat kovetéen FITC konjugalt masodlagos antitesttel tortént (zold fluoreszcencia), a
sejtmagokat DAPI festéssel tettiik lathatova (kék fluoreszcencia). Méretvonal 50 pum. DP: dermalis papilla; MK: matrix
keratinocitak; ORS: kiils6 gyokérhiively; inzert: negativ kontroll (NK). ¢) ORS keratinocitakon a kiilonb6z6 adenozin receptor
izoformak kimutatasa RT-qPCR segitségével, 3 fliggetlen donorbol; atlag=SEM. Bels kontrollként ciklofillin A-t hasznaltunk.
d) Az adenozin receptorok immuncitokémiaval torténd kimutatisa ORS keratinocitakon (FITC, zold fluoreszcencia), a
sejtmagokat DAPI-val vizualizaltuk (kék jel6lés). Méretvonal 10 um; inzert: negativ kontroll (NK).

Korabbi, HF-kon végzett kisérleteinkkel teljes 6sszhangban azt talaltuk, hogy mind a
négy ADOR izoforma expresszidja kimutathatd primer human ORS keratinocitakon mind
MRNS (RT-gPCR) - Azg receptor dominanciaval, mind pedig fehérje (immunfluoreszcens

jelolés) szinten (16/c-d abra).
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Az adenozin lehetséges hatasmechanizmusanak vizsgalata

Miutéan eddigi kisérleteink meggy6zéen demonstraltak az adenozin hajciklusra gyakorolt
hatasat fontosnak tartottuk, hogy betekintést nyerhessiink a hattérben meghtz6do
hatasmechanizmusba. Kisérleteinket izolalt ORS keratinocita sejtkultarakon folytattuk, mivel
ezen sejtek a szamos pozitiv és negativ regulator termelése révén fontos szereppel birnak a
hajciklus szabalyozéasaban (Stenn €s Paus 2001; Ralf Paus és mtsai. 2014). A harom kiilonb6z6
donorbdl szarmazo ORS sejteket adenozinnal kezeltik CGS15943-mal (ADOR pan-
antagonista) vagy MRS1754-gyel (szelektiv Azg antagonista) kombinaltan. Ezt kdvetéen RT-
qPCR technika alkalmazéasaval vizsgaltuk egyes negativ, illetve pozitiv hajciklus regulator
génekre gyakorolt hatdsat a fent emlitett kezeléseknek. Amint az a 17. abran is lathatd, az
adenozin csokkentette a katagén induktor TGF-B2 és az epidermalis novekedési faktor (EGF)
expresszidjat (Soma és mtsai. 2002; Hansen és mtsai. 1997), mig az anagén fazist fenntarto és
pigmentaciot fokozo 0Ossejt faktor (SCF), illetve az inzulin-szer(i novekedési faktor-1 receptor
(IGF1R) (Langan és mtsai. 2015; Liao és mtsai. 2017) expresszioja ndvekedést mutatott. Ezen
eredmények jo 0sszhangban vannak a kordbban tapasztaltakkal, és bepillantast engednek azon
komplex folyamatokba, amelyek az adenozin-kezelés hajciklusra gyakorolt hatasainak
kialakulasdhoz vezetnek. Fontos kiemelni, hogy az adenozinnal egyidejiileg alkalmazott pan-
antagonista CGS15943 képes volt ezt kivédeni, tehat az adenozin altal kivaltott expresszios
valtozasok adenozinreceptor-fliggd modon alakultak ki. Tekintettel arra, hogy az adenozin
receptorok koziil az Aog mutatta a legmagasabb mMRNS-szintli expressziot, kisérleteinket a
szelektiv Azp receptor antagonista MRS1754 jelenlétében is elvégeztiik, és azt tapasztaltuk,

hogy az expresszios valtozasok az elézéleg bemutatott, CGS15943 jelenlétében tapasztalt
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mor

valtozasokat kovetik, mely nagymértékben valdsziniisiti, hogy az adenozin esetiinkben Azg

receptoron keresztiil fejti ki hatasat.
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17. abra: Az adenozin kezelés A2z receptor fiiggé6 médon ,,pro-anagén” iranyba hangolja tobb hajciklus regulator mRNS-szintii
kifejez6dését ORS keratinocitakon. a) Az ORS keratinocitékat 3 fiiggetlen donorbdl térténd izolalast kdvetéen tenyésztettiik, majd
az abran jelzett kombinaciokban kezeltiik 100 pM adenozin (ADO), valamint az altalanos adenozin receptor antagonista CGS15943
(CGS, 100 nM), illetve a Azs szelektiv blokkolo MRS1754 (MRS, 10 nM) jelenlétében 3 Oran keresztiil. A relativ génexpressziot a
kezeletlen kontrollhoz viszonyitva adtuk meg (melyet az abran vizszintes fekete vonal jelol) atlag+SEM értékeket megjelenitve
donoronként, mig belsé kontrollként szintén a PPIA-t alkalmaztuk. TGF-B2: transzformald novekedési faktor-B2 (pro-katagén), EGF:

epidermalis novekedési faktor (pro-katagén), SCF: Gssejt faktor (pro-anagén), IGF1R: inzulin-szerti novekedési faktor-1 receptor (pro-
anagén).

A fentiek egyértelmiien arra utalnak, hogy az adenozin fontos szerepet tolthet be a huméan
hajciklus szabalyozasaban. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a hatés
kifejlddésében az ORS keratinocitdkon kifejez6dé ADOR-0kon (és kozottiik is a domindns Azs
izoformdn) keresztiili jelatvitel, illetve a pozitiv és negativ hajciklus-regulatorok expresszios
mintazatanak kovetkezményes ,,pro-anagén” iranyu valtozasa fontos szerepet jatszhatnak a

hajciklus szabalyozasaban.

53



2. A koffein hajciklusra gyakorolt hatdsainak vizsgalata

A human ndi és férfi HF-k eltérden reagalnak a koffein stimulaciora

Korabbi, tarszerzoink altal végzett kisérletek mar beszamoltak a koffein hatasarol: TST-
al egylittesen alkalmazva képes volt felfiiggeszteni a TST HF-kre kifejtett szorndvekedést gatlo
és MK-kra gyakorolt anti-proliferativ hatasat human férfi donorokbdl szarmazdé HF

szervkulturaban (Fischer, Hipler, és Elsner 2007).

Jelen kisérleteink szintén megerdsitették ezt a jelenséget férfi donorokbol szarmazo HF-
k esetében, de tekintettel arra, hogy a szérndvekedés zavaraival jar6 problémak nemcsak a
férfiakat érintik, kisérleteinket n6i donorok bevonasaval egészitettiik ki. Vizsgalataink soran

mikrodisszektalt HF szervkultirdkon alkalmaztunk TST kezelést Onmagaban, illetve

crer

crer

mértékben képes volt ellenstulyozni. Megfigyeléseink alapjan a néi donorokbol szarmazo HF-
k érzékenyebben reagaltak az alkalmazott koffein dozisra, hiszen mar alacsonyabb

koncentracioban alkalmazva hatasosnak bizonyult.
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18. abra: A koffein ellensulyozza a TST HF novekedést gatlo hatasat néi donorokbdl szarmazé HF szervkulturaban is.
A vivoanyaggal kezelt kontroll csoporthoz képest szignifikans hossznovekedés csokkenést latunk 0,5 pg/ml TST kezelés
hatasara. Ezen hatas 0,001% ¢és 0,0005% koffein jelenlétében részben ellenstilyozhaténak bizonyult, az alacsonyabb koftein
koncentracio alkalmazasa esetén pedig a valtozas szignifikansnak adodott. Kisérleteinket 3 fliggetlen donor bevonaséaval
végeztiik (N=28-37 HF/kezelési csoport; 5 napos kezelések). AtlagtSEM, *p<0,05; **p<0,01 a jeldlt csoportok kozott
egyszempontos ANOVA és Bonferroni post hoc teszt alkalmazasaval. TST: tesztoszteron (5 pg/ml), Koff: koffein.

A Kkoffein stimulalja a néi és férfi donorokbél szarmazéo HF-k MK-inak

proliferacigjat

Mivel a koffein fokozta a HF-k novekedését, kisérleteink folytatasaként mélyebb
betekintést szerettiink volna nyerni a koffein HF-kre gyakorolt cellularis hatasaiba. Elsd
1épésként azt vizsgaltuk, hogyan befolyasolja a MK-k proliferaciojat. Ennek soran HF
szervkultirakon alkalmaztunk TST kezelést onmagéban, illetve koffeinnel kombinaltan, majd
fagyasztva metszéssel készitett mintdinkat Ki67-TUNEL kombinalt festéssel jeloltiik.
Megallapitottuk, hogy 0,001%-0s koncentracioban alkalmazva a koffein képes volt szignifikans
mértékben novelni a Ki67 pozitiv sejtek szamat, mind a kontroll, mind pedig a TST-nal kezelt
csoportokhoz képest férfi donorok esetén (19/a-b abra). N6i donorokbol szarmazé HF-kon is
elvégeztiik a kisérleteket, melyeknél jol lathato, hogy a TST kezelésre sokkal érzékenyebben
reagaltak, mivel az nagymértékben csdkkentette a proliferdlo MK-k szamat. Ezen hatas részben

ellenstlyozhatonak bizonyult; bar 0,001%-ban alkalmazva a koffein csak minimalisan
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csOkkentette a TST hatasat, az alacsonyabb, 0,0005%-0s dozisban alkalmazva nagyjabol 30%-
ra novelte a Ki67 pozitivitast mutatd sejtek aranyat, ami mar nem kiilonbozott szignifikansan a

kontroll csoport értékétdl (19/c-d abra).
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19. abra: A koffein stimulalja a HF-k MK-inak proliferacidgjat. a, ¢) Kettés immunjel6lés a proliferald (Ki67+, piros) és apoptotizald
(TUNELH, zo1d) sejtek kimutatasara. A sejtmagokat DAPI-val (kék) tettiik lathatova 5 napos kezeléseket kovetden; N=28-37 HF /kezelési
szignifikansan novelte a proliferald sejtek szamat. Kisérleteinket 3 fliggetlen férfi (a) és ndi (C) donor bevonasaval végeztiik. Nagyitas:
200-szoros. b, d) Statisztikai analizis. A Ki67+ sejtek a DAPI+ sejtek %-aban vannak abrazolva. Atlag+SEM, 3 fiiggetlen férfi (b) és néi
(d) donorbol, *p<0,05; **p<0,01 a jeldlt csoportok kozott egyszempontos ANOVA és Bonferroni post hoc teszt alkalmazasaval. TST:
tesztoszteron (5 pg/ml), Koff: koffein, D:donor. A szaggatott vonallal rajzolt téglalapok a szamolasnal figyelembe vett referencia
teriileteket jelolik.
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A koffein fokozza a tenyésztett ORS keratinocitak proliferacidjat

Miutan megallapitottuk, hogy a koffein HF szervkultaraban alkalmazva fokozza a MK-k
proliferaciojat, szerettiik volna behatobban is megvizsgalni a cellularis hatasait, ezért férfi
donorokbdl szarmazo primer ORS Kkeratinocita tenyészetet alkalmazva folytattuk
vizsgalatainkat, ahogy azt az el6zéekben ismertetett, adenozinnal végzett kisérleteink soran is
tettiik. Az ORS keratinocitdk proliferacidos vizsgalatdnal fluoreszcens CyQUANT-assay-t
alkalmaztunk, és kiilonb6z0 koncentraciokban kezeltiik a sejteket koffeinnel 24, és 48 oras
mérési végpontokkal. Kisérleteink pozitiv kontrolljaként IGF-1-et és minoxidilt (Minox)
(Weger és Schlake 2005; Goren és mtsai. 2015) alkalmaztunk, valamint isotretinoint (13cRA),
ami az irodalmi adatok alapjan vérhatéan gitolja a sejtek proliferacidjat (Islamoglu és
Altinyazar 2019). Amint az a 20. abran is lathato, a koffein szignifikansan fokozta a sejtek
proliferacigjat. Ez a hatds a 24 6réds vizsgalatokndl bizonyult a legkifejezettebbnek, ahol a
kontroll csoporthoz képest 160%-os novekményt lattunk. Erdekes médon az altalunk
alkalmazott pozitiv reguldtorok szignifikdns mértékben ugyan, de a koffeinhez képest kevésbé

hatékonyan fokoztak a sejtek proliferaciojat.
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20. abra: A koffein fokozza az ORS Kkeratinocytainak proliferaciéjat. Fluoreszcens CYQUANT-assay segitségével vizsgaltuk

mérésnél jol 1athatd, hogy a koffein szignifikans mértékben fokozta a sejtszamot; a mért értékek meghaladjak a pozitiv kontrollként
alkalmazott IGF-1 és Minoxidil ltal kivaltott hatasokat is. Kisérleteinket 3 fliggetlen férfi donor bevonasaval végeztiik, adatainkat
atlag£SEM formaban abrazoltuk, a kontroll csoportot minden esetben 100%-nak tekintettiik, *p<0,05 a kontrollhoz képest
egyszempontos ANOVA és Dunnett post hoc teszt alkalmazasaval. IGF-1: inzulin-szer(i ndvekedési faktor-1 (100 ng/ml); Minox:

minoxidil (0,1 uM); 13cRA: isotretinoin (1 pM);
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Proliferacids vizsgalataink eredményeinek fiiggetlen megerdsitésére Ki67-specifikus
immuncitokémiai festést alkalmaztunk (21/a-b abra). Az adatok kvantitativ analizisének
elvégzését kovetden megallapitottuk, hogy a 24 6ras koffein kezelés dozisfiiggd modon,
szignifikansan novelte a Ki67 immunpozitivitdst mutato, azaz proliferal6 ORS keratinocitak

aranyat (21/c abra).
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21. abra: A koffein fokozza az ORS keratinocitak proliferaciojat. Az ORS keratinocitakon immunocitokémiai jeloléssel
vizualizaltuk a Ki67+ (piros fluoreszcencia), azaz proliferal6 sejteket, mig a sejtmagokat DAPI festéssel (kék fluoreszcencia) tettiik
lathatova 24 oras kezelést kovetSen. A reprezentativ képek demonstraljak a koffein proliferaciot fokozo hatasat (a,b). Kisérleteinket
3 fliggetlen férfi donorbdl szdrmazo sejteken végeztiik el (). A Ki67 immuncitokémia analizise soran nyert eredmények jol
AtlagiSEM, a kontroll csoport esetén mért értéket minden esetben 100%-nak tekintettiik, *p<0,05 a kontrollhoz képest
egyszempontos ANOVA és Dunnett post hoc teszt alkalmazasaval.
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A koffein csokkenti a TGF-B2 sejthalalt okozo hatasat ORS keratinocitakon

Ismert, hogy katagén indukald hatdsanak kialakuldsa soran a TGF-B2 a HF-k tobb
és mtsai. 2015). Ezen tulajdonsagara épitettilk kovetkezd kisérleteinket, melyekben arra a
kérdésre szerettiink volna valaszt kapni, hogy a koffein, a mar megismert proliferaciot indukalo
hatasa mellett vajon képes-e ellenstilyozni a sejthaléal folyamatok beindulasat/lezajlasat az ORS
keratinocitakban. A kombinalt DilC1(5)-SYTOX Green jel6lés tanusaga szerint a koffeint
onmagaban alkalmazva nem tapasztaltunk jelentds eltérést, mig a TGF-B2 jelentOsen
csokkentette a mitokondridlis membranpotenciallal korrelalo DilCy(5), és fokozta a
sejtmembran dezintegraciot jelz6 SYTOX Green jelét, azaz korai sejthalal folyamatokat inditott
el (22. abra). Koffein kezelést alkalmazva azonban ezek a valtozasok kivédhetének
bizonyultak. Alacsonyabb koncentracioban (0,0001%) alkalmazva a koffein csak a SYTOX
Green szignal nekrozisra utald ndvekedését volt képes ellenstlyozni, mig magasabb dozisban
ezen hatas mellett az apoptotikus folyamatok is csdkkeni latszottak, hiszen a mitokondridlis
membranpotencialt jelzé DilC1(5) jel TGF-p2-indukalta csokkenése mérséklodott, csakugy,
mint a pozitiv kontrollként alkalmazott IGF-1 és keratinocita novekedési faktor (KGF)
(Marchese és mtsai. 1990) esetében (22/a abra). Kisérleteinket a TGF-B2 mellett az ismert
katagén-induktor endokannabinoid anandamiddal (AEA) is megismételtiik (Telek és mtsai.
2007; Toth és mtsai. 2019), és a fentiekkel j6 0sszhangban 1év6 eredményeket kaptunk. A
koffein itt is dozisfiiggd moddon protektiv hatassal birt, csakigy, mint ahogyan az, az

alkalmazott pozitiv kontrollok (IGF-1 és KGF) esetében is megfigyelhetd (22/b abra).
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22. abra: Az apoptotikus és nekrotikus folyamatok vizsgalata ORS keratinocitakon. Az ORS Keratinocitakat a
mitokondrialis membranpotencial detektaldsara szolgalo DilC,(5) és a nekrotikus folyamatok nyomonkdvetésére alkalmas

SYTOX Green fluoreszcens festékekkel toltottiik fel a fent lathato 48 oras kezeléseket kovetden. Kisérleteinket 3 fliggetlen férfi
donorbdl szarmazé sejteken végeztiik el. Adatainkat atlag+SEM (N=4) alakban abrazoltuk, a kontroll csoportot minden esetben
100%-nak tekintettiik. *p<0,05 a kontrollhoz képest, #p<0,05 a TGF-B2-vel (a) vagy anandamiddal (AEA) (b) kezelt csoporthoz
viszonyitva egyszempontos ANOVA és Bonferroni post hoc teszt alkalmazasaval. IGF-1: inzulin-szerii ndvekedési faktor (100
ng/ml); KGF: keratinocita ndvekedési faktor (20 ng/ml).
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A koffein a TST katagént indukald hatasat képes volt férfiaknal teljes egészében,

mig n6knél részlegesen felfiiggeszteni

A koffein cellularis hatasainak vizsgalata utan a hajciklusra gyakorolt hatasait kdvettiik
nyomon. A szdrtiiszoket TST és koffein kezelést kovetden fagyasztva metszettiik, majd HE
festés elvégzése utan vizsgaltuk az adott fazisra jellemz6 morfolédgiai jegyeket (Kloepper és
mtsai. 2010). Megallapitottuk, hogy a TST férfiaknal 20%-kal csokkentette az anagén VI
fazisban 1évé HF-k ardnyat a kontroll csoporthoz képest. A koffeinnel torténd egyiittes
alkalmazas sordn ezzel szemben azt tapasztaltuk, hogy az anagén fazisban 1évé HF-k ardanya
felttin6 novekményt mutatott, és egészen 70%-ig emelkedett (23/a abra). Hasonlo, bar kevésbé
kifejezett valtozasokat tapasztaltunk néi donorok esetében is, azaz a TST katagént indukalo
hatasat a koffein kiilonb6z6 koncentracidi képesek voltak részlegesen visszaforditani (23/b
abra). Ezen eredményeket férfi donorok esetében sikeriilt egyértelmiien alatamasztanunk a
hajciklus pontszam (,,hair cycle score”: HCP) vizsgalataval. Ennek sordn a hajciklus egyes
fazisaihoz szamértékeket (korai anagén: 100, késdi anagén: 200; korai katagén: 300; késdi
katagén: 400) rendeliink a kiértékelés sordn, igy a katagén fazisi HF-ket nagyobb aranyban
tartalmazé csoport atlagos értéke magasabb, a domindnsan anagén HF-kbdl all6 csoportoké
pedig alacsonyabb lesz. Ennek megfelelden a TST kezelés fokozta a HCP értékét, mig (férfi
donorok esetén) a koffeinnel egyidejli alkalmazasa az érték normalizalodasat eredményezte

(23/b abra), ellenben a ndi donorok esetén a koffein hatastalannak bizonyult (23/d abra).
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23. abra: A koffein férfi donoroktol szarmazo HF-k esetén képes ellensiilyozni a TST katagént indukalo hatasat. Hajciklus
vizsgélat és hajciklus pontszam analizis férfi (a, b) és néi (c, d) donorok HF-in végzett 5 napos kezeléseket kovetSen. Férfi
donorok esetén a TST hatasat képes volt kivédeni a koffein. (b, d): Atlag+SEM, N=28-36 HF/kezelési csoport, *p<0,05 a jeldlt
csoportok kozott egyszempontos ANOVA és Bonferroni post hoc teszt alkalmazasaval. TST: tesztoszteron (5 pg/ml), Koff:
koffein.

A koffein kezelés differencialtan befolyasolja a hajciklus-modulator TGF-p2 és IGF-

1 intrafollikularis kifejezodését férfi és néi donoroktdl szairmazé HF-k esetén

Miutan kimutattuk, hogy a koffein férfi donorok HF-i esetén képes a TST katagén fazist
indukald hatasat felfliggeszteni, kisérleteink kozéppontjaba a hajciklus szabalyozésadban
kiemelkedé fontossagi pro-anagén (IGF-1) és pro-katagén (TGF-B2) faktorok vizsgalatat
allitottuk. Els6 1épésként a TST-nal és koffeinnel 5 napig kezelt, majd fagyasztott HF-kbol
szarmazd metszeteken elvégeztiik a hajciklus reguldtorok immunhisztokémiai kimutatasat. A
TGF-B2 expresszioja az ORS réteg mellett a Henle-réteg (IRS) sejtjeiben is megfigyelhetd volt.

Amint az varhato volt, férfi donorokt6l szarmazo HF-k esetén TST kezelés hatdsara a katagén
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fazist indukalo TGF-B2 kifejez6dése szignifikans mértékben fokozodott, mig eddigi
eredményeinkkel teljes 6sszhangban a koffeinnel torténd egyiittes kezelés hatasara, a TGF-2
intrafollikularis protein expresszidja normalizalodott, tehat a koffein képes volt kivédeni a TST
TGF-B2 kifejezédést indukald hatasat (24/a-b abra). N6i donorokbdl szarmazdé HF-kon
elvégezve a kisérletet némileg eltéré eredményre jutottunk, hiszen a TST kezelés nem fokozta
a TGF-B2 kifejezddését, viszont a koffeinnel torténd egyiittes kezelés a kontroll csoporthoz

képest is jelent6sen csokkentette az expressziot (24/c-d abra).

A kovetkezd 1épésben egy az anagén fazis elinditdsdban/fenntartdsdban szerepet jatszo
hajciklust szabalyoz6 protein, az IGF-1 expresszidjanak valtozasat kdvettiik nyomon a fentebb
leirt kisérletes rendszerben. Az irodalmi adatokkal (Weger és Schlake 2005) 6sszhangban az
IGF-1 fehérje kifejez0dése mind az ORS, mind pedig az IRS rétegben megfigyelhetd volt. Férfi
donoroknal a TST kezelés hatasara csokkend intrafollikularis kifejez6dést nemcsak
ellenstlyozta a koffein alkalmazasa, de szignifikdns novekedést latunk a kontroll csoporthoz
képest is (25/a-b abra). N6i donorok esetén ezzel szemben a TST kezelés hatasai jelentds
donorfliggést mutattak, ezért ezen adatokat nem mutatjuk, viszont a koffein dnmagaban

alkalmazva szignifikansan fokozta az IGF-1 expresszidjat (25/ c-d abra).
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24. abra: A koffein kezelés differencidltan befolyasolja a TGF-p2
expressziojat férfi és néi donorokbol szarmazo HF-kben. A TGF-$2
(z61d fluoreszcencia) immunfluoreszcens jelolése férfi (a) és ndi (C)
donorok HF-in; a sejtmagokat DAPI-val (kék) jeloltik. A kvantitativ
analizis tanusaga szerint férfiaknal (b) a TST kezelés szignifikansan
fokozta a TGF-B2 kifejez6dését, mig a koffein egyiittes alkalmazasa
normalizalta az expressziot. A ndi donorok analizise soran (d) lathato,
hogy — habar a TST nem fokozta érdemben a TGF-B2 kifejez0dését — a
koffein kezelés a kontroll csoportnal mérthez képest alacsonyabb
intenzitast eredményezett. N=9-11 HF/kezelési csoport 3 fliggetlen
donorbdl férfiak esetén, mig ndéi donoroknal N=17-32 HF/kezelési
csoport 2 fliggetlen donorbol 5 napos kezeléseket kovetden. AtlagtSEM,
*p<0,05, illetve **p<0,01 a jelolt csoportok kozodtt egyszempontos
ANOV A és Bonferroni post hoc teszt alkalmazasaval. TST: tesztoszteron
(5 pg/ml), Koff: koffein, D: donor, ORS: Kkiilsé6 gyokérhiively
keratinocitak rétege, He: Henle réteg. A szaggatott vonallal hatarolt
téglalapok az intenzitds mérésekhez hasznalt referencia teriileteket jeloli.
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25. abra: A koffeinkezelés fokozza a pro-anagén IGF-1 expresszidjat. Az IGF-1 (piros fluoreszcencia) immunfluoreszcens jel6lése
az ORS réteg mellett megfigyelhetd az IRS rétegben is mind férfi (a), mind pedig ndi (C) donoroknal. A sejtmagokat DAPI-val (kék)
jeldltiik. Férfiak esetén (b) a TST kezelés szignifikansan csokkentette az IGF-1 kifejez6dését. Erdekes modon a koffein nemesak kivédte
ezt a hatast, hanem a kontroll csoport szintje folé emelte az expresszidt. A n6i donorok analizise soran (d) 1athatd, hogy a koffeinkezelés
a kontroll csoportnal mértekhez képest is jelentdsebb IGF-1 immunjel616dési intenzitast eredményezett. N=21-27 HF/kezelési csoport
2 fliggetlen donorbdl férfiak esetén, mig néi donoroknal N=6-16 HF/kezelési csoport 1 donorbol 5 napos kezeléseket kdvetGen.
Atlag£SEM; *p<0,05, **p<0,01, illetve ***p<0,001 a jelolt csoportok kozott egyszempontos ANOVA és Bonferroni post hoc teszt
alkalmazasaval. TST: tesztoszteron (5 pg/ml), Koff: koffein, D: donor, ORS: kiilsd gydkérhiively keratinocitak rétege, IRS: belsé
gyokérhiively keratinocitak rétege, DP: Dermalis papilla. A szaggatott vonallal hatarolt téglalapok az intenzitdsmérésekhez hasznalt,
anatomiailag pontosan definialt referencia teriileteket jeloli.
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A koffein befolyasolja a TGF-B2 és az IGF-1 kifejezodését és felszabadulasat ORS

keratinocitakon

A TGF-B2 és IGF-1 sejtszintli kifejezodésének vizsgalatara ismét a primer ORS
keratinocita kulturakat hasznaltunk. A specifikus mRNS szakaszok kifejez6désének
vizsgalatara RT-qQPCR-t, mig a felszabaduld6 molekulak fehérje szintli vizsgalatara ELISA
modszert alkalmaztunk. Habar a TGF-B2 mRNS kimutatasat hat kiilonb6zé férfi donorbol
izolalt sejteken is elvégeztiik, egyik donornal sem tapasztaltunk expresszios valtozast a koffein
kezelés hatasara, ezért ezen adatokat nem mutatjuk. Ezt kvetGen a sejtek feliiluszojat vizsgalva
megallapitottuk, hogy a pozitiv kontrollként alkalmazott pro-katagén isotretinoin (Islamoglu és
Altinyazar 2019) szignifikdnsan fokozta a detektalhato TGF-B2 mennyiségét (26. abra), mig a

koffein hatasara 120 6ras kezelést kovetden szignifikans csokkenést tapasztaltunk a TGF-B2

felszabadulasaban.
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Az IGF-1 specifikus mRNS szakaszok génexpresszids vizsgalata soran a hat férfi
donorbol harom esetében detekcids kiiszob alatt voltak a mért értékeink, mig harom donor
esetében sikeriilt expressziot kimutatnunk, még ha alacsony szinten is. Ez utobbi harombdl két
donor esetében a koffein kezelés (0,001%) képes volt szignifikiansan fokozni az IGF-1
kifejez6dését, mig a harmadik donor esetében nem lattunk érdemi valtozast (27/a-¢ abra). A
kovetkezéekben ELISA modszerrel fehérje szinten vizsgéalva a valtozasokat megallapitottuk,
hogy a 0,001% koffein kezelés hatasara mindharom vizsgalt idépontban jelent6sen nétt az IGF-

1 felszabadulasa (27/d-f abra).
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27. abra: A koffein fokozza az IGF-1 mRNS szintii kifejezddését és felszabadulasat. RT-qPCR technika alkalmazasaval 3 kiilonboz6
donorbol vizsgaltuk az IGF-1 gén expresszidjanak valtozasat a fent lathato 120 oras kezeléseket kovetéen (a, b, ¢). Az IGF-1 protein
felszabadulasanak vizsgalatanal az ORS keratinocitak fent lathatd kezelési csoportokbdl nyert feliilusz6jabol ELISA modszerrel
meghataroztuk az IGF-1 koncentracidjat harom kiilonboz6 idépontban 24 6ra (d), 72 6ra (€), 120 6ra (f). Atlag£SEM, 3 fiiggetlen donorbol.
*p<0,05 a kontroll csoporthoz képest egyszempontos ANOVA és Dunnett post hoc teszt alkalmazasaval. D: donor, 13cRA: Isotretinoin (1
puM), Minox: Minoxidil (0,1 uM), IGF-1: Inzulin-szerii névekedési faktor (100 ng/ml).
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MEGBESZELES

A haj- és szOrnovekedés rendellenességei — mint a fokozott szérnovekedéssel jard
hirzutizmus vagy a szorvesztést okoz6 alopécia kiillonbozo tipusai — emberek millidinak életét
nehezitik meg vilagszerte. Ezen kondiciok a klinikai relevancian tal (habar kézvetleniil nem
¢letet veszélyeztetd allapotokrol van szd) igen jelentOs pszicho-szocialis nyomast gyakorolnak
az €rintett betegek ¢letmindségére, melynek koszonhetden egyre nagyobb igény formalodik az
effektiv terapias beavatkozasok sziikségességét illetden (Breitkopf és mtsai. 2013; Keegan ¢és

mtsai. 2003).

Amint, azt az Egy gyakori szérnovekedési rendellenesség: az androgén alopécia
alfejezetben emlitettiik, a populacio jelentds szézalékanak hajvesztéséért az AGA tehetd
feleloss¢ férfiakat és ndkent érintve egyarant. A folyamat molekularis hatterében a
patogenetikailag prediszponalt HF-k DHT-al szembeni fokozott érzékenysége all. Terapiajat
illetéen a legelterjedtebben alkalmazott 5-AR gatlo Finasterid vagy Dutaszterid és a topikalisan
alkalmazhaté Minoxidil mellett alacsony frekvenciaju 1ézeres beavatkozast, mezoterapiat és
hajtranszplantaciot is alkalmaznak tobb-kevesebb sikerrel (Kelly, Blanco, és Tosti 2016). Az 1
farmakologiai terapias szerek fejlesztése lasst litemben halad, bar a legiijabb kutatasok szerint
hatékonynak bizonyult az autoldég trombocita-gazdag plazma injektaldsa az érintett fejbor
teriiletre (Stevens és Khetarpal 2018). Alopécia areataban kezelési stratégia terén hatékonynak
bizonyultak a Janus-kinaz inhibitorok (Xing és mtsai. 2014) és az egyeldre kezdeti fazisban,

valtozd hatékonysagi PDE inhibitorok (Mikhaylov és mtsai. 2019) alkalmazasa, melyek

felvetik az esetleges késdbbi terapias kezelés lehetoségét AGA-ban.

A csak részleteiben ismert patofiziologia, az ebbdl addéddéan még napjainkban is

kiforratlan terapia, valamint az egyre élesebben megfogalmazodo tarsadalmi igényeknek
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megfelelve vilagszerte szamos kutatocsoport tesz erdfeszitéseket a szérndvekedés
elorehaladas tortént ezen a teriileten, €s szamos lehetséges 1) mechanizmus azonositasara kertilt

sor, legyen sz6 akar a szornovekedés eldsegitését vagy éppen gatlasat célzo terapiarol.

A koros allapotok mogottes folyamatainak megértéséhez nélkiilozhetetlen, hogy mélyebb
betekintést nyerjiink a szérndvekedés molekularis (pato)mechanizmuséaba. Ezen indittatasbol
kisérleteink els6 szakaszaban az adenozin, masodik szakaszaban pedig a koffein HF-re és ORS
keratinicitakra gyakorolt kozvetlen és ezaltal a hajciklus szabalyozasaban betoltott kozvetett

hatasat elemeztik.

Az adenozin, mint potencialis hajciklus szabalyoz6 molekula

Az adenozin kedvezd szisztémds hatdsai széles korben ismertek, nem meglepd tehat,
hogy a HF bioldgiaban is egyre nagyobb teret nyer alkalmazasa. Korabbi klinikai tanulmanyok
beszamolnak az adenozin hajndvekedésre gyakorolt pozitiv hatdsairol mind a férfias tipust
hajhullasban (AGA), mind pedig a ndket érint6 hajvesztésben: a topikalisan alkalmazott
adenozin kezelés fokozta mind a hajszalak atmérdjét, mind pedig a hajndvekedési ratat a japan
és kaukazusi populaciokban egyarant (Iwabuchi és mtsai. 2016; Oura és mtsai. 2008; Watanabe
¢s mtsai. 2015). Habar ezen eredmények az adenozint, mint pozitiv hajciklus szabalyozo
molekulat irjak le, a molekularis szabalyoz6 folyamatokra nem terjedtek ki a vizsgalatok, igy

az adenozin pontos hatdsmechanizmusa tovabbra is felderitetlen maradt.

Annak érdekében, hogy mélyebb betekintést nyerjlink az adenozin hajnévekedést fokozod
hatasaba €s a mogottes molekularis mechanizmusokba mikrodisszektalt HF szervkulturakkal
és HF-bol izolalt ORS keratinocitakkal végeztik kisérleteinket. A korabbi klinikai
tanulmanyokkal jo Osszhangban azt talaltuk, hogy az adenozin kezelés fokozta a hajszal
novekedését in vitro (11. abra). A mogottes folyamatok alaposabb megértése érdekében
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immunfluoreszcens és hisztologiai jeloléseket kdvetden azt talaltuk, hogy az adenozin kezelés
fazisban 1évé HF-k, és fokozta a novekedési, azaz anagén ciklusban 1évé HF-k aranyat a
hisztomorfometriai paramétercknek megfeleléen (12. abra). Mindezen eredmények azt
sugalljak, hogy az adenozin potencialis szabalyozo6ja a hajciklusnak, amit mas oldalrdl is
szerettiink volna aldtdamasztani. Ennek érdekében TGF-B2 alkalmazasaval katagén fazist
indukaltunk a human HF szervkulturaban, majd adenozinnal térténd kezelést kovetden az
alabbi megallapitasokat tettiik: az adenozin részlegesen képes volt felfiiggeszteni a TGF-f2 HF
apoptotizalo sejtek aranyat, kivédve ezzel a katagén-induktor altal kivaltott hatasokat, valamint
gatolta a HF-k katagén fazisba torténd atmenetét, megtartva a HF-k anagén fazisra jellemzd
morfologiai sajatsagait (14. abra). Eredményeink megerGsitése végett DP szar analizist
végeztiink, mely szintén alatdmasztotta fenti eredményeinket, miszerint az adenozin képes
ellenstlyozni a TGF-B2 katagén fazist indukalé hatasat (15. abra). A potencialis
hajnovekedésben szerepet jatszo jelatviteli célpontok felderitése érdekében kisérleteink soran
az ADOR pan-antagonista CGS15943-at alkalmaztunk, melynek jelenléte teljes mértékben
felfliggesztette az adenozin HF hosszndvekedést és MK proliferaciot fokozo és anagén fazist

prolongal6 hatasat (13-15. abra).

Irodalmi adatok alapjan egerek bajuszabol nyert HF szervkulturakon végzett kisérletek
szerint az adenozin anagén fazist fenntartd szereppel bir, valamint fokozza az intrafollikularis
sejtek cisztein felvételét, mely a proliferalé sejtek egyik jellegzetes markere (Hwang és mtsai.
2012). Habar a human és ragesalok hajciklusat jol meghatarozott kiilonbségek jellemzik, eddigi

eredményeink aldtdmasztjak a korabban ragcsalokon leirt megfigyeléseket.

71



A komplex molekularis interakciokon alapuld kapcsolat a HF mezenchimalis és
epitelidlis eredetl sejtcsoportjainak kommunikécidja soran jelentds szereppel bir a hajciklus
szabalyozasat illetéen (Schneider, Schmidt-Ullrich, és Paus 2009; Stenn és Paus 2001). Habar
szamos — a hajciklus egyes fazisai kozotti atmenetért felelés — faktor ismert és az egyes
hajciklus fazisok is jol koriilhatarolt morfologiai karakterisztikaval rendelkeznek, mégis az
intercellularis interakciok molekularis hattere valamint a ciklikus szabalyozas pontos eredete
nem egészen feltart (Bernard 2012). Irodalmi adatok szamos, a hajciklus szabalyozasa
szempontjabol pozitivan hatd molekulat azonositottak (pl. IGF-1, KGF, SCF), melyek fokozzak
a hajszal novekedését, fenntartjak az anagén fazist €s indikéaljak a melanogenezist, mely szintén
az anagén fazis soran fokozott aktivitassal jellemezhetd folyamat (Langan és mtsai. 2015; Paus
¢s mtsai. 2014; Stenn és Paus 2001). Ezzel ellentétest hatast kivaltd Gn. negativ hajciklus
regulatorok kozott tartjak szdmon az EGF-t és TGF-B2-t, FGF5-6t és interferon gammat,
melyek katagén atmenetet indukéalnak és csokkentik a HF-k hosszndvekedését (Langan és
mtsai. 2015; Paus és mtsai. 2014; Stenn és Paus 2001). Ezen molekulédk és receptoraik széles
kortt dokumentacidonak orvendenek az irodalomban a HF szdmos mezenchimalis és epitelialis
kompartmentjén, kiterjedt parakrin szabalyoz6 rendszert lefedvén a hajciklus regulalésa
szempontjabol. A parakrin szabalyozo kordk modulacidja effektiv terdpias megoldasokkal
kecsegtethet a hajnovekedés problémait illetden, ezért kisérleteink kovetkezd 1épéseként azt
vizsgaltuk, hogy az adenozin kezelés hogyan befolyasolja a potencialis, hajciklust szabalyozni

képes molekulak kifejezodését ORS keratinocitakon.

Korabbi, egereken végzett kisérletek ravilagitottak, hogy az adenozin kezelés képes volt
fokozni egyes pozitiv hajciklus szabalyoz6 faktorok (FGF2, FGF7, IGF-1 ¢és VEGF)
kifejez0dését bajuszbol izolalt DP sejtkulturakon (Hwang ¢és mtsai. 2012). Huméan DP
sejtkulturakon végzett kisérletek szerint az adenozin FGF7 expressziot fokozo hatdsa

felfiiggeszthetonek bizonyult a specifikus Azs receptor blokkold alloxazine jelenlétében,
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emellett immunhisztokémiai mddszerrel kimutattdk az Azg receptor kifejezodését a DP ¢és az

ORS sejteken (Iino és mtsai. 2007).

Kisérleteink soran a korabbi irodalmi adatokkal jo 6sszhangban Kimutattuk, hogy mind a
négy ADOR altipus expresszalodik a HF-kon, az Azg receptor kifejezédésének mintazata koveti
a korabbiakban leirtakat, s6t expresszios szintje az ADOR-ok koziil a legmagasabbnak
bizonyult mMRNS szinten (16/a-b abra). Munkank folytatasa soran primer ORS Keratinocita
tenyészeteken vizsgaltuk az ADOR-ok kifejezOdését és kisérleteink a HF-nél latottakhoz
hasonlé eredményekre vezettek: mind a négy ADOR altipus kifejez8dését sikeriilt kimutatnunk
mind protein, mind pedig mRNS szinten ¢és a legtobb specifikus transzkript az Azg receptornal

volt detektalhat6 (16/c-d abra).

Kovetkezd 1épésként a HF-bdl izolalt, ORS keratinocita sejtkulturakon végeztiink
adenozin kezelést és eredményeink szerint az adenozin fokozta mind az anagén fazis
inicializalasadban szerepet jatszo IGF-1 (Weger és Schlake 2005), mind pedig az anagén
fazishoz kapcsolodo pigmentacioért felelés SCF (Liao és mtsai. 2017) kifejezédését. Emellett
csokkentette a jol ismert katagén-induktor TGF-B2 (Soma és mtsai. 2002) és EGF (Langan és
mtsai. 2015) kifejezodését (17. abra). Mindezen eredmények azt sugalljak, hogy az adenozin
anagén fazist- és hajnovekedést tiamogatd hatasainak medialasaban az ORS keratinocitaknak
jelentdés szerepe van a HF egyes sejtcsoportjainak mezenchimadlis-epitelidlis parakrin

kommunikécidja révén.

Az intrafollikularis adenozin rendszer részt vesz a hajnovekedést fokozé szerek hatasanak
kifejlodésében. Nemrégiben fény deriilt rd, hogy a népszerli, hajndvesztd szerként ismert
Minoxidil (Goren és Naccarato 2018) VEGF felszabadulast fokozé hatasa DP sejteken
valészintileg adenozin medialta intracellularis Ca®* felszabadulast fokozo hatas révén fejlédik

Ki, mivel ez a hatas részlegesen felfliggeszthetonek bizonyult A; és Az receptorok
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antagonizalasaval (Li és mtsai. 2001). Habar a HF lokalis adenozin termelés mechanizmusa
nem ismert, irodalmi adatok olyan konnexin ¢€s pannexin csatorndkat azonositottak
interfollikuléris keratinocitdkon (Cowan ¢s mtsai. 2012), melyek az ATP felszabadulasért
felelések (Lazarowski 2012), potencialis prekurzort szolgaltatva ezzel az adenozin

termel6déséhez az intersticialis térben (Zimmermann 2000).

Habar a HF adenozin rendszerének pontos jellemzése még varat magara, eredményeink
mégis mélyebb betekintést engednek nyljtani az adenozin szérndvekedést és intrafollikularis
proliferaciot fokozo hatasaba és kozelebb visznek a potencialis jelatviteli folyamatok
megértéséhez, ezen feliil pedig ravilagitanak az ORS keratinocitak adenozin szignalizacioban
betoltott kozponti szerepére. Mindezen eredmények alapjan hangstlyozottd valik az adenozin
szornovekedésben betoltott szerepe, valamint potencialis terapias célpontként valo alkalmazasa

a szOrndvekedési rendellenességek kezelésésben.

A koffein, mint potencialis hajciklus szabalyozé molekula

A koffein szervezetre gyakorolt kedvezd hatasainak széles spektruma miatt évszazadok
ota all az emberiség szolgalatdban, mind élvezeti szerként, mind pedig magas biologiai
aktivitdsanak koszonhetéen kozmetikumokban torténd felhasznéalasa révén. A hajnovekedésre
gyakorolt hatdsa a kordbban tarsszerzéink munkdasssaga nyoman, irodalmi adatok alapjan
ismeretes: a koffein az AGA-ban fokozott TST szint altal telogén fazisban ,,megragadt” HF-k,
ujboli anagén fazisba 1épésének indukalasdban jatszik szerepet (Fischer, Hipler, és Elsner
2007). Emellett egyre novekszik azon klinikai tanulmanyok szama, melyek a koffein
onmagaban, vagy mas szerekkel kombinacioban torténd alkalmazasanak hatékonysagat irjak le
az AGA-ban megjelend hajvesztéssel szemben (Bussoletti és mtsai. 2010; Sisto és mtsai 2013;

Golpour és mtsai. 2013).

74



Mivel a hajvesztéssel jard koros allapotok egyre tobb embert érintenek, nem kimélve a
néket sem, jelen kisérleteinket néi donorok bevonasaval kiterjesztve vizsgaltuk a koffein

hajciklus szabalyozasaban betoltott potencidlis szerepét.

Els6ként megmutattuk néi donorokbodl szarmazd mikrodisszektalt HF szervkulturan,
hogy a koffein képes ellenstlyozni a TST hossznévekedést gatld hatasat (18. abra), azonban
fontos megjegyezni, hogy a néi donorok HF-i érzékenyebben reagaltak az alkalmazott koffein
koncentraciora, igy a dozist csokkentettiik a kordbban férfiakon sikerrel alkalmazott

koncentraciohoz képest.

A mogottes intarfollikularis  folyamatok alaposabb megismerése érdekében
immunfluoreszcens jeloléseket végeztiink és azt talaltuk, hogy a koffein kezelés képes volt
szignifikansan fokozni a proliferaldo MK-ak szamat, ellenstlyozva ezzel a TST hatasat (19.
abra) mind ndi, mind pedig férfi donorok esetén. Hisztomorfometriai analizist kdvetden
kivédeni a TST katagén fazist indukalé hatasat, hiszen a koffeinnel egyiittesen alkalmazott TST
kezelés esetén az anagén hajciklus fazisban 1évé HF-k aranya nem mutatott csokkenést a

kontroll csoporthoz képest (23. abra).

Kisérleteinket primer ORS keratinocita sejtkultira bevonasaval kiterjesztve, kiilonboz6
metodikai modszerek révén megmutattuk, hogy a koffein kezelés hatasara a sejtek fokozott
proliferacioval (20-21 abra), valamint csokkent apopototikus rataval valaszoltak, még a
katagén induktor TGF-B2 és AEA jelenlétében is (22. abra). Ezen eredményeink 6sszhangban
allnak a korabbi, egercken végzett kisérletek eredményeivel, miszerint a vaszkularis sima izom
gyokok felszabadulasat (Mercer et al.,, 2012). Emellett képes volt felfiiggeszteni a TST

proliferaciot gatlo hatasat huméan epidermalis keratinocitdkon (Tsianakas, Hiising, és Moll

75



2005), valamint képes helyreallitani a TST altal karositott bér barrier funkciokat human

vizsgalatokon alapul6 in vivo tanulmanyok szerint (Brandner és mtsai. 2006).

Eddigi eredményeink szerint — mikrodisszektalt HF szervkultarat és primer ORS
keratinocita sejtkultarat alkalmazva — a koffein anagén fazist megtarto, proliferaciot fokozo és
apoptozist csokkentd hatdssal bir ellenstlyozvan a katagén fazist indukalé TST és TGF-p2
hatasat is. Kisérleteink kovetkez6 szakaszaban a koffein hajciklust szabalyozo faktorok — a mar
kordbban emlitett anagén fazist indukald IGF-1 és a jol ismert katagén induktor TGF-B2 —

kifejezddésére gyakorolt hatasat vizsgéltuk.

Azt mar kordbban kimutattdk, hogy a koffein mas rendszerekben is sikeresen képes
kivédeni a TGF-B2 hatdsait: protektiv hatassal bir patkény cirrézis modellben, csokkentve a
majsejtekben a TGF-B2 altal fokozott kotdszoveti ndvekedési faktor (CTGF) felszabadulast
(Gressner és mtsai. 2008), valamint gatolta az oxidalt-glutation és TGF-f1 fehérje expressziot
kisérletes koriilmények kozott direkten indukalt patkdny majgyulladdsban (Furtado és mtsai.

2012).

Vizsgalataink sordn mikrodisszektalt HF szervkultiran immunfluoreszcens jelolést
alkalmazva azt tapasztaltuk, hogy a koffein hatékonyan ellenstlyozta férfiaknal a TST altal
indukalt TGF-B2 protein szintl kifejezédésének fokozddasat, mig ndknél, habar a TST altali
indukalé hatas elmaradt, szignifikansan csokkentette a TGF-B2 kifejez6dését (24. abra).
Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a TST mindkét nemben katagén fazist indukalo
hatassal birt, a TGF-p2 kifejezddésének mértékét onmagaban azonban csak férfiaknal fokozta,
néknél ez a hatas elmaradt. Mindezek mellett a koffein fokozta az anagén fazis kialakulasaban

szerepet jatszo IGF-1 fehérje szinti kifejez6dését, férfiaknal ellensulyozvan ezzel a TST IGF-
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1 expressziojat csokkenté hatasat, mig néi donorokban Oonmagaban alkalmazva a koffein

szignifikans IGF-1 emelkedést eredményezett (25. abra).

Eddigi eredményeinket a hajciklus szabalyozasaban fontos regulald faktorok
termelésében kiemelt szerepet jatszé primer ORS Keratinocita sejtkultrakon végzett
vizsgalatainkkal is alatamasztottuk és hasonl6 eredményeket kaptunk: a koffein szignifikansan
csokkentette a TGF-B2 expressziojat protein szinten ¢és mindemellett fokozta az IGF-1
kifejez0dését fehérje és gén szinten egyarant ELISA és RT-qPCR techikakon alapulo

vizsgalataink tanusaga szerint (26-27. abra).

Eredményeink demonstraljak, hogy a koffein fokozza az in situ protein és gén szintii
kifejezddését az IGF-1 szabalyozé faktornak mind human HF-k6n, mind pedig ORS
keratiniocitakon. Ez jo Osszhangban all azon eredményekkel, melyek szerint a
hasnyalmirigyiiktdl részlegesen megfosztott diabéteszes patkdnyokban a hosszll tavl koffein
diéta fokozta az inzulin/IGF-1 jelatviteli folyamatok aktivitasat és enyhitette az inzulin-
rezisztenciat fokozva a gliikkdz metabolizmust (Park, Jang, ¢s Hong 2007). Ez 6sszefliggésben
allhat azzal a ténnyel, hogy a HF szervkultira tenyésztd médiumahoz adott inzulin a koffein
hatasat felerésitve fokozhatja az IGF1 felszabadulasat és a hajnovekedés fokozodasahoz vezet.
Irodalmi adatok alapjan az oregedés soran csokkent IGF-1 szint is hozzajarulhat a HF-k
atmérdjének és stiriségének csokkenéséhez (Zouboulis és Makrantonaki 2012), tehat a koffein,
az IGF-1 expresszid fokozasa révén késleltetheti az oregedést. Mindezek mellett a koffein
fokozza a sejtek mitokondrialis aktivitasat is, melynek szintén fontos szerepe lehet a HF
oregedést gatld €s novekedést fokozd hatasdban (Dragicevic et al., 2012). Nemrégiben
Kimutattak, hogy a koffein ellensulyozza a HF-ben az UV karosodas okozta folyamatokat:
csokkentette a TGF-B2 kifejezddését, az apoptotizald keratinocitak szamat, a DNS kérosodast,

a HF disztrofiat és citotoxicitast (Gherardini et al., 2019b) alatdmasztva ezzel a koffein kivalo
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antioxidans tulajdonsagait. Kimutattdk azt is, hogy AGA-ban szenvedd férfi paciensek DP
sejtjei fokozott érzékenységgel reagaltak az oxidativ stresszre a nem kopaszodé tarsaikhoz
képest (Bahta és mtsai. 2008). Mindezen ismeretek fényében ugy tiinik, hogy a koffein AGA-
ban tapasztalt jotékony hatasa tobb mechanizmus eredménye is lehet: az intrafollikularis cAMP
jelatvitel fokozott aktivitasa mellett az IGF-1 termel6dés névekedése, és a TGF-B2 valamint az
oxidativ stressz csokkentése is stimulalhatja a HF-k névekedését. Eredményeink azt sugalljak,

hogy ezek a protektiv hatasok n6éknél is klinikailag relevansak lehetnek.

Elmondhatjuk tehéat, hogy elsdként sikeriilt kimutatnunk, hogy a koffein képes
befolyasolni a hajciklus szabalyozasaban kozponti szerepet jatszo regulator molekulak
kifejez6dését: bizonyossagot nyert, hogy a TST altal indukalt, katagén-induktor TGF-p2
(Soma, Tsuji, és Hibino 2002) expresszidjat a koffein kezelés szignifikdnsan képes volt
csokkenteni férfiaknal, mig n6i donoroknal a koffein jelentés mértékben redukalta a HF-k
bazalis TGF-B2 expresszidjat. Megvizsgaltuk az anagén fazis kialakitasaban szerepet jatszo
kulcs-molekula, az IGF-1 kifejez6désének valtozasat is. Eredményeink szerint férfiaknal a
koffein ebben az esetben is képes volt ellenstlyozni a TST gatlo hatasat és fokozta az IGF-1

expresszigjat, emellett n6knél szintén emelte a bazalis IGF-1 kifejez0dését.

Osszegezve eredményeinket elmondhatjuk, hogy az ORS keratinocitdkon és
mikrodisszektalt HF szervkulturakon végzett in vitro kisérleteink a koffein komplex szerepét
bizonyitjak a hajbiologiaban. Mindezek felvetik a koffein potencidlis terapids szerként torténd
alkalmazasat a haj- és szOrnovekedési rendellenességek kezelésében. Kisérleteink ravilagitanak
a koffein hajnovekedést fokozo hatasara a nemek kozotti kiilonbségek ellenére is €s ez az elsd
tanulmany, ahol ndéi donorokbdl szarmazé mikrodisszektalt HF szervkultaran végeztiink
kisérleteket a koffein hatasaira vonatkozdan. Eredményeink szerint férfi donoroknal a

leghatasosabb koncentracionak a koffein 0,001%-ban torténd alkalmazasa bizonyult, mely
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megerdsiti a korabbi, tarszerzéink altal publikalt irodalmi adatokat (Fischer, Hipler, és Elsner
2007), mig n6i donorok esetén a koffein kezelések iranti fokozott érzékenységet tapasztaltunk,
mely az irodalomban eddig nem keriilt leirasra. A nemek kozotti eltérd koffein-szenzitivitas

hatterében all6 folyamatok okanak felderitése azonban egyelére még nem tisztazott.

Feltételezett mechanizmus, avagy ahol a szalak 6sszeérnek

A koffein a legtobb bioldgiai hatdsat az adenozinerg tonus felfiiggesztésével éri el az
ADOR-ok gatlasa révén. Felmertl tehat a kérdés: két, szerkezetiikben nagymértékii analogiat
mutaté molekula, melyek egymassal ellentétes molekularis hatasokat valthatnak ki, hogyan
befolyasolhatjak mégis ugyanazon iranyba a hajciklust? A kérdés megvalaszolasahoz
természetesen a mogottes jelatviteli folyamatokat mélyebbrehatoan célzo kisérletes vizsgalatok
sziikségesek, igy jelen feltevésiink hangstlyozottan hipotetikus jellegli marad. Az adenozin Azg
receptoron keresztiili jelatviteli Gitvonaldnak potencialis allomésa lehet az AC stimulécioja,
mely fokozott cAMP szintet eredményez. A koffein ezzel szemben (az ADOR-ok gatlasa
mellett) a cAMP lebontasat is gatolhatja a PDE gatlasan keresztiil, vagyis (az adenozinhoz
hasonldan) fokozott cAMP szintet is eredményezhet (Boswell-Smith, Spina, és Page 2006).

A szérndvekedésben tapasztalhatd nemi kiilonbségekben szerepet jatszahat a nemi
hormonok eltéré hatasa az intrafollikularis masodlagos hirvivék szintjére. Irodalmi adatok
szerint az 6sztron fokozza, a DHT pedig gatolja az AC mikodést —igy elobbi noveli, mig utobbi
csokkenti a cAMP szintjét (Adachi és Kano 1970). Az AGA-ban jellemz6 emelkedett DHT
szint és az erre genetikailag fokozott érzékenységgel reagalo HF-k a terminalis haj fokozott
vellus hajja torténd atalakulasat, a késobbiek soran pedig részleges vagy teljes kopaszodas
kialakulasat eredményezik (Kelly, Blanco, és Tosti 2016), melynek hatterében felmeriilhet a
DHT AC mukodést gatlo és ezaltal cAMP szintet csokkentd szerepe. Koffeinnel végzett

kisérleteink soran a néi donorok HF-i fokozott érzékenységet mutattak az alkaloid irant.
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Elképzelhetd, hogy ebben az 6sztrogének hatasara fokozott AC aktivitas miatt nagyobb cAMP
szint is szerepet jatszik. igy a koffein PDE-t gatlo hatasa révén jelentsebb mértékben emelheti
a cAMP szintet, mint a férfiak esetén, ahol az AC aktivitasa kisebb.

Az emelkedett CAMP szint a kiilonb6z6é parakrin jelatviteli utvonalak miikodésének
medialasa altal szerepet jatszhat az anagén fazis kialakitasat stimulald IGF-1 és SCF fokozott,
valamint a katagén fazist indukaldé TGF-B2 és EGF csokkent mértékii kifejez6désében. A
bemutatott eredményeink szerint ezen hajciklus szabdlyozé molekulak kifejezodésének
mértéke jelentds valtozast mutatott az adenozin és koffein kezelések hatasara. Feltételezheto,
hogy az emelkedett cAMP szint mindemellett fokozza a HF kornyezetében a mikrocirkulaciot
¢s fokozott tdpanyag és oxigén ellatast biztosit, mely nélkiilozhetetlen a HF ndvekedése és
fejlodése szempontjabol. Habar ezen gondolatok teoretikus jellegiiek a vélt hatdsmechanizmust
illetéen, az irodalomi adatokkal j6 6sszhangban elmondhatjuk, hogy egy mellékhatasok nélkiili,
azonban rendkiviil hatékonynak igérkez6 koffein és/vagy adenozin alapu terapia alkalmazasa

megoldast nydjthat az AGA-ban szenveddknek.
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OSSZEFOGLALAS

Jelen kisérleteink soran a szertedgazo fiziologiai funkcidkkal rendelkezo, lokalisan
termel0d6é purin-szarmazék adenozin, és a novényi eredetli, szintén széleskori szisztémas
hatasokat kifejteni képes, alkaloid vegyiilet, a koffein szérnovekedésben betoltott szerepét
vizsgaltuk.

Human mikrodisszektalt HF szervkultiran végzett kisérleteink eredményei alapjan
megallapitottuk, hogy az adenozin jelentés mértékben fokozza a HF-k novekedését, a MK-ak
az adenozin képes kivédeni a TGF-B2 katagén fazist-indukalo hatasat. A lehetséges jelatviteli
mechanizmusok utdn kutatva kimutattuk, hogy mind a négy ADOR altipus kifejez6dik mind
HF-kon, mind pedig izolalt ORS keratinocitakon. ORS keratinocitakon végzett génexpresszios
vizsgalataink eredménye szerint az adenozin fokozza az anagén fazist indukdlo faktorok
(IGF1R, SCF) és csokkenti a katagén-induktor TGF-B2 és EGF kifejez6dését. A latott hatasok
kifejlédéséért az ADOR medialta Gitvonalak — legféképpen az Azg —tehetdek felelGssé.

Koffeinnel végzett kisérleteink soran kimutattuk — néi és férfi donoroknal egyarant —,
hogy a TST katagén indukalo hatasat felfiiggesztvén a koffein fokozza a HF-k novekedését, a
proliferalo MK-ak szamat, valamint anagén fazist fenntart6 szereppel bir. ORS keratinocitakon
végzett kisérleteink alatdmasztottak a koffein proliferaciot fokozd és apotozist csokkentd
hatasat. Kimutattuk, hogy a koffein a hajnévekedés szabalyozasaban szerepet jatszo katagén-
induktor TGF-f2 szintjét csokkentette, mig az anagén fazis kialakitasaban szerepet jatszo IGF-
1 kifejezddését fokozta.

Eredményeink ravilagitanak az adenozin és koffein hajndvekedés szabalyozasban
betdltott kiemelkedd szerepére, hangsulyozvan ezzel potencidlis terdpids alkalmazasuk

lehetdségét.
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SUMMARY

In our current experiments we investigated the effect of two substances with multiplex
physiological roles: the locally produced purine-derivative adenosine, and the plant-derived
alkaloid caffeine, to determine their role in hair growth.

Based on the results of experiments in human microdissected HF organcultures we
determined that adenosine significantly increases HF growth, the proliferation of MKs and also
supports the anagen phase. We also confirmed that adenosine was capable of abrogating the
catagen-inducing effect of TGF-B2. While investigating the signaling pathways downstream of
adenosine application we showed that both HFs and isolated ORS keratinocytes express all four
ADOR subtypes. Gene expression studies on ORS keratinocytes proved that adenosine
increases the production of factors that induce anagen phase (IGFG1R, SCF) and, conversely,
decreases the expression of catagen inducers TGF-p2 and EGF. These effects were dependent
on ADOR-mediated pathways, predominantly Azg.

In our experiments with caffeine we showed that in both male and female donors caffeine
increased HF growth, the number of proliferating MKs and supported the anagen phase by
abrogating the catagen-inducing effect of TST. Further experiments on ORS keratinocytes
supported these findings, since caffeine treatment of these cells increased their proliferation and
decreased apoptosis. Gene expression analysis revealed that caffeine decreased the expression
of catagen-inducing TGF-B2 while increasing the expression of the anagen promoting factor
IGF-1.

Our results highlight the importance of adenosine and caffeine in the regulation of hair

growth, emphasising their potential therapeutic benefit.

82



IRODALOMJIEGYZEK

Adachi, K., és M. Kano. 1970. ,,Adenyl Cyclase in Human Hair Follicles: Its Inhibition by
Dihydrotestosterone”. Biochemical and Biophysical Research Communications 41 (4): 884-90.
https://doi.org/10.1016/0006-291x(70)90166-X.

Andl, T., K. Ahn, A. Kairo, E. Y. Chu, L. Wine-Lee, S. T. Reddy, N. J. Croft, és mtsai. 2004. ,,Epithelial
Bmprla Regulates Differentiation and Proliferation in Postnatal Hair Follicles and Is Essential
for Tooth Development”. Development (Cambridge, England) 131 (10): 2257-68.
https://doi.org/10.1242/dev.01125.

Arauz, J., M. Galicia- Moreno, P. Cortés-Reynosa, E. Pérez Salazar, és P. Muriel. 2013. ,,Coffee
Attenuates Fibrosis by Decreasing the Expression of TGF- and CTGF in a Murine Model of
Liver Damage”. Journal of Applied Toxicology: JAT 33 (9): 970-79.
https://doi.org/10.1002/jat.2788.

Arauz, J., N. Zarco, J. Segovia, M. Shibayama, V. Tsutsumi, és P. Muriel. 2014. ,,Caffeine Prevents
Experimental Liver Fibrosis by Blocking the Expression of TGF-f”. European Journal of
Gastroenterology & Hepatology 26 (2): 164-73.
https://doi.org/10.1097/MEG.0b013e3283644¢26.

Bahta, A. W., N. Farjo, B. Farjo, és M. P. Philpott. 2008. ,,Premature Senescence of Balding Dermal
Papilla Cells in Vitro Is Associated with P16(INK4a) Expression”. The Journal of Investigative
Dermatology 128 (5): 1088-94. https://doi.org/10.1038/sj.jid.5701147.

Bernard, B. A. 2012. ,,The Human Hair Follicle, a Bistable Organ?”” Experimental Dermatology 21 (6):
401-3. https://doi.org/10.1111/j.1600-0625.2012.01457 .x.

Bodo, E., T. Biro, A. Telek, G. Czifra, Z. Griger, B. I. Toth, A. Mescalchin, és mtsai. 2005. ,,A hot new
twist to hair biology - Involvement of vanilloid receptor-1 (VR1/TRPV1) signaling in human
hair growth control”. The American journal of pathology 166 (majus): 985-98.

Borbird, 1., E. Lisztes, B. I. Toth, G. Czifra, A. Olah, A. G. Széllosi, N. Szentandrassy, és mtsai. 2011.
,Activation of Transient Receptor Potential Vanilloid-3 Inhibits Human Hair Growth”. The
Journal of Investigative Dermatology 131 (8): 1605-14. https://doi.org/10.1038/jid.2011.122.

Borea, P. A., S. Gessi, S. Merighi, és K. Varani. 2016. ,,Adenosine as a Multi-Signalling Guardian Angel
in Human Diseases: When, Where and How Does It Exert Its Protective Effects?” Trends in
Pharmacological Sciences 37 (6): 419-34. https://doi.org/10.1016/j.tips.2016.02.006.

Borea, P. A., K. Varani, F. Vincenzi, P. G. Baraldi, M. A. Tabrizi, S. Merighi, és S. Gessi. 2015. ,,The
A3 Adenosine Receptor: History and Perspectives”. Pharmacological Reviews 67 (1): 74-102.
https://doi.org/10.1124/pr.113.008540.

Boswell-Smith, V., D. Spina, és C. P. Page. 2006. ,,Phosphodiesterase inhibitors”. British Journal of
Pharmacology 147 (Suppl 1): S252-57. https://doi.org/10.1038/sj.bjp.0706495.

Bouma, M. G., R. K. Stad, F. A. van den Wildenberg, és W. A. Buurman. 1994. , Differential Regulatory
Effects of Adenosine on Cytokine Release by Activated Human Monocytes”. Journal of
Immunology (Baltimore, Md.: 1950) 153 (9): 4159-68.

Brandner, J. M., M. J. Behne, B. Huesing, és 1. Moll. 2006. ,,Caffeine Improves Barrier Function in
Male Skin”. International Journal of Cosmetic Science 28 (5): 343-47.
https://doi.org/10.1111/j.1467-2494.2006.00346.X.

Breitkopf, T., G. Leung, M. Yu, E. Wang, és K. J. McElwee. 2013. ,,The Basic Science of Hair Biology:
What Are the Causal Mechanisms for the Disordered Hair Follicle?”” Dermatologic Clinics 31
(1): 1-19. https://doi.org/10.1016/j.det.2012.08.006.

Brownell, 1., E. Guevara, C. B. Bai, C. A. Loomis, és A. L. Joyner. 2011. ,,Nerve-Derived Sonic
Hedgehog Defines a Niche for Hair Follicle Stem Cells Capable of Becoming Epidermal Stem
Cells”. Cell Stem Cell 8 (5): 552-65. https://doi.org/10.1016/j.stem.2011.02.021.

Buffoli, B., F. Rinaldi, M. Labanca, E. Sorbellini, A. Trink, E. Guanziroli, R. Rezzani, és L. F. Rodella.
2014. ,,The Human Hair: From Anatomy to Physiology”. International Journal of Dermatology
53 (3): 331-41. https://doi.org/10.1111/ijd.12362.

83



Burlando, B. 2010. ,,Herbal Principles in Cosmetics: Properties and Mechanisms of Action”. CRC Press.
2010. janius 23. https://www.crcpress.com/Herbal-Principles-in-Cosmetics-Properties-and-
Mechanisms-of-Action/Burlando-Verotta-Cornara-Bottini-Massa/p/book/9781439812136.

Burnstock, G. 2012. ,,Purinergic Signalling: Its Unpopular Beginning, Its Acceptance and Its Exciting
Future”. BioEssays: News and Reviews in Molecular, Cellular and Developmental Biology 34
(3): 218-25. https://doi.org/10.1002/bies.201100130.

Burnstock, G., G. E. Knight, és A. V. H. Greig. 2012. ,,Purinergic Signaling in Healthy and Diseased
Skin”.  The Journal of Investigative Dermatology 132 (3 Pt 1): 526-46.
https://doi.org/10.1038/jid.2011.344.

Bussoletti, C, F Mastropietro, M.V. Tolaini, és L. Celleno. 2010. ,,Use of a caffeine shampoo for the
treatment of male androgenetic alopecia”. Journal of Applied Cosmetology 28 (oktdber): 153—
62.

,Caffeine: Cognitive and Physical Performance Enhancer or Psychoactive Drug?” é. n. 2019. aprilis 30.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4462044/.

Cappelletti, S., D. Piacentino, P. Daria, G. Sani, és M. Aromatario. 2015. ,,Caffeine: Cognitive and
Physical Performance Enhancer or Psychoactive Drug?” Current Neuropharmacology 13 (1):
71-88. https://doi.org/10.2174/1570159X13666141210215655.

Chen, J. F., H. K. Eltzschig, és B. B. Fredholm. 2013. ,,Adenosine Receptors as Drug Targets--What
Are the Challenges?” Nature Reviews. Drug Discovery 12 (4): 265-86.
https://doi.org/10.1038/nrd3955.

Cheng, C. C., K. Tsutsui, T. Taguchi, N. Sanzen, A. Nakagawa, K. Kakiguchi, S. Yonemura, és mtsai.
2018. ,,Hair Follicle Epidermal Stem Cells Define a Niche for Tactile Sensation”. ELife 7.
https://doi.org/10.7554/eLife.38883.

Chesley, A., E. Hultman, és L. L. Spriet. 1995. ,Effects of Epinephrine Infusion on Muscle
Glycogenolysis during Intense Aerobic Exercise”. The American Journal of Physiology 268 (1
Pt 1): E127-134. https://doi.org/10.1152/ajpendo.1995.268.1.E127.

Conney, A. H., P. Kramata, Y. R. Lou, és Y. P. Lu. 2008. , Effect of Caffeine on UVB-Induced
Carcinogenesis, Apoptosis, and the Elimination of UVB-Induced Patches of P53 Mutant
Epidermal Cells in SKH-1 Mice”. Photochemistry and Photobiology 84 (2): 330-38.
https://doi.org/10.1111/j.1751-1097.2007.00263.X.

Cowan, K. N., S. Langlois, S. Penuela, B. J. Cowan, és D. W. Laird. 2012. ,,Pannexinl and Pannexin3
Exhibit Distinct Localization Patterns in Human Skin Appendages and Are Regulated during
Keratinocyte Differentiation and Carcinogenesis”. Cell Communication & Adhesion 19 (3-4):
45-53. https://doi.org/10.3109/15419061.2012.712575.

Cunha, R. A. 2001. ,,Adenosine as a Neuromodulator and as a Homeostatic Regulator in the Nervous
System: Different Roles, Different Sources and Different Receptors”. Neurochemistry
International 38 (2): 107-25.

Dhurat, R. P, és D. J. Deshpande. 2010. ,,Loose Anagen Hair Syndrome”. International Journal of
Trichology 2 (2): 96-100. https://doi.org/10.4103/0974-7753.77513.

Faas, M. M., T. Séez, és P. de Vos. 2017. , Extracellular ATP and Adenosine: The Yin and Yang in
Immune Responses?” Molecular Aspects of Medicine 55: 9-19.
https://doi.org/10.1016/j.mam.2017.01.002.

Ferndndez, P., M. Perez-Aso, G. Smith, T. Wilder, S. Trzaska, L. Chiriboga, A. Franks, S. C. Robson,
B. N. Cronstein, ¢s E. S. L. Chan. 2013. , Extracellular Generation of Adenosine by the
Ectonucleotidases CD39 and CD73 Promotes Dermal Fibrosis”. The American Journal of
Pathology 183 (6): 1740-46. https://doi.org/10.1016/j.ajpath.2013.08.024.

Ferreira, J. M., és R. Paes-de-Carvalho. 2001. ,,Long-Term Activation of Adenosine A(2a) Receptors
Blocks Glutamate Excitotoxicity in Cultures of Avian Retinal Neurons”. Brain Research 900
(2): 169-76. https://doi.org/10.1016/s0006-8993(01)02279-x.

Fischer, T. W., U. C. Hipler, és P. Elsner. 2007. ,,Effect of Caffeine and Testosterone on the Proliferation
of Human Hair Follicles in Vitro”. International Journal of Dermatology 46 (1): 27-35.
https://doi.org/10.1111/j.1365-4632.2007.03119.x.

Foitzik, K., G. Lindner, S. Mueller-Roever, M. Maurer, N. Botchkareva, V. Botchkarev, B. Handjiski,
és mtsai. 2000. ,,Control of Murine Hair Follicle Regression (Catagen) by TGF-Betal in Vivo”.

84



FASEB Journal: Official Publication of the Federation of American Societies for Experimental
Biology 14 (5): 752-60. https://doi.org/10.1096/fasebj.14.5.752.

Fredholm, B. B., A. P. IJzerman, K. A. Jacobson, K. N. Klotz, és J. Linden. 2001. ,,International Union
of Pharmacology. XXV. Nomenclature and Classification of Adenosine Receptors”.
Pharmacological Reviews 53 (4): 527-52.

Fredholm, B. B., A. P. IJzerman, K. A. Jacobson, J. Linden, és C. E. Miiller. 2011. ,,International Union
of Basic and Clinical Pharmacology. LXXXI. Nomenclature and Classification of Adenosine
Receptors--an Update”. Pharmacological Reviews 63 (2): 1-34.
https://doi.org/10.1124/pr.110.003285.

Furtado, K. S., M. G. Prado, M. A. A. E Silva, M. C. Dias, D. P. Rivelli, M. A. M. Rodrigues, és L. F.
Barbisan. 2012. ,,Coffee and Caffeine Protect against Liver Injury Induced by Thioacetamide
in Male Wistar Rats”. Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology 111 (5): 339-47.
https://doi.org/10.1111/j.1742-7843.2012.00903.x.

Garattini, S. 1993. Caffeine, Coffee, and Health. New York: Raven Press.
http://books.google.com/books?id=MFBrAAAAMAAJ.

Gherardini, J., J. Wegner, J. Chéret, S. Ghatak, J. Lehmann, M. Alam, F. Jimenez, és mtsai. 2019.
,»ransepidermal UV Radiation of Scalp Skin Ex Vivo Induces Hair Follicle Damage That Is
Alleviated by the Topical Treatment with Caffeine”. International Journal of Cosmetic Science
41 (2): 164-82. https://doi.org/10.1111/ics.12521.

Gilhar, A., A. G. Schrum, A. Etzioni, H. Waldmann, és R. Paus. 2016. ,,Alopecia areata: Animal models
illuminate autoimmune pathogenesis and novel immunotherapeutic strategies”. Autoimmunity
reviews 15 (7): 726-35. https://doi.org/10.1016/j.autrev.2016.03.008.

Golpour, M., H. Rabbani, D. Farzin, és F Azizi. 2013. ,,Comparing the effectiveness of local solution of
minoxidil and caffeine 2.5% with local solution of minoxidil 2.5% in treatment of androgenetic
alopecia”. Journal of Mazandaran University of Medical Sciences 23: 29-36.

Goren, A. és T. Naccarato. 2018. ,,Minoxidil in the Treatment of Androgenetic Alopecia”. Dermatologic
Therapy 31 (5): €12686. https://doi.org/10.1111/dth.12686.

Goren, A., J. Shapiro, J. Roberts, J. McCoy, N. Desai, Z. Zarrab, A. Pietrzak és T. Lotti. 2015. ,,Clinical
Utility and Validity of Minoxidil Response Testing in Androgenetic Alopecia”. Dermatologic
Therapy 28 (1): 13-16. https://doi.org/10.1111/dth.12164.

Green, D. R. és J. C. Reed. 1998. , Mitochondria and Apoptosis”. Science (New York, N.Y.) 281 (5381):
1309-12. https://doi.org/10.1126/science.281.5381.1309.

Gressner, O. A., B. Lahme, K. Rehbein, M. Siluschek, R. Weiskirchen és A. M. Gressner. 2008.
,Pharmacological Application of Caffeine Inhibits TGF-Beta-Stimulated Connective Tissue
Growth Factor Expression in Hepatocytes via PPARgamma and SMAD2/3-Dependent
Pathways”. Journal of Hepatology 49 (5): 758-67. https://doi.org/10.1016/j.jhep.2008.03.029.

Grgic, J., E. T. Trexler, B. Lazinica és Z. Pedisic. 2018. ,,Effects of Caffeine Intake on Muscle Strength
and Power: A Systematic Review and Meta-Analysis”. Journal of the International Society of
Sports Nutrition 15: 11. https://doi.org/10.1186/5s12970-018-0216-0.

Gupta, M. és V. Mysore. 2016. ,,Classifications of Patterned Hair Loss: A Review”. Journal of
Cutaneous and Aesthetic Surgery 9 (1): 3—12. https://doi.org/10.4103/0974-2077.178536.

Hansen, L. A., N. Alexander, M. E. Hogan, J. P. Sundberg, A. Dlugosz, D. W. Threadgill, T. Magnuson
¢és S. H. Yuspa. 1997. ,,Genetically Null Mice Reveal a Central Role for Epidermal Growth
Factor Receptor in the Differentiation of the Hair Follicle and Normal Hair Development”. The
American Journal of Pathology 150 (6): 1959-75.

Hasko, Gy. és P. Pacher. 2008. ,,A2A Receptors in Inflammation and Injury: Lessons Learned from
Transgenic ~ Animals”.  Journal of Leukocyte Biology 83 (3): 447-55.
https://doi.org/10.1189/j1b.0607359.

Headington, J. T. 1987. ,,Hair Follicle Biology and Topical Minoxidil: Possible Mechanisms of Action”.
Dermatologica 175 Suppl 2: 19-22.

Heard, C. M., S. Johnson, G. Moss, és C. P. Thomas. 2006. ,,In Vitro Transdermal Delivery of Caffeine,
Theobromine, Theophylline and Catechin from Extract of Guarana, Paullinia Cupana”.
International Journal of Pharmaceutics 317 (2): 26-31.
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2006.02.042.

85



Hébert, J. M., T. Rosenquist, J. Gotz, €¢s G. R. Martin. 1994. ,,FGF5 as a Regulator of the Hair Growth
Cycle: Evidence from Targeted and Spontaneous Mutations”. Cell 78 (6): 1017-25.
https://doi.org/10.1016/0092-8674(94)90276-3.

Herman, A., és A. P. Herman. 2013. ,,Caffeine’s Mechanisms of Action and Its Cosmetic Use”. Skin
Pharmacology and Physiology 26 (1): 8-14. https://doi.org/10.1159/000343174.

Higgins, C. A., G. E. Westgate és Colin A. B. Jahoda. 2009. ,,From Telogen to Exogen: Mechanisms
Underlying Formation and Subsequent Loss of the Hair Club Fiber”. The Journal of
Investigative Dermatology 129 (9): 2100-2108. https://doi.org/10.1038/jid.2009.66.

Huang, Z. L., W. M. Qu, N. Eguchi, J. F. Chen, M. A. Schwarzschild, B. B. Fredholm, Y. Urade és O.
Hayaishi. 2005. ,,Adenosine A2A, but Not Al, Receptors Mediate the Arousal Effect of
Caffeine”. Nature Neuroscience 8 (7): 858-59. https://doi.org/10.1038/nn1491.

Hwang, K. A., Y. L. Hwang, M. H. Lee, N. R. Kim, S. S. Roh, Y. Lee, C. D. Kim, J. H. Lee és K. C.
Choi. 2012. ,,Adenosine Stimulates Growth of Dermal Papilla and Lengthens the Anagen Phase
by Increasing the Cysteine Level via Fibroblast Growth Factors 2 and 7 in an Organ Culture of
Mouse Vibrissae Hair Follicles”. International Journal of Molecular Medicine 29 (2): 195-201.
https://doi.org/10.3892/ijmm.2011.817.

lino, M., R. Ehama, Y. Nakazawa, T. Iwabuchi, M. Ogo, M. Tajima ¢s S. Arase. 2007. ,,Adenosine
Stimulates Fibroblast Growth Factor-7 Gene Expression via Adenosine A2b Receptor Signaling
in Dermal Papilla Cells”. The Journal of Investigative Dermatology 127 (6): 1318-25.
https://doi.org/10.1038/sj.jid.5700728.

Islamoglu, Z. G. K., és H. C. Altinyazar. 2019. ,,Effects of Isotretinoin on the Hair Cycle”. Journal of
Cosmetic Dermatology 18 (2): 647-51. https://doi.org/10.1111/jocd.12800.

Iwabuchi, T., R. Ideta, R. Ehama, H. Yamanishi, M. lino, Y. Nakazawa, T. Kobayashi, M. Ohyama és
J. Kishimoto. 2016. ,,Topical Adenosine Increases the Proportion of Thick Hair in Caucasian
Men with Androgenetic Alopecia”. The Journal of Dermatology 43 (5): 567-70.
https://doi.org/10.1111/1346-8138.13159.

Jacobson, K. A. és Z. G. Gao. 2006. ,,Adenosine Receptors as Therapeutic Targets”. Nature Reviews.
Drug Discovery 5 (3): 247-64. https://doi.org/10.1038/nrd1983.

Kéarpati  S.  2019. ,Borgyogyaszat és  veneroldgia”.  2019.  https://www.medicina-
kiado.hu/kiadvanyaink/szak-es-tankonyvek/borgyogyaszat/borgyogyaszat-es-venerologia-2-
javitott-kiadas/.

Keegan, A., L. M. Liao, és M. Boyle. 2003. ,,Hirsutism: A Psychological Analysis”. Journal of Health
Psychology 8 (3): 327-45. https://doi.org/10.1177/13591053030083004.

Kelly, Y., A. Blanco és A. Tosti. 2016. ,,Androgenetic Alopecia: An Update of Treatment Options”.
Drugs 76 (14): 1349-64. https://doi.org/10.1007/s40265-016-0629-5.

Keren, A., A. Shemer, Y. Ullmann, R. Paus és A. Gilhar. 2015. ,,The PDE4 Inhibitor, Apremilast,
Suppresses Experimentally Induced Alopecia Areata in Human Skin in Vivo”. Journal of
Dermatological Science 77 (1): 74-76. https://doi.org/10.1016/j.jdermsci.2014.11.009.

Kerrigan, S. és T. Lindsey. 2005. ,,Fatal Caffeine Overdose: Two Case Reports”. Forensic Science
International 153 (1): 67-69. https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2005.04.016.

Kim, C., J. Shim, S. Han és I. Chang. 2002. ,The Skin-Permeation-Enhancing Effect of
Phosphatidylcholine: Caffeine as a Model Active Ingredient”. Journal of Cosmetic Science 53
(6): 363-74.

King, A. E., M. A. Ackley, C. E. Cass, J. D. Young és S. A. Baldwin. 2006. ,,Nucleoside Transporters:
From Scavengers to Novel Therapeutic Targets”. Trends in Pharmacological Sciences 27 (8):
416-25. https://doi.org/10.1016/j.tips.2006.06.004.

Kloepper, J. E., K. Sugawara, Y. Al-Nuaimi, E. Gaspar, N. van Beek és R. Paus. 2010. ,,Methods in
Hair Research: How to Objectively Distinguish between Anagen and Catagen in Human Hair
Follicle = Organ  Culture”. Experimental Dermatology 19  (3): 305-12.
https://doi.org/10.1111/j.1600-0625.2009.00939.x.

Lademann, J., H. Richter, S. Schanzer, A. Klenk, W. Sterry és A. Patzelt. 2010. ,,Analysis of the
Penetration of a Caffeine Containing Shampoo into the Hair Follicles by in Vivo Laser Scanning
Microscopy”. Laser Physics 20 (2): 551-56. https://doi.org/10.1134/S1054660X10030102.

86



Langan, E. A., M. P. Philpott, J. E. Kloepper és R. Paus. 2015. ,,Human Hair Follicle Organ Culture:
Theory, Application and Perspectives”. Experimental Dermatology 24 (12): 903-11.
https://doi.org/10.1111/exd.12836.

Lazarowski, E. R. 2012. ,,Vesicular and Conductive Mechanisms of Nucleotide Release”. Purinergic
Signalling 8 (3): 359-73. https://doi.org/10.1007/s11302-012-9304-9.

Lee, R. A. é M. J. Balick. 2006. ,Rx: Caffeine”. EXPLORE 2 (1): 55-59.
https://doi.org/10.1016/j.explore.2005.10.012.

Li, J. M, R. A. Fenton, H. B. Wheeler, C. C. Powell, B. D. Peyton, B. S. Cutler és J. G. Dobson. 1998.
,,Adenosine A2a Receptors Increase Arterial Endothelial Cell Nitric Oxide”. The Journal of
Surgical Research 80 (2): 357-64.

Li, M., A. Marubayashi, Y. Nakaya, K. Fukui és S. Arase. 2001. ,,Minoxidil-Induced Hair Growth Is
Mediated by Adenosine in Cultured Dermal Papilla Cells: Possible Involvement of Sulfonylurea
Receptor 2B as a Target of Minoxidil”. The Journal of Investigative Dermatology 117 (6):
1594-1600. https://doi.org/10.1046/j.0022-202x.2001.01570.x.

Liao, C. P., R. C. Booker, S. J. Morrison és L. Q. Le. 2017. ,,Identification of hair shaft progenitors that
create a niche for hair pigmentation”. Genes & Development 31 (8): 744-56.
https://doi.org/10.1101/gad.298703.117.

Limat, A. és F. K. Noser. 1986. ,,Serial Cultivation of Single Keratinocytes from the Outer Root Sheath
of Human Scalp Hair Follicles”. The Journal of Investigative Dermatology 87 (4): 485-88.
https://doi.org/10.1111/1523-1747.ep12455548.

Linden, J. 2005. ,,Adenosine in Tissue Protection and Tissue Regeneration”. Molecular Pharmacology
67 (5): 1385-87. https://doi.org/10.1124/mol.105.011783.

Magerl, M., R. Paus, N. Farjo, S. Miiller-R6ver, E. M. J. Peters, K. Foitzik és D. J. Tobin. 2004.
,Limitations of Human Occipital Scalp Hair Follicle Organ Culture for Studying the Effects of
Minoxidil as a Hair Growth Enhancer”. Experimental Dermatology 13 (10): 635-42.
https://doi.org/10.1111/j.0906-6705.2004.00207.X.

Marchese, C., J. Rubin, D. Ron, A. Faggioni, M. R. Torrisi, A. Messina, L. Frati és S. A. Aaronson.
1990. ,,Human Keratinocyte Growth Factor Activity on Proliferation and Differentiation of
Human Keratinocytes: Differentiation Response Distinguishes KGF from EGF Family”.
Journal of Cellular Physiology 144 (2): 326-32. https://doi.org/10.1002/jcp.1041440219.

McNeil Products Ltd. 2018. ,,Regaine for Men Extra Strength - Summary of Product Characteristics
(SmPC) - (eMC)”. 2018. majus 10. https://www.medicines.org.uk/emc/medicine/16535.

Mendonga, A. és J. A. Ribeiro. 2001. ,,Adenosine and Synaptic Plasticity”. Drug Development Research
52 (1-2): 283-90. https://doi.org/10.1002/ddr.1125.

Mikhaylov, D., A. Pavel, C. Yao, G. Kimmel, J. Nia, P. Hashim, A. S. Vekaria és mtsai. 2019. ,,A
Randomized Placebo-Controlled Single-Center Pilot Study of the Safety and Efficacy of
Apremilast in Subjects with Moderate-to-Severe Alopecia Areata”. Archives of Dermatological
Research 311 (1): 29-36. https://doi.org/10.1007/s00403-018-1876-y.

Nawrot, P., S. Jordan, J. Eastwood, J. Rotstein, A. Hugenholtz és M. Feeley. 2003. ,,Effects of Caffeine
on Human Health”. Food Additives and Contaminants 20 (1): 1-30.
https://doi.org/10.1080/0265203021000007840.

Nehlig, A., J. L. Daval és G. Debry. 1992. ,,Caffeine and the Central Nervous System: Mechanisms of
Action, Biochemical, Metabolic and Psychostimulant Effects”. Brain Research. Brain Research
Reviews 17 (2): 139-70.

Oh, J. W., J. Kloepper, E. A. Langan, Y. Kim, J. Yeo, M. J. Kim, T. C. Hsi és mtsai. 2016. ,,A guide to
studying human hair follicle cycling in vivo”. The Journal of investigative dermatology 136 (1):
34-44. https://doi.org/10.1038/J1D.2015.354.

Olah, A., B. I. Toth, I. Borbiro, K. Sugawara, A. G. Szollési, G. Czifra, B. Pal és mtsai. 2014.
,»Cannabidiol Exerts Sebostatic and Antiinflammatory Effects on Human Sebocytes”. The
Journal of Clinical Investigation 124 (9): 3713-24. https://doi.org/10.1172/JC164628.

Otberg, N., A. Patzelt, U. Rasulev, T. Hagemeister, M. Linscheid, R. Sinkgraven, W. Sterry és J.
Lademann. 2008. ,,The Role of Hair Follicles in the Percutancous Absorption of Caffeine”.
British Journal of Clinical Pharmacology 65 (4): 488-92. https://doi.org/10.1111/j.1365-
2125.2007.03065.x.

87



Oura, H., M. Tino, Y. Nakazawa, M. Tajima, R. Ideta, Y. Nakaya, S. Arase és J. Kishimoto. 2008.
,Adenosine Increases Anagen Hair Growth and Thick Hairs in Japanese Women with Female
Pattern Hair Loss: A Pilot, Double-Blind, Randomized, Placebo-Controlled Trial”. The Journal
of Dermatology 35 (12): 763-67. https://doi.org/10.1111/j.1346-8138.2008.00564.x.

Panteleyev, A. A,, C. A. Jahoda és A. M. Christiano. 2001. ,,Hair Follicle Predetermination”. Journal
of Cell Science 114 (Pt 19): 3419-31.

Pardo, M., L. Lopez-Cruz, O. Valverde, C. Ledent, Y. Baqi, C. E. Miiller, J. D. Salamone és M. Correa.
2012. ,,Adenosine A2A Receptor Antagonism and Genetic Deletion Attenuate the Effects of
Dopamine D2 Antagonism on Effort-Based Decision Making in Mice”. Neuropharmacology
62 (5-6): 2068-77. https://doi.org/10.1016/j.neuropharm.2011.12.033.

Park, S., J. S. Jang és S. M. Hong. 2007. ,,Long-Term Consumption of Caffeine Improves Glucose
Homeostasis by Enhancing Insulinotropic Action through Islet Insulin/Insulin-like Growth
Factor 1 Signaling in Diabetic Rats”. Metabolism: Clinical and Experimental 56 (5): 599-607.
https://doi.org/10.1016/j.metabol.2006.12.004.

Paus, R. 1998. ,,Principles of Hair Cycle Control”. The Journal of Dermatology 25 (12): 793-802.

Paus, R., P. Arck és S. Tiede. 2008. ,,(Neuro-)endocrinology of epithelial hair follicle stem cells”.
Molecular and cellular endocrinology 288 (julius): 38-51.
https://doi.org/10.1016/j.mce.2008.02.023.

Paus, R. és G. Cotsarelis. 1999. ,,The Biology of Hair Follicles”. The New England journal of medicine
341 (szeptember): 491-97. https://doi.org/10.1056/NEJM199908123410706.

Paus, R., N. Tto, M. Takigawa és T. Ito. 2003. ,,The Hair Follicle and Immune Privilege”. The Journal
of  Investigative  Dermatology.  Symposium  Proceedings 8  (2):  188-94.
https://doi.org/10.1046/j.1087-0024.2003.00807.X.

Paus, R., E. A. Langan, S. Vidali, Y. Ramot és B. Andersen. 2014. ,,Neuroendocrinology of the Hair
Follicle: Principles and Clinical Perspectives”. Trends in Molecular Medicine 20 (10): 559-70.
https://doi.org/10.1016/j.molmed.2014.06.002.

Paus, R., B. J. Nickoloff és T. Ito. 2005. ,,A »hairy« Privilege”. Trends in Immunology 26 (1): 32-40.
https://doi.org/10.1016/j.it.2004.09.014.

Peleli, M. és M. Carlstrom. 2017. ,,Adenosine Signaling in Diabetes Mellitus and Associated
Cardiovascular and Renal Complications”. Molecular Aspects of Medicine 55: 62-74.
https://doi.org/10.1016/j.mam.2016.12.001.

Philpott, M. P., M. R. Green és T. Kealey. 1990. ,,Human Hair Growth in Vitro”. Journal of Cell Science
97 (Pt 3): 463-71.

Philpott, M. P., D. Sanders, G. E. Westgate és T. Kealey. 1994. ,,Human Hair Growth in Vitro: A Model
for the Study of Hair Follicle Biology”. Journal of Dermatological Science 7 Suppl (jtlius):
S55-72.

Philpott, M. P. 2018. ,,Culture of the Human Pilosebaceous Unit, Hair Follicle and Sebaceous Gland”.
Experimental Dermatology 27 (5): 571-77. https://doi.org/10.1111/exd.13669.

Poltev, V., E. Rodriguez, T. Grokhlina, A. Teplukhin, A. Deriabina és E. Gonzalez. 2010.
,»Computational Study of Molecular Mechanisms of Caffeine Actions”. In .

Ramot, Y., M. Alam, A. Olah, T. Biro, L. Ponce, J. Chéret, M. Bertolini és Ralf Paus. 2018. ,,Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor-y-Mediated Signaling Regulates Mitochondrial Energy
Metabolism in Human Hair Follicle Epithelium”. The Journal of Investigative Dermatology 138
(7): 1656-59. https://doi.org/10.1016/j.jid.2018.01.033.

Randall, V. A. és N. V. Botchkareva. 2009. ,,Chapter 1 - The Biology of Hair Growth”. In Cosmetics
Applications of Laser & Light-Based Systems, szerkesztette Gurpreet S. Ahluwalia, 3-35.
Personal Care & Cosmetic Technology. Boston: William Andrew Publishing.
https://doi.org/10.1016/B978-0-8155-1572-2.50006-3.

Reynolds, A. J. és C. A. Jahoda. 1996. ,Hair Matrix Germinative Epidermal Cells Confer Follicle-
Inducing Capabilities on Dermal Sheath and High Passage Papilla Cells”. Development
(Cambridge, England) 122 (10): 3085-94.

Reynolds, A. J., C. Lawrence, P. B. Cserhalmi-Friedman, A. M. Christiano és C. A. Jahoda. 1999.
»Irans-Gender Induction of Hair Follicles”. Nature 402 (6757): 33-34.
https://doi.org/10.1038/46938.

88



Rosenbaum, D. M., S. G. F. Rasmussen és B. K. Kobilka. 2009. ,, The structure and function of G-
protein-coupled receptors”. Nature 459 (7245): 356-63. https://doi.org/10.1038/nature08144.

Ross, M. H., 2007. Szovettan. Medicina Konyvkiado Zrt.
https://www.libri.hu/konyv/michael_h_ross.szovettan.html.

Salvatore, C. A., M. A. Jacobson, H. E. Taylor, J. Linden és R. G. Johnson. 1993. , Molecular Cloning
and Characterization of the Human A3 Adenosine Receptor”. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 90 (21): 10365-69.
https://doi.org/10.1073/pnas.90.21.10365.

Schmidt-Ullrich, R. és R. Paus. 2005. ,Molecular Principles of Hair Follicle Induction and
Morphogenesis”. BioEssays: News and Reviews in Molecular, Cellular and Developmental
Biology 27 (3): 247-61. https://doi.org/10.1002/bies.20184.

Schneider, M. R., R. Schmidt-Ullrich és R. Paus. 2009. ,,The Hair Follicle as a Dynamic Miniorgan”.
Current Biology: CB 19 (3): R132-142. https://doi.org/10.1016/j.cub.2008.12.005.

Scholzen, T. és J. Gerdes. 2000. ,,The Ki-67 Protein: From the Known and the Unknown”. Journal of
Cellular Physiology 182 3): 311-22. https://doi.org/10.1002/(SIC1)1097-
4652(200003)182:3<311::AID-JCP1>3.0.C0O;2-9.

Schulte, G. és B. B. Fredholm. 2003. ,,Signalling from Adenosine Receptors to Mitogen-Activated
Protein Kinases”. Cellular Signalling 15 (9): 813-27.

Sebastiao, A. M. és J. A. Ribeiro. 2000. ,,Fine-Tuning Neuromodulation by Adenosine”. Trends in
Pharmacological Sciences 21 (9): 341-46.

Shakeel, F. és W. Ramadan. 2010. ,,Transdermal Delivery of Anticancer Drug Caffeine from Water-in-
Oil Nanoemulsions”. Colloids and Surfaces. B, Biointerfaces 75 (1): 356-62.
https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2009.09.010.

Sheikh A. A., A. Saifuddin. 2015. ,,A New Topical Formulation of Minoxidil and Finasteride Improves
Hair Growth in Men with Androgenetic Alopecia”. Journal of Clinical & Experimental
Dermatology Research 06. https://doi.org/10.4172/2155-9554.1000253.

Sheth, S., R. Brito, D. Mukherjea, L. P. Rybak és V. Ramkumar. 2014. ,,Adenosine Receptors:
Expression, Function and Regulation”. International Journal of Molecular Sciences 15 (2):
2024-52. https://doi.org/10.3390/ijms15022024.

Silva-Vilches, C., S. Ring, J. Schrader, B. E. Clausen, H. C. Probst, F. Melchior, H. Schild, A. Enk ¢és
K. Mahnke. 2019. ,,Production of Extracellular Adenosine by CD73+ Dendritic Cells Is Crucial
for Induction of Tolerance in Contact Hypersensitivity Reactions”. The Journal of Investigative
Dermatology 139 (3): 541-51. https://doi.org/10.1016/j.jid.2018.10.016.

Sisto, T, C Bussoletti és L. Celleno. 2013. , Efficacy of a cosmetic caffeine shampoo in androgenetic
alopecia management. IT Note”. Journal of Applied Cosmetology 31: 57—66.

Soma, T., Y. Tsuji és T. Hibino. 2002. ,,Involvement of Transforming Growth Factor-Beta2 in Catagen
Induction during the Human Hair Cycle”. The Journal of Investigative Dermatology 118 (6):
993-97. https://doi.org/10.1046/j.1523-1747.2002.01746.X.

Stenn, K. S. és R. Paus. 2001. ,,Controls of Hair Follicle Cycling”. Physiological Reviews 81 (1): 449—
94, https://doi.org/10.1152/physrev.2001.81.1.449.

Stevens, J. és S. Khetarpal. 2018. ,,Platelet-rich plasma for androgenetic alopecia: A review of the
literature and proposed treatment protocol”. International Journal of Women’s Dermatology 5
(1): 46-51. https://doi.org/10.1016/j.ijwd.2018.08.004.

Suarez-Farinas, M., B. Ungar, S. Noda, A. Shroff, Y. Mansouri, J. Fuentes-Duculan, A. Czernik és
mtsai. 2015. ,,Alopecia Areata Profiling Shows TH1, TH2, and IL-23 Cytokine Activation
without Parallel TH17/TH22 Skewing”. The Journal of Allergy and Clinical Immunology 136
(5): 1277-87. https://doi.org/10.1016/j.jaci.2015.06.032.

Sun, T. T., G. Cotsarelis és R. M. Lavker. 1991. ,,Hair Follicular Stem Cells: The Bulge-Activation
Hypothesis”.  The Journal of Investigative Dermatology 96 (5): 77S-78S.
https://doi.org/10.1111/1523-1747.ep12471959.

Szabd, I. L., E. Herczeg-Lisztes, G. Béke, K. F. Téth, R. Paus, A. Olah, és T. Bir6. 2019. ,,The
Phytocannabinoid (-)-Cannabidiol (CBD) Operates as a Complex, Differential Modulator of
Human Hair Growth: Anti-Inflammatory Submicromolar versus Hair Growth Inhibitory
Micromolar  Effects”.  The  Journal of Investigative  Dermatology,  jtlius.
https://doi.org/10.1016/j.jid.2019.07.690.

89



Szabo, I. L., E. Herczeg-Lisztes, A. Szegedi, B. Nemes, R. Paus, T. Biro és A. G. Szoll6si. 2019.
,»TRPV4 Is Expressed in Human Hair Follicles and Inhibits Hair Growth In Vitro”. The Journal
of Investigative Dermatology 139 (6): 1385-88. https://doi.org/10.1016/j.jid.2018.11.020.

Teichmann, A., H. Richter, F. Knorr, Ch Antoniou, W. Sterry és J. Lademann. 2007. ,,Investigation of
the Penetration and Storage of a Shampoo Formulation Containing Caffeine into the Hair
Follicles by in Vivo Laser Scanning Microscopy”. Laser Physics Letters 4 (6): 464.
https://doi.org/10.1002/1apl.200710007.

Telek, A., T. Biro, E. Bodo, B. 1. Toth, 1. Borbird, G. Kunos és R. Paus. 2007. ,,Inhibition of Human
Hair Follicle Growth by Endo- and Exocannabinoids”. FASEB Journal: Official Publication of
the Federation of American Societies for Experimental Biology 21 (13): 3534-41.
https://doi.org/10.1096/fj.06-7689com.

Toéth, B. L., Sz. Benkd, A. G. Sz6116si, L. Kovéacs, E. Rajnavolgyi és T. Bird. 2009. ,, Transient Receptor
Potential Vanilloid-1 Signaling Inhibits Differentiation and Activation of Human Dendritic
Cells”. FEBS Letters 583 (10): 1619-24. https://doi.org/10.1016/j.febslet.2009.04.031.

Téth, K. F., D. Adam, T. Bir6 és A. Olah. 2019. ,,Cannabinoid Signaling in the Skin: Therapeutic
Potential of the »C(Ut)Annabinoid« System”. Molecules (Basel, Switzerland) 24 (5).
https://doi.org/10.3390/molecules24050918.

Trauer, S., J. Lademann, F. Knorr, H. Richter, M. Liebsch, C. Rozycki, G. Balizs, R. Biittemeyer, M.
Linscheid és A. Patzelt. 2010. ,,Development of an in Vitro Modified Skin Absorption Test for
the Investigation of the Follicular Penetration Pathway of Caffeine”. Skin Pharmacology and
Physiology 23 (6): 320-27. https://doi.org/10.1159/000313514.

Trauer, S., A. Patzelt, N. Otberg, F. Knorr, C. Rozycki, G. Balizs, R. Biittemeyer, M. Linscheid, M.
Liebsch és J. Lademann. 2009. ,,Permeation of Topically Applied Caffeine through Human
Skin--a Comparison of in Vivo and in Vitro Data”. British Journal of Clinical Pharmacology
68 (2): 181-86. https://doi.org/10.1111/j.1365-2125.2009.03463.X.

Tsianakas, A., B. Hiising ¢s 1. Moll. 2005. ,,An ex vivo model of male skin—caffeine conteracts
testosterone effects”. Arch Dermatol Res 296: 450.

Van der Graaf, P. H., E. A. Van Schaick, S. A. Visser, H. J. De Greef, A. P. ljzerman és M. Danhof.
1999. ,Mechanism-Based Pharmacokinetic-Pharmacodynamic Modeling of Antilipolytic
Effects of Adenosine A(1) Receptor Agonists in Rats: Prediction of Tissue-Dependent Efficacy
in Vivo”. The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 290 (2): 702-9.

Watanabe, Y., T. Nagashima, N. Hanzawa, A. Ishino, Y. Nakazawa, M. Ogo, T. Iwabuchi és M. Tajima.
2015. ,,Topical Adenosine Increases Thick Hair Ratio in Japanese Men with Androgenetic
Alopecia”.  International  Journal of Cosmetic Science 37 (6): 579-87.
https://doi.org/10.1111/ics.12235.

Weger, N. és T. Schlake. 2005. ,,Igf-1 Signalling Controls the Hair Growth Cycle and the Differentiation
of Hair Shafts”. The Journal of Investigative Dermatology 125 (5): 873-82.
https://doi.org/10.1111/j.0022-202X.2005.23946..x.

Weinberg, B. A., B. A. Weinberg és B. K. Bealer. 2001. The World of Caffeine: The Science and Culture
of the World’s Most Popular Drug. Psychology Press.

Wosicka, H. és K. Cal. 2010. ,,Targeting to the Hair Follicles: Current Status and Potential”. Journal of
Dermatological Science 57 (2): 83-89. https://doi.org/10.1016/j.jdermsci.2009.12.005.

Xing, L., Z. Dai, A. Jabbari, J. E. Cerise, C. A. Higgins, W. Gong, A. de Jong és mtsai. 2014. ,,Alopecia
Areata Is Driven by Cytotoxic T Lymphocytes and Is Reversed by JAK Inhibition”. Nature
Medicine 20 (9): 1043-49. https://doi.org/10.1038/nm.3645.

Zhang, B. és Y. C. Hsu. 2017. ,,Emerging roles of transit-amplifying cells in tissue regeneration and
cancer”.  Wiley interdisciplinary  reviews.  Developmental  biology 6 (5).
https://doi.org/10.1002/wdev.282.

Zimmermann, H. 2000. ,Extracellular Metabolism of ATP and Other Nucleotides”. Naunyn-
Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology 362 (4-5): 299-309.
https://doi.org/10.1007/s0021000003009.

Zouboulis, C. C. és E. Makrantonaki. 2012. ,,Hormonal Therapy of Intrinsic Aging”. Rejuvenation
Research 15 (3): 302-12. https://doi.org/10.1089/rej.2011.1249.

90



TARGYSZAVAK

Adenozin, ADOR, androgén alopécia, apoptozis, HF, IGF-1, koffein, ORS keratinocita,

proliferacio, TGF-B2.

91



KEY WORDS

Adenosine, ADOR, androgenetic alopecia, apoptosis, HF, IGF-1, caffeine, ORS keratinocyte,

proliferation, TGF-p2.

92



KOSZONETNYILVANITAS

Koszonetet mondok Dr. Csernoch Laszlé professzor wirnak, az Elettani Intézet és

doktori iskolank vezetdjének, amiért lehetOséget €s teret adott munkam elvégzése szdmara.

Halas koszonettel tartozom témavezetdémnek Prof. Dr. Biré Tamasnak, aki szakmai
tanacsain tilmenden baratilag is iranyt mutatott €s mindvégig tdmogatott ezen végtelennek tiind

hosszu ut soran.

Ko6szonom a kollaboracios partereinknek, hogy segitséglikkel és tudasukkal hozzajarultak
munkam sikeré¢hez. Kiilonos tekintettel Prof. Dr. Ralf Paus-nak és az altala vezetett
munkacsoportnak, hogy lehetdvé tették szadmomra a szOrtiiszOkkel valé béanasmod
elsajatitasanak csinjat-binjat. Ezen tilmenden szeretném megkdszonni Tobias Fischernek a

k6z6s munkat.

Meérhetetleniil halas vagyok Dr. Olah Attilanak, Dr. Szollosi Attila Gabornak ¢és Dr.
Toth Istvan Balazsnak; magas szintli szakmai tudasukra és barati tanacsaikra mindig ¢és

mindenkor szamithattam.

Kiilon kdszonettel tartozom mostani és egykori kozvetlen kollégaimnak és barataimnak;
Hollosi Erikanak, Dr. Zakany Noranak, Dr. Szabé Imre Lérincnek, Dr. Molnarné Dr.

Vasas Nikolettnek felbecsiilhetetlen segitségiikért és barati szavaikért.

Koszonet illeti egykori TDK hallgatomat Dr. Evie Green-t, aki szorgalmaval ¢s preciz

munkdjaval jelentOs részben hozzajarult a kisérletes munka elkésziiltéhez.

Kozvetlen kollegdimnak, Dr. Czifra Gabriellanak és Kiss Gyuldnénak koszonom a sok

segitséget, amelyet nap, mint nap nyujtottak, és koszondm, hogy barmikor szdmithattam rajuk.

Végezetiil koszonom az Klettani Intézet valamennyi dolgozéjanak, PhD és TDK

hallgatéjanak, akik az évek soran segitették munkamat.

Legvégiil, de kdzel sem utolso sorban szeretném kifejezni hadlamat a Csaladom irdnyaba,
amiért megmutattdk honnan jovok, ki vagyok, és merre tartok. Kiilon kdszéném a férjemnek,
Dr. Herczeg Mihalynak ¢s gyermekemnek, Herczeg Csengének a végtelen nagy tlirelmet €s

odaadast amivel irantam viseltettek.

93



FUGGELEK

DEBRECENI EGYETEM
D E B R E C E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETEM Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

A

Nyilvantartasi szam:  DEENK/330/2019.PL
Targy: PhD Publikaciés Lista

Jeldlt: Herczeg-Lisztes Erika

Neptun kéd: JVB24Q

Doktori Iskola: Molekularis Orvostudomany Doktori Iskola
MTMT azonosité: 10035949

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kozlemények

1. Herczeg-Lisztes, E., T6th, |. B., Bertolini, M., Szabo, I. L., Zakany, N., Olah, A., Sz6llési, A. G.,
Paus, R., Bird, T.: Adenosine promotes human hair growth and inhibits catagen transition in
vitro: role of the outer root sheath keratinocytes.

J. Invest. Dermatol. "Accepted by Publisher", 2019.
IF: 6.29 (2018)

2. Fischer, T. W., Herczeg-Lisztes, E., Funk, W., Zillikens, D., Biro, T., Paus, R.: Differential effects
of caffeine on hair shaft elongation, matrix and outer root sheath keratinocyte proliferation,
and TGF-B2-/IGF-1-mediated regulation of hair cycle in male and female human hair follicles
in vitro.

Br. J. Dermatol. 171 (5), 1031-1043, 2014.
DOI: http://dx.doi.org/10.1111/bjd.13114
IF: 4.275

94



DEBRECENI EGYETEM
D E B R E C E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
E GYETEM Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

Tovabbi kézlemények

3. Szabo, I. L., Herczeg-Lisztes, E., Béke, G., Toth, K. F., Paus, R., Olah, A,, Bird, T.: The
phytocannabinoid (-)-cannabidiol (CBD) operates as a complex, differential modulator of
human hair growth: anti-inflammatory submicromolar versus hair growth inhibitory micromolar
effects.

J. Invest. Dermatol. [Epub ahead of print], 1-11, 2019.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.jid.2019.07.690
IF: 6.29 (2018)

4. Szoliési, A. G., Vasas, N., Angyal, A., Kistamas, K., Nanasi, P. P., Mihaly, J., Béke, G., Herczeg-
Lisztes, E., Szegedi, A., Kawada, N., Yanagida, T., Mori, T., Kemény, L., Biro, T.: Activation
of Transient Receptor Potential Vanilloid 3 Regulates Inflammatory Actions of Human
Epidermal Keratinocytes.

J. Invest. Dermatol. 138 (2), 365-374, 2018.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/).jid.2017.07.852.
IF: 6.29

5. Szabo, I. L., Herczeg-Lisztes, E., Szegedi, A., Nemes, B. A., Paus, R., Bir6, T., Széliési, A. G.:
TRPV4 Is Expressed in Human Hair Follicles and Inhibits Hair Growth In Vitro.
J. Invest. Dermatol. 139 (6), 1385-1388, 2018.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.jid.2018.11.020
IF:6.29

6. Ramot, Y., Mastrofrancesco, A., Herczeg-Lisztes, E., Birg, T., Picardo, M., Kloepper, J. E., Paus,
R.: Advanced Inhibition of Undesired Human Hair Growth by PPARy Modulation.
J. Invest. Dermatol. 134 (4), 1128-1131, 2014.
DOI: http://dx.doi.org/10.1038/jid.2013.473
IF: 7.216

7. Langan, E. A., Herczeg-Lisztes, E., Biro, T., Funk, W., Kloepper, J. E., Griffiths, C. E. M., Paus,
R.: Dopamine is a novel, direct inducer of catagen in human scalp hair follicles in vitro.
Br. J. Dermatol. 168 (3), 520-525, 2013.
DOI: http://dx.doi.org/10.1111/bjd.12113 /f;@iim_z,
IF: 4.1 o 2
8. Langan, E. A,, Vidali, S., Pigat, N., Funk, W., Herczeg-Lisztes, E., Biro, T., Goffin, V., Gri
=1 .
E. M., Paus, R.: Tumour necrosis factor alpha, interferon gamma and substé;\ifgce P a_fé‘,
modulators of extrapituitary prolactin expression in human skin. <¢,/ /
PLoS One. 8 (4), e60819, 2013. \\iir__‘, &
DOI: http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0060819
IF: 3.534

/4]
d >

95



DEBRECENI EGYETEM
EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR
H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

9. Borbird, |., Herczeg-Lisztes, E., Toth, I. B., Czifra, G., Olah, A., Szolli6si, A. G., Szentandrassy, N.,
Nanasi, P. P., Paus, R., Kovacs, L., Biro, T.: Activation of transient receptor potential
vanilloid-3 inhibits human hair growth.

J. Invest. Dermatol. 131 (8), 1605-1614, 2011.
DOI: http://dx.doi.org/10.1038/jid.2011.122
IF:6.314

10. Ramot, Y., Zhang, G., Biro, T., Herczeg-Lisztes, E., Funk, W, Ingber, A., Langbein, L., Paus, R.:
TSH is a novel neuroendocrine regulator of selected keratins in the human hair follicle.
J. Dermatol. Sci. 64 (1), 67-70, 2011.

DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.jdermsci.2011.06.005
IF:3.718

A kozl6 folyoiratok dsszesitett impakt faktora: 54,317

A kdzl6 folyébiratok 6sszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kézleményekre):
10,565

A DEENK a Jeldlt altal az iDEa Tudostérbe feltdltott adatok bibliografiai és tudomanymetriai

ellendrzesét a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan
elvégezte.

Debrecen, 2019.09.30.

-

TR
PO

4.,

z)

-
” &, -
{ L Ve L ¥
G N emmett =

96



FUGGELEK

A PhD értekezés alapjaul szolgalo kozlemények

97



