Doktori (PhD) értekezés tézisei

Uj, komplex mechanizmusok felderitése a
hajnovekedés szabalyozasaban — fokuszban a kiilso
gyokérhiively keratinocitak

Lisztes Erika

Témavezetd: Prof. Dr. Biré Tamas

DEBRECENI EGYETEM
Molekularis Orvostudomany Doktori Iskola

Debrecen, 2019



Uj, komplex mechanizmusok felderitése a hajnovekedés szabalyozasaban — fokuszban a
kiils6 gyokérhiively keratinocitak

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében
az Elméleti Orvostudomanyok tudomanyagban

frta: Lisztes Erika
okleveles molekularis biologus

Kesziilt a Debreceni Egyetem Molekularis Orvostudomany doktori iskolaja
(Elettan és neurobioldgia programja) keretében

Témavezetd: Prof. Dr. Bird Tamas, az MTA doktora

A doktori szigorlati bizottsag:
elnok: Prof. Dr. Szo6116s1 Janos, akadémikus
tagok: Prof. Dr. Matesz Klara, az MTA doktora
Dr. Szlts Viktoria, PhD

A doktori szigorlat id6pontja: Debreceni Egyetem, AOK,
Elettani Intézet
2018. aprilis 25. 10 6ra

Az értekezés birdloi:
Prof. Dr. Gyulai Rolland, az MTA doktora
Dr. Miskeiné Dr. Kapitany Aniko, PhD

A biralobizottsag:
elnok: Prof. Dr. Sz6116si Janos, akadémikus
tagok: Prof. Dr. Gyulai Rolland, az MTA doktora

Miskeiné Dr. Kapitany Aniko, PhD
Prof. Dr. Matesz Klara, az MTA doktora
Dr. Sziits Viktoria, PhD

Az értekezés védésének idépontja: Debreceni Egyetem, AOK, Belgyogyaszati Inézet ,,A”
épiilet tanterme
2019. december 5. 13 6ra



BEVEZETES

Napjainkban egyre nagyobb hangsuly helyezddik az esztétikus
megjelenésre; férfiak és ndék millidi folytatnak kiizdelmet a tokéletesnek vélt
kiils6 eléréséért, ujabbnal jabb kihivasok el¢ allitva ezzel az orvosokat és
kutatokat. A haj- és szOrnovekedés rendellenességei emberek sokasaganak
okoznak ¢letmindségbeli romlast vildgszerte. Nem meglepd tehat, hogy
napjainkban a szérndvekedési rendellenességek kezelése érdekében vildgszerte
szdmos kutatocsoport tesz erdfeszitéseket a ,,szOrbiologia” alaposabb
megismerésére.  Ezen  tudomanyteriilet meélyebb  tanulmanyozasaban
laboratoriumunk is szerepet vallalt, hiszen kutatdsaink sordn — részben kozmetikai
cégekkel egylittmikodve — sikeriilt kimutatnunk, hogy mind az adenozin, mind
pedig a koffein fontos szerepet tolt be a hajciklus szabalyozasaban.

Az adenozin, egy lokalisan termel6dd esszencidlis medidtor, mely
szerteagazd fiziologiai funkcidi (angiogenezis, vazodilatacio) mellett specialis
szerepet tOlt be az energiatranszferben ¢€s neurotranszmisszidban is. A
hajnovekedésre gyakorolt jot€kony hatasat, agymint a hajszal atmérdjének
vastagodasat €s hosszanak novekedését, mar kordbban leirtak. Mindemellett
beszamoltak arrdl is, hogy az adenozin fokozza bizonyos hajciklus moduldtorok
(vaszkularis endotelidlis novekedési faktor [VEGF], fibroblaszt ndovekedési
faktor-7 [FGF-7]) termel6dését tenyésztett szOrtiisz6 (HF) eredetli dermalis
papilla (DP) sejteken, adenozin receptor (ADOR) mediélta jelatvitelen keresztiil.
Az adenozin hajciklusra gyakorolt modulalo hatasa részben ismert, ennek ellenére
azonban szamos nyitott kérdés var megvalaszoldsra a pontos hatast, illetve a
szabalyozast illetden. Kisérleteink soran ezért azt vizsgaltuk, hogy hogyan
befolyasolja a HF-k és a HF kiilonb6z6 kompartmentjeiben talalhatd sejtek
biologiai folyamatait az adenozin.

A koffein napjaink egyik legismertebb alkaloid vegyiilete, mely ismertségét

elsdsorban kulinaris €élvezeteket nyujtod természetes forrasanak, a kdvécserjének



(Coffea arabica, Coffea canephora) koszonheti, és a legszélesebb korben
felhasznalt természetes, farmakoldgiailag aktiv vegyliletek kozé tartozik a
vilagon. Komplex bioldgiai aktivitdsanak koszonhetden manapsadg egyre
népszeriibbé valik egyes kozmetikai termékekben val6 alkalmazasa, melynek
kulcsa abban rejlik, hogy hidrofil karakterisztikajanak koszonhetéen képes a bor
barrieren keresztiili penetraciora, melyben a szOrcsatorna, illetve tagabb
értelemben maguk a HF-k is potencialis penetracios utvonalként szolgalhatnak. A
koffein szérnovekedésre kifejtett ,,pozitiv”’ hatasa abban rejlik, hogy a férfias
tipusu hajhullasban fokozott tesztoszteron (TST) szint altal telogén fazisban
,megragadt” HF-k 0jboli anagén fazisba Iépésének indukaldsaban jatszik
szerepet. Ezen nyomvonalon elindulva kisérleteink soran szerettiink volna
melyebb betekintést nyerni a koffein hajciklust regulalé hatdsaba huméan HF-kon;

vizsgalatainkat HF-eredetli ORS keratinocitdk bevondsaval terjesztettiik ki.



CELKITUZES

Az adenozin és koffein szérnovekedésben betoltott szerepe még nem teljesen
tisztazott, ezért munkank sordn az aldbbi kérdések megvalaszoldsat tiiztik ki

célul:

1. Milyen potencialis szereppel bir az adenozin a human HF-k ¢és a HF eredetli
ORS keratinocitak bioldgiai folyamatainak szabalyozasaban in vitro és
milyen receptorok medialhatjdk a hatdsat?

2. A koffein, mint potencialis hajnovekedést indukalo természetes szarmazek,
ndi donoroknal is képes-e kifejteni hajciklus regulald hatasat; ezen
lehetséges hatdsok hogyan befolyasoljdk a human HF-k és a HF eredetii
ORS keratinocitak biologiai folyamatait férfiakban és nékben, és milyen

jelatviteli molekuldk azonosithatoak a folyamat hatterében?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Human szortiiszok izolalasa, tenyésztése, elongaciojanak nyomon

kovetése

A hajas fejbér mintdkat borgyogyaszati szempontbdl egészséges,
idegsebészeti beavatkozason atesett Onkéntesekbdl nyertiik. A kisérletek a
Debreceni Egyetem Regionalis ¢és Intézményi Kutatdsetikai Bizottsdganak
jovahagyasaval torténtek (protokollszam: DE OEC RKEB/IKEB 3724-2012;
tgyiratszam: 1X-R-052/01396-2/2012), a Helsinki Deklaracio iranyelveinek
betartasaval. A donorok a megfelelo tajekoztatast kovetden irasban jarultak hozza
a mintak kutatési céli felhasznalasahoz.

A HF-k 1zolalasat és tenyésztését a Michael Philpott 4ltal kidolgozott eljaras
szerint végeztiik. Roviden: a hajas fejbdr feldarabolésat (0,5 x 1 cm) kdvetden,
hatarozott vagast ejtettiink a dermo-szubkutikularis hataron és az epidermisz
valamint a dermisz eltavolitasat kovetoen a HF-ket csipesz segitségével kiemeltiik
a szubkutiszbol. Ezt kovetden az €p, anagén VI-os ndvekedési fazisban levd HF-
ket harmasaval tenyésztettilk 5 napon keresztiil 37 °C-on, 5% CO; tartalmu
atmoszfeéraban. Az izoladlt HF-k fenntartasa Williams’ E médiumban tortént
kiegészitve 2 mM L-glutaminnal, 10 ng/ml hidrokortizonnal, 10 mg/ml
inzulinnal, és antibiotikummal. A tenyésztd médium cseréje minden masodik
napon tortént, mig a kezeléseket naponta végeztiik. A HF-k hosszndvekedésének
detektalasat naponta végeztiikk egyesével, a fénymikroszkop okularjaba épitett
mikrométer segitségével. Az analizalas soran az els6 nap mért hosszbol kivontuk
az adott napon mért hosszt, majd ezt a kiilonbséget normalizaltuk az elsé napon
mért értékre. Az utols6 mérési napon a HF-ket kriomédiumban fagyasztottuk
folyékony nitrogén felhasznalasdval. Tovabbi feldolgozéas céljabol 6 pm-es

metszeteket készitettiink, melyek tarolasa -80°C-on tortént.



Human szortiiszo-eredetu kiils6 gyokérhiively keratinocitak izolalasa és

tenyésztése

A human hajas fejborbdl szdrmazd anagén VI-0s stadiumt szOrszalakat
egészséges férfiakbol, tarko és halanték tajékrdl nyertiik, miutan minden donor
irasbeli hozz4jarulasat adta a megfeleld tajékoztatast kovetden. Kisérleteink a
Debreceni Egyetem Kutatasetikai Bizottsaganak jovahagydsaval torténtek, a
Helsinki Deklaracio iranyelveinek betartasaval.

A HF-ket, csoportonként 20-30 darabot, csipesz segitségével tavolitottuk el
a hajas fejbérrél, majd Ca?*- és Mg?*-mentes foszfat puffer oldattal térténd alapos
mosast kdvetden 0,1% tripszin-0,2% EDTA keverékével emésztettiik egy oran
keresztiil 37 °C-on. Az emésztboldat inaktivalasa 10 (v/v)% embriondlis
borjuszérumot tartalmazé oldattal tortént. A sejteket 1000 fordulat/perc-el
centrifugaltuk 8 percen keresztiil, majd az igy nyert ORS keratinocitakat
0sztoédasaban gatolt human dermalis fibroblaszt (FB) taplalo rétegre szélesztettiik.
Az ORS keratinocitdk tenyésztése Ham’s F12 ¢és Dulbecco’s Modified Eagle’s
médiumok 1:3 aranyt keverékében tortént, kiegészitve az alabbi anyagokkal: 10
(viv)% Fetal Clone II, 0,1 nM koleratoxin, 5 pg/ml inzulin, 0,4 pg/ml
hidrokortizon, 2,43 pg/ml adenin, 2 nM trijod-tironin, 10 ng/ml epidermalis
novekedési faktor, 1 mM aszkorbil-2-foszfat, 100 IU/ml penicillin G, valamint 25
ng/ml gentamicin. A tenyésztést 5% CO, tartalmu, parasitott 1égtérben, 37°C-on
végeztik. A tapoldatot kétnaponta lecseréltiik, és a sejteket a 70-80%-0S
konfluencia szint elérésekor passzaltuk, megelozve ezzel a tenyészetek

konfluencia-indukalt differencialodasat.

Sejtproliferacio vizsgalata ORS keratinocitakon

[N S¥4

meghatarozasadn alapuld fluoreszcens kimutatasi eljarast, CyQUANT assay-t
hasznaltunk. Az ORS keratinocitakat 10 000 sejt/lyuk denzitasban szélesztettiik
osztodasukban gatolt FB taplalo rétegre (900 sejt/lyuk) 96 lyuku fekete falu,



attetsz6 alji lemezekre, majd elvégeztik a megfeleld kezeléseket, négy
ismétléssel. Ezt kovetden eltavolitottuk a feliiluszot, majd a lemezt -80 °C-ra
helyeztilk. A felolvasztast kovetden a gyartd protokollja szerint elkészitett
munkareagenssel inkubaltuk a sejteket, majd a fluoreszcencia intenzitasat

FlexStation 11 384 spektrofluorométer segitségével detektaltuk.
Apoptotikus folyamatok vizsgalata ORS keratinocitakon

Az apoptozis egyik korai jelének tekintjiik a mitokondridlis membran
potencidl csokkenését, melynek nyomon kovetését kisérleteink soran
MitoProbe™ DilCy(5) Assay Kit segitségével végeztiink a gyartd utasitisainak
megfeleléen. Az ORS keratinocitakat 10 000 sejt/lyuk denzitasban szélesztettiik
fluoreszcencia detektalasahoz alkalmas 96 lyuk( lemezekre melyekre el6zdleg
osztodasaban gatolt FB-okat (900 sejt/lyuk) szélesztettiink. A fluoreszcencia
detektdlasa a 630 nm-en torténd gerjesztést kovetden 670 nm-en tortént

FlexStation II 384 késziilék segitsegevel.
Nekrotikus folyamatok nyomon kovetése ORS keratinocitakon

A nekrozissal jellemezhetd sejthalal detektalasara SYTOX Green nukleinsav
jelolo festéket alkalmaztunk. A festék sajatsagai kozé tartozik, hogy méreténél
fogva nem képes atjutni az ép sejtmembranon, ezzel ellentétben a dezintegralt
membrannal rendelkezd sejtek DNS-¢éhez kotddni képes, jelentds fluoreszcencia
intenzitasbeli novekedést eredményezvén. Az ORS keratinocitak szélesztése a
fentiekkel azonosan tortént, a fluoreszcencia meghatarozasa FlexStation 11 384
késziileket alkalmaztunk 490 nm gerjesztési €s 520 nm emisszios hullamhossz

mellett.
Génexpresszios valtozasok vizsgalata

Kisérleteink soran a kiilonb6zd gének expresszids valtozasait reverz
transzkripciot kovetd kvantitativ, ,,valds idejli” polimeraz lancreakcioval (RT-

gPCR) vizsgaltuk. Az ORS keratinocitakbdl TRIzol reagens segitségével izolalt



teljes RNS 1 pg-jabol kiindulva High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-
et alkalmazva cDNS-t Aallitottunk eld. A lehetséges genomi szennyezések
elkeriilése végett a reverz transzkripciot megel6z6en minden esetben DNAse |
kezelést alkalmaztunk, melyet a gyartd utasitasainak megfeleléen hajtottunk
végre. Az igy eldallitott cDNS-bdl az RT-qPCR kisérleteinket ABI Prism 7000,
valamint Stratagene MxPro3005P QPCR System késziilékek segitségével
végeztik az 5’-nukledz modszer felhasznalasaval, specifikus TagMan primerek

¢s probak felhasznalasaval.
A citokinfelszabadulas vizsgalata (ELISA)

Az ORS keratinocitak altal, kiilonb6z6 kezelések hatasara termelt és
felszabadult citokinek meghatarozasahoz a sejtek feliiluszojat osszegytijtottiik,
majd a felszabadult transzformalé novekedési faktor-B2 (TGF-B2) és inzulin-
szeri novekedési faktor-1 (IGF-1) mennyiségét specifikus, a gyarto altal
antitesttel eldre bevont ELISA kiteket felhasznalva hataroztuk meg, kovetve a

gyarto protokolljat.
Immunfluoreszcens jelolések

Az adenozin receptorok kimutatasa

Kisérleteink soran mind a négy ADOR altipus kimutatasat elvégeztiik HF-
kon és ORS keratinocitdkon egyarant indirekt fluoreszcens immunjel6lés
segitségével. Fixalast kovetden a metszetekt az adott ADOR altipusra specifikus
elsédleges antitesttel inkubaltuk egy éjszakan keresztiil. Ezt kovetéen Alexa Fluor
488 fluoreszcens festékkel konjugalt kecskében termeltetett nyul ellenes
masodlagos antitesttel inkubaltuk a mintdkat, a sejtmagok jelolése 4’,-6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) segitségével tortént. Végiil a metszeteink fedése
Fluoromount-G médiummal tortént. Az antitestek higitasara minden esetben

specialis oldatot (DCS) alkalmaztunk.



Ki67 proliferacios marker kimutatasa ORS keratinocitakon

A sejteket fed6lemezre szélesztettiik, majd a megfeleld konfluencia elérését
kovetden elvégeztiik a szilikséges kezeléseket. Acetonos fixalast kovetden a
fedélemezeket egérben termeltetett Ki67 ellenes elsddleges antitesttel inkubaltuk
egy éjszakan keresztiil, majd rodaminnal konjugalt masodlagos antitestetet
alkalmaztunk. A sejtmagok festésére DAPI-t hasznaltunk végiill a fedés

Fluoromont G-vel tortént.
Proliferalo és apoptotizalo sejtek egyiittes jelolése HF-kon

Annak érdekeében, hogy a HF-kon veégzett kezeléseink ¢Eletképességre
gyakorolt hatasat elemezni tudjuk Ki67/TUNEL kofestést alkalmaztunk. A Ki67
nukledris antigén a sejtproliferacid egyik jellegzetes markere mig a TUNEL assay
az apoptotizaldo sejtek azonositdsara szolgalo eljaras, melynek alapja a
fragmentalédott DNS szdlak szabad 3’-OH végeinek enzimatikus jelolése
modositott nukleotidokkal. Kriosztat segitségevel készitett HF metszeteink
fixalasat kovetden terminalis deoxinukleotid transzferaz (TdT) enzim, valamint a
digoxigeninnel jelolt nukleotidokat tartalmazod reakcid puffer elegyével
inkubaltuk metszeteinket 60 percen keresztiil, majd a reakcio ledllitasat kovetden
Ki67 monoklonalis egérben termeltetett elsddleges antitest jelolést alkalmaztunk
egy ¢jszakdn keresztiil. Ezt kovetéen a fluoreszcensen jelolt digoxigenin
antitesttel inkubaltuk metszeteinket azon DNS fragmentumok jeldlésére, melyek
3’hidroxil csoportjdhoz a TdT enzim hozzékapcsolta a digoxigenin jeldlt
nukleotidokat. A Ki67 antitesttel jelolt sejtek lathatova tételének érdekében Alexa
Fluor 568 kecskében termeltetett masodlagos antitestet alkalmaztunk. A
sejtmagok jeldlésére DAPI-t hasznaltunk, majd a kész metszeteinkent Fluoromont
G-vel fedtiik le.

TGF-p2 és IGF-1 immunfluoreszcencia kimutatasa HF-kon

A hajciklus reguldtor markerek kimutatasara tiramid szubsztrat amplifikdcids
(TSA) modszert alkalmaztunk. A fagyasztott nativ metszeteket fixaltuk, majd az
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endogén peroxidazok gatlasa érdekében 3%-0s H,O; -ot alkalmaztunk 15 percig.
Az aspecifikus kotéhelyek blokkolasa 2%-0s kecske (TGF-B2) illetve nyul (IGF-
1) szérummal tortént. A metszetek egy ¢&jszakan keresztiil inkubalodtak a
megfeleld elsddleges antitesttel: poliklondlis nyulban termeltetett TGF-B2 elleni
immunoglobulin-G (IgG) vagy poliklonalis kecskében termeltetett IGF-1 ellenes
IgG. Az inkubdciot kovetden a masodlagos, biotin jeldlt, kecskében termeltetett
nyul-ellenes 1gG-al (TGF-B2 kimutatas), vagy nyalban termeltetett kecske-ellenes
lgG-al (IGF-1 kimutatas). Ezt kovetoen tiramid jeldlést alkalmaztunk az alabbiak
szerint: metszeteinket tormaperoxidaz-konjugalt sztreptavidinnal jeloltiik 30
percen keresztiil, majd 5 percen keresztiil inkubaltuk a fluoreszceinnel jelolt
tiramid reagenssel, TGF-B2 jelolés esetén. Az IGF-1 kimutatasa soran rodamin
jelolt tiramid reagenssel tortént az inkubacio. Utolso 1épésként lemezeinket

DAPI-val festettiik és Fluoromount-G médiummal fedtiik.
»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 kotdszovetes burok (CTS) proximalis vége felé a
katagén fazisban. Kisérleteink sordn a HF-ket fagyasztva metszést kdvetden
DAPI-val festettiik és a DP szar teriiletére illesztett azonos méretii négyzet altal

meghatérozott referencia tartomanyon beliil megszamoltuk a sejtmagokat.
Hisztomorfometriai analizis

A HF-ket fagyasztva metszést, majd hematoxilin-eozin (HE) festést
kovetden az irodalomban jol koriilhatarolt, adott hajciklus fazisra jellemzd
morfologiai jegyeik alapjan csoportokba soroltuk, majd a csoportok szazalékos

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

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

hisztomorfometriai jegyeik alapjan besorolt hajciklus fazisdnak megfelelden. Az
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igy kapott értekeket 6sszeadjuk, majd az egy kezelési csoporton beliili értékek

Osszegét elosztjuk az elemszammal.
Statisztikai analizis

A kapott eredményeket a kontroll csoport szdzalékdban adtuk meg. Hibasavban
az eredmények standard hibajanak atlagat (SEM) tiintettiik fel, szintén a kontroll
szazalékaban kifejezve. Az atlagok kiilonbségét 6sszetartozo mintak esetén paros
t — probaval, kettdnél tobb csoport esetén pedig egyszempontos variancia
analizssel (ANOVA), valamint Bonferoni és Dunett post hoc tesztekkel
vizsgaltuk. A kiilonbozd kezelési csoportokban a HF-k eloszlasat paronként
vetettilk Ossze Fisher-féle egzakt teszt alkalmazasaval SPSS 20.0 statisztikai

szoftver segitségével. Szignifikansnak a 0,05 szignifikancia szint alatti

kiilonbségeket fogadtuk el (p<0,05).

12



EREDMENYEK

1. Az adenozin hajciklusra gyakorolt hatdsainak dttekintése

Az adenozin fokozza a HF-k novekedését, a matrix keratinocitak (MK)

e rers

Kisérleteink soran a HF-ket 50 és 100 uM adenozinnal kezeltiik, majd
hossznovekedésiiket nyomon kovettiik. Vizsgalataink szerint a kontroll
csoporthoz képest mindkét koncentracioban alkalmazva az adenozin kezelés

A latottak hattereben allé folyamatok alaposabb megismerése érdekében a
HF-ket az elongacios vizsgalatok befejeztével, lefagyasztottuk, majd metszeteket
készitettiink immunhisztokémiai vizsgalatok elvégzésehez. Vizsgalataink szerint
az adenozin kezelés szignifikdnsan és dozisfiiggd modon fokozta a Ki67 pozitiv,
proliferalo sejtek szamat a HF-k bulbusaban.

Kovetkez0 1épéskeént elvégeztiik a HF-kbol késziilt metszetek HE festést
kovetd hisztomorfometriai analizisét. A fentiekkel jo Osszhangban azt
tapasztaltuk, hogy a 100 uM koncentracidoban alkalmazott adenozin kezelés
hatasara a HF-k nagyobb aranyban maradtak anagén fazisban, azaz gatlodott a
katagén fazisba torténd atmenetiik. Ezen megfigyelést kovetden a tovabbiakban
az adenozin katagén fazist gatldo és egyuttal proliferaciot eldsegitdé hatasat

vizsgaltuk a jol ismert katagén-induktor TGF-B2 jelenlétében.
Az adenozin kivédi a TGF-B2 katagén-indukalo hatasat

Kisérleteink soran elséként a follikulusok hossznovekedeését vizsgaltuk.

Megéllapitottuk, hogy az Onmagaban alkalmazott TGF-B2 szignifikansan

........

alkalmazasa azonban képes volt kivédeni ezt a gatlo hatast. Annak érdekében,

hogy meggy6zddjiink az adenozin hatdsdnak specifikussagarol, a kisérletet
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elvégeztilk az altalanos ADOR antagonista CGS15943 jelenlétében is, és azt
tapasztaltuk, hogy ebben az esetben az adenozin hatastalannak bizonyult.

A tovébbiakban Ki67-TUNEL immunhisztokémiai technikat alkalmazva
elemeztiik a proliferal6 és apoptotizal6 sejtek aranyat. Elongécids kisérleteinkkel
JO O0sszhangban azt tapasztaltuk, hogy a kontroll metszetekhez képest a TGF-B2-
vel kezelt csoportban jelentésen megndtt az apoptotizald sejtek aranya, ezzel
parhuzamosan pedig a Ki67 pozitiv, azaz proliferald sejtek szdma csokkenést
mutatott. Az adenozin alkalmazasa ezt a hatast kivédte: az adenozinnal és TGF-
B2-vel egyidejlileg kezelt HF-knél a kontroll csoporthoz képest nem latunk
jelentds valtozast a Ki67 pozitivitast mutatd sejtek aranyaban, azonban a TGF-
B2-vel 6nmagaban kezelt csoporthoz képest ezen kezelés szignifikdns csokkenést
eredményezett a TUNEL pozitiv sejtek szdzalékos 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 hatsait. Onmagaban alkalmazva a TGF-B2
jelent6s katagén tranziciot valtott ki. Az adenozin képes volt szignifikans
mértékben csOkkenteni a TGF-B2 hatdsat mind a k6zép- mind pedig a késdi
katagén fazisban 1évé HF-k esetén, mindemellett fokozta az anagén és korai
katagén fazisu follikulusok aranyat. A CGS15943 itt is felfliggesztette az
adenozin hatasat, hiszen a HF-k szazalékos eloszlasa szinte teljes mértékben
megegyezik a kizarolag TGF-B2-vel kezelt csoport esetén latottakkal.
Eredményeink tehat arra utalnak, hogy az adenozin, valamint tdgabb értelemben
az adenozin receptorokon keresztiili szignalizaci6, a katagén fazis kialakulasanak
meggatolasaval és az anagén hajciklus fazis fenntartdsdval szerepet jatszik a
szOrndvekedés szabalyozasaban.

Eredményeink tovabbi megerdsitése végett elvégeztiik a HF-k ugynevezett

,DP stalk” (,DP szar”) analizisét, melynek eredménye az eddigiekkel
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Osszhangban azt mutatta, hogy adenozin kezelés hatékonyan (és ADOR fiiggd

modon) ellensulyozta a TGF-B2 katagén indukcids hatdsat.

A HF-k és az ORS keratinocitak egyarant kifejezik az adenozin receptor

izoformakat

A hattérben zajl6 szignalizacios folyamatok alaposabb felderitése érdekében
megvizsgaltuk az egyes ADOR altipusok kifejez6dését human HF-kon. Az
anagén follikulusokbdl teljes mRNS izolalasat kdvetd reverz transzkripcid soran
harom kiilonb6z6 donorbdl allitottunk elé cDNS-t. Ezt kdvetéen Q-PCR technika
alkalmazasaval kimutattuk, hogy mind a négy ADOR altipus (A1, Aza, Azg €s Aj)
kifejezddik HF-kon, €s koziiliik (legalabbis mRNS szinten) az Ag a dominans
izoforma.

Annak érdekében, hogy az ADOR-0K protein szintli jelenlétér6l és
lokalizacidjarol pontosabb informaciot szerezziink, human anagén HF-kbdl
fagyasztva metszés soran nyert metszeteinken immunhisztokémiai kimutatast
veégeztiink. Megallapitottuk, hogy — bar a kiilonb6z6 receptor altipusok eltérd
expresszios mintdzatot mutatnak - mind a négy receptor kifejezddik fehérje
szinten human HF-kon.

Mivel az ORS keratinocitak rétege minden adenozin receptor izotipus
kifejez6désének tekintetében pozitivitdst mutatott, és ezen sejtek fontos szerepet
toltenek be a hajciklus szabalyozasaban, vizsgalatainkat HF-kbdl 1zolalt primer
ORS keratinocita tenyészeteken folytattuk tovabb.

Korabbi, HF-kon végzett kisérleteinkkel teljes Osszhangban azt talaltuk,
hogy mind a négy ADOR izoforma expresszioja kimutathaté primer huméan ORS
keratinocitakon mind mRNS (RT-gPCR), - Azs receptor dominanciaval - mind

pedig fehérje (immunfluoreszcens jeldlés) szinten.
Az adenozin lehetséges hatasmechanizmusanak vizsgalata

Miutan eddigi kisérleteink meggy6zéen demonstraltak az adenozin

hajciklusra gyakorolt hatasat fontosnak tartottuk, hogy betekintést nyerhessiink a
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hattérben meghtizodé hatasmechanizmusba. Az ORS sejteket adenozinnal
kezeltik CGS15943-mal (ADOR pan-antagonista) vagy MRS1754-gyel
(szelektiv Aos antagonista) kombinaltan. Ezt kovetdéen RT-qPCR technika
alkalmazasaval vizsgaltuk egyes negativ, illetve pozitiv hajciklus regulator
génekre gyakorolt hatasat a fent emlitett kezeléseknek. Eredményeink szerint az
adenozin csokkentette a katagén induktor TGF-B2 ¢és epidermdlis ndvekedési
faktor (EGF) expressziojat mig az anagén fazist fenntartd €s pigmentaciot fokozo
6ssejt faktor (SCF), illetve inzulin-szeri novekedési faktor-1 receptor (IGF1R)
expresszidja novekedést mutatott. Ezen eredmények jo 0sszhangban vannak a
korabban tapasztaltakkal, ¢s bepillantast engednek azon komplex folyamatokba,
amelyek az adenozin-kezelés hajciklusra gyakorolt hatasainak kialakulasahoz
vezetnek. Fontos kiemelni, hogy az adenozinnal egyidejiileg alkalmazott pan-
antagonista CGS15943 képes volt ezt kivédeni, tehat az adenozin altal kivaltott
expresszids valtozasok adenozinreceptor-fliggd modon alakultak ki. Tekintettel
arra, hogy az adenozin receptorok koziil az A,g mutatta a legmagasabb mRNS-
szintli expressziot, kisérleteinket a szelektiv Ag receptor antagonista MRS1754
jelenlétében is elvégeztiik, €s azt tapasztaltuk, hogy az expresszios valtozasok az
elézbéleg bemutatott, CGS15943 jelenlétében tapasztalt valtozasokat kovetik,
mely nagymértékben valoszinlisiti, hogy az adenozin esetiinkben Ag receptoron

keresztiil fejti ki hatasat.
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2. A koffein hajciklusra gyakorolt hatasainak vizsgalata

A human néi és férfi HF-k eltéréen reagalnak a koffein stimulaciora

Eredményeink szerint a férfi donorokbol szarmazo HF-k esetében a koffein
TST-al egyiittesen alkalmazva képes volt felfiiggeszteni a TST HF-kre kifejtett
szOrndvekedést gatlo és MK-kra gyakorolt anti-proliferativ hatasat. Tekintettel
arra, hogy a szérnovekedés zavaraival jard problémak nemcsak a férfiakat érintik,

kisérleteinket néi donorok bevonasaval egészitettiik ki. Vizsgalataink szerint a

crcr

képes volt ellensulyozni.

A koffein stimulalja a néi és férfi donorokbol szarmazé HF-k MK-inak

e rers

Kisérleteink folytatasaként mélyebb betekintést szerettiink volna nyerni a
koffein HF-kre gyakorolt cellularis hatasaiba. Els6 lépésként azt vizsgaltuk,
alkalmaztunk TST kezelést 6nmagaban, illetve koffeinnel kombinaltan, majd
mintdinkat Ki67-TUNEL kombinalt festéssel jeloltiik. Megallapitottuk, hogy
0,001%-o0s koncentracioban alkalmazva a koffein képes volt szignifikdns
mértékben novelni a Ki67 pozitiv sejtek szamat, mind a kontroll, mind pedig a
TST-nal kezelt csoportokhoz képest férfi donorok esetén. N6i donorok esetén azt
tapasztaltuk, hogy a TST kezelésre sokkal érzékenyebben reagaltak, mivel az
nagymertekben csokkentette a proliferald MK-k szamat. Ezen hatas részben
ellensulyozhatonak bizonyult 0,0005%-ban alkalmazva a koffeint nagyjabol
30%-ra novelte a Ki67 pozitivitdst mutatd sejtek ardnyat, ami mar nem

kiilonbozott szignifikansan a kontroll csoport értékétol.

e rers
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Miutan megallapitottuk, hogy a koffein HF szervkulturdban alkalmazva
cellularis hatasait, ezért férfi donorokbol szarmazé primer ORS keratinocita
tenyészetet alkalmazva folytattuk vizsgdlatainkat. Az ORS keratinocitdk
proliferacios vizsgalatanal fluoreszcens CyQUANT-assay-t alkalmaztunk.
Eredményeink szerint a koffein szignifikansan fokozta a sejtek proliferaciojat. Ez
a hatas a 24 oras vizsgalatoknal bizonyult a legkifejezettebbnek, ahol a kontroll
csoporthoz képest 160%-0s ndvekményt lattunk.

Proliferacids vizsgalataink eredményeinek fliggetlen megerdsitésére Ki67-
specifikus immuncitokémiai festést alkalmaztunk. Az adatok kvantitativ
analizisének elvégzését kovetden megallapitottuk, hogy a 24 6ras koffein kezelés

dozisfiiggd modon, szignifikansan névelte a Ki67 immunpozitivitast mutato ORS

keratinocitdk aranyat.

A Kkoffein csokkenti a TGF-B2 sejthalalt okozo hatasat ORS

Kkeratinocitakon

Ismert, hogy katagén indukal6d hatdsanak kialakuldsa sordn a TGF-2 a HF-
k tobb  sejtpopulacidjaban  (ideértve az ORS  keratinocitakat is)
sejthaldlfolyamatokat indit be. Ezen tulajdonsdgara ¢épitettik kovetkezd
kisérleteinket, melyekben arra a kérdésre szerettiink volna valaszt kapni, hogy a
koffein, a mar megismert proliferaciot indukald hatdsa mellett vajon képes-e
ellensulyozni a  sejthaldlfolyamatok  beindulasat/lezajlasit az  ORS
keratinocitakban. A kombinalt DilC1(5)-SYTOX Green jel6lés tantisaga szerint a
koffeint onmagaban alkalmazva nem tapasztaltunk jelentds eltérést, mig a TGF-
B2 jelentésen csokkentette a mitokondrialis membranpotenciallal korrelald
DilCy(5), és fokozta a sejtmembran dezintegraciot jelz6 SYTOX Green jelét, azaz
korai sejthalalfolyamatokat inditott el. Koffein kezelést alkalmazva azonban ezek

a valtozasok kivédhetonek bizonyultak. Kisérleteinket a TGF-B2 mellett az ismert

katagén-induktor endokannabinoid anandamiddal (AEA) is megismételtiik €s a
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fentiekkel j6 6sszhangban 1év6 eredményeket kaptunk. A koffein itt is dozistiiggd
moddon protektiv hatdssal birt, csakugy, mint ahogyan az, az alkalmazott pozitiv
kontrollok (IGF-1 és keratinocita novekedési faktor [KGF]) esetében is

megfigyelheto.

A koffein a TST katagént indukalo hatasat képes volt férfiaknal teljes

egészében, mig noknél részlegesen felfiiggeszteni

A koffein cellularis hatdsainak vizsgalata utan a hajciklusra gyakorolt
hatasait kovettiikk nyomon. A HF-6k TST és koffein kezelését kovetden HE festést
¢s hisztomorfometriai analizist végeztiink. Megallapitottuk, hogy a TST
férfiaknal 20%-kal csokkentette az anagén VI fazisban lévo HF-k aranyat a
kontroll csoporthoz képest. A koffeinnel torténd egyiittes alkalmazas soran ezzel
szemben azt tapasztaltuk, hogy az anagén fazisban lévéo HF-k aranya feltling
novekményt mutatott, és egészen 70%-ig emelkedett. Hasonld, bar kevésbé
kifejezett valtozasokat tapasztaltunk n6i donorok esetében is, azaz a TST katagént
indukalo hatésat a koffein kiilonb6z6 koncentracioil képesek voltak részlegesen
visszaforditani. Ezen eredményeket férfi donorok esetében sikeriilt egyértelmiien
alatdmasztanunk a hajciklus pontszam (HCP) vizsgalataval: a TST kezelés
fokozta a HCP értékét, mig (férfi donorok esetén) a koffeinnel egyidejii
alkalmazasa az érték normalizalodéasat eredményezte, ellenben a ndéi donorok

esetén a koffein hatastalannak bizonyult.

A Kkoffeinkezelés differencialtan befolyasolja a hajciklus-modulator
TGF-p2 és IGF-1 intrafollikularis kifejez6dését férfi és néi donoroktol

szarmazo HF-k esetén

Miutan kimutattuk, hogy a koffein férfi donorok HF-1 esetén képes a TST
katagén fazist indukalo hatasat felfiiggeszteni, kisérleteink kozéppontjdba a
hajciklus szabalyozasaban kiemelkedé fontossagi pro-anagén (IGF-1) és pro-
katagén (TGF-B2) faktorok vizsgalatat allitottuk. Elsé 1épésként a TST-nal és

koffeinnel kezelt, majd fagyasztott HF-kbdl szarmazo metszeteken elvégeztiik a
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hajciklus regulatorok immunhisztokémiai kimutatasat. A TGF-f2 expresszidja az
ORS réteg mellett a belsé gyokérhiively keratinocitak (IRS) Henle-rétegének
sejtjeiben is megfigyelhetd volt. Amint az varhaté volt, férfi donoroktdl szarmazé
HF-k esetén TST kezelés hatdsara a katagén fazist indukaldé TGF-B2 kifejezddése
szignifikdns mértékben fokozddott, mig eddigi eredményeinkkel teljes
Osszhangban a koffeinnel torténd egyiittes kezelés hatasara, a TGF-p2
intrafollikularis protein expresszidja normalizalodott, tehat a koffein képes volt
kivédeni a TST TGF-PB2 kifejezodést indukald hatasat. N6i donorokbol szarmazo
HF-kon elvégezve a kisérletet némileg eltéré eredményre jutottunk, hiszen a TST
kezelés nem fokozta a TGF-B2 kifejezddéset, viszont a koffeinnel torténod egylittes
kezelés a kontroll csoporthoz képest is jelentdsen csokkentette az expressziot.

A kovetkezo 1épésben az IGF-1 expresszidjanak valtozasat kovettilk nyomon
a fentebb leirt kisérletes rendszerben. Eredményeink szerint az IGF-1 fehérje
kifejezo6dése mind az ORS, mind pedig az IRS rétegben megfigyelhetd volt. Férfi
donoroknal a TST kezelés hatasara csokkend intrafollikularis kifejezOdeést
nemcsak ellensulyozta a koffein alkalmazasa, de szignifikdns novekedést latunk
a kontroll csoporthoz képest is. N1 donorok esetén ezzel szemben a TST kezelés
hatasai jelent6s donorfiiggést mutattak, viszont a koffein 6nmagaban alkalmazva

szignifikdns novekedést eredményezett az IGF-1 expresszids szintjében.

A koffein befolyasolja a TGF-B2 és az IGF-1 Kkifejezodését és

felszabadulasat ORS Kkeratinocitakon

A TGF-B2 és IGF-1 sejtszintli kifejezodésének vizsgalatara ismét a primer
ORS keratinocita kultarakat hasznaltunk. A specifikus mRNS szakaszok
kifejezOdésének vizsgalatara RT-qPCR-t, mig a felszabadulé molekuldk fehérje
szintli vizsgalatdira ELISA moddszert alkalmaztunk. A sejtek feliiliszojdban a
TGF-B2 vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a pozitiv kontrollként alkalmazott

pro-katagén isotretinoin szignifikdnsan fokozta a detektdlhat6 mennyiségét mig a
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koftfein hatasara 120 orés kezelést kdvetden szignifikdns csokkenést tapasztaltunk
a TGF-B2 felszabadulasaban.

Az IGF-1 specifikus mRNS szakaszok génexpresszios vizsgalata sordn a hat
férfi donorbol harom esetében detekcids kiiszob alatt voltak a mért értékeink, mig
harom donor esetében sikeriilt expresszidt kimutatnunk, még ha alacsony szinten
is. Ez utobbi harombdl két donor esetében a koffein kezelés (0,001%) képes volt
szignifikansan fokozni az IGF-1 kifejezddését, mig a harmadik donor esetében
nem lattunk érdemi valtozast. A kovetkezOekben ELISA modszerrel fehérje
szinten vizsgalva a valtozasokat megallapitottuk, hogy a 0,001% koffein kezelés

hatdsara mindharom vizsgalt idOdpontban jelentdsen nétt az IGF-1 felszabadulasa.
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MEGBESZELES

A haj- és szOérovekedés rendellenességei emberek millidinak életét
nehezitik meg vilagszerte. A populécio jelentds szazalékanak hajvesztéséért az
androgen alopecia (AGA) tehet6 feleldssé férfiakat és nokent érintve egyarant. A
folyamat molekularis hatterében a patogenetikailag prediszponalt HF-K
dihidrotesztoszteronnal (DHT) szembeni fokozott érzékenysége all. Terapiajat
illetéen a legelterjedtebben alkalmazott 5-a-reduktaz enzim (5-AR) gatlo
Finasterid vagy Dutaszterid és a topikalisan alkalmazhaté Minoxidil mellett
alacsony frekvenciaju lézeres beavatkozast, mezoterdpiat €s hajtranszplantaciot is
alkalmaznak tobb-kevesebb sikerrel. Az 1) farmakologiai terapias szerek
fejlesztése lassu litemben halad. A csak részleteiben ismert patofiziologia, az
ebbdl addédoan még napjainkban is kiforratlan terdpia, valamint az egyre
¢lesebben megfogalmazddd tarsadalmi igényeknek megfelelve vilagszerte
megismerésére. Ezen indittatasbol kisérleteink elsé szakaszédban az adenozin,
masodik szakaszaban pedig a koffein HF-re és ORS keratinicytakra gyakorolt
kozvetlen ¢€s ezaltal a hajciklus modulalé kozvetett hatasat vizsgaltuk.

Az adenozin, mint potencialis hajciklus szabalyozo molekula

Az adenozin kedvezO szisztémas hatasai széles korben ismertek, nem
meglepd tehat, hogy a HF biologidban is egyre nagyobb teret nyer alkalmazésa.
Korabbi klinikai tanulményok beszdmolnak az adenozin hajnovekedésre
gyakorolt pozitiv hatasair6l mind az AGA-ban, mind pedig a ndket érintd
hajvesztésben: a topikalisan alkalmazott adenozin kezelés fokozta mind a
hajszalak atmérdjét, mind pedig a hajndvekedési ratdt a japan ¢€s kaukdzusi
populdciokban egyarant. Habar ezen eredmények az adenozint, mint pozitiv
hajciklus szabalyozé molekulat irjak le, a molekularis szabalyozo folyamatokra
nem terjedtek ki a vizsgalatok, igy az adenozin pontos hatdasmechanizmusa

tovabbra is felderitetlen maradt.
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A korébbi klinikai tanulmdnyokkal j6 Osszhangban azt taldltuk, hogy az
adenozin kezelés fokozta a hajszal ndvekedését in vitro. A mogottes folyamatok
alaposabb megértése érdekében immunfluoreszcens és hisztoldgiai jeloléseket
kovetden azt talaltuk, hogy az adenozin kezelés fokozta az intrafollikularis MK -
k, és fokozta a novekedési, azaz anagén ciklusban 1évé HF-k aranyat. Mindezen
eredmények azt sugalljadk, hogy az adenozin potencidlis szabalyozoja a
hajciklusnak, amit mas oldalrél is szerettiink volna alatdmasztani. Ennek
érdekében TGF-B2 alkalmazasaval katagén fazist indukaltunk a human HF
szervkultiradban, majd adenozinnal torténd kezelest kovetéen az alabbi
megallapitasokat tettiik: az adenozin részlegesen képes volt felfiiggeszteni a TGF-
csokkentette az apoptotizalo sejtek aranyat, kivédve ezzel a katagén-induktor 4ltal
kivaltott hatasokat, valamint gatolta a HF-k katagén fazisba torténd atmenetét,
megtartva a HF-k anagén fazisra jellemz6 morfoldgiai sajatsagait. Eredményeink
megerdsitése végett DP szar analizist végeztiink, mely szintén aldtamasztotta fenti
eredményeinket, miszerint az adenozin képes ellenstlyozni a TGF-B2 katagén
fazist indukal6 hatasat. A potencidlis hajnovekedésben szerepet jatszo jelatviteli
célpontok felderitése érdekében kisérleteink soran az ADOR pan-antagonista
CGS15943-at alkalmaztunk, melynek jelenléte teljes mértékben felfiiggesztette az
adenozin HF hossznovekedést ¢s MK proliferaciot fokozo és anagén fazist
prolongél6 hatasat.

Irodalmi adatok alapjan egerek bajuszabol nyert HF szervkulturakon végzett
kisérletek szerint az adenozin anagén fézist fenntartd szereppel bir, valamint
fokozza az intrafollikularis sejtek cisztein felvételét, mely a proliferalo sejtek
egyik jellegzetes markere. Eddigi eredményeink alapjan az adenozin hatasa a
human és az egér HF-kon alapvetden hasonlonak bizonyult.

A hajciklus szabalyozasaban részt vevd molekulak €s receptoraik széles korti

dokumentacionak orvendenek az irodalomban a HF szamos mezenchimalis és
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epitelialis kompartmentjén, kiterjedt parakrin szabalyozd rendszert lefedvén a
hajciklus regulalasa szempontjabol. A parakrin szabalyozo kordk modulécioja
effektiv terapias megoldasokkal kecsegtethet a hajnovekedés problémait illetéen,
ezért kisérleteink kovetkezd 1épéseként azt vizsgaltuk, hogy az adenozin kezelés
hogyan befolyasolja a potencialis, hajciklust szabalyozni képes molekulak
kifejezddését 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) kifejez6dését bajuszbol izolalt DP sejtkultirakon. Human
DP sejtkultirakon végzett kisérletek szerint az adenozin FGF7 expressziot fokozo
hatasa felfliggeszthetonek bizonyult a specifikus Agg receptor blokkol6 alloxazine
jelenlétében, emellett immunhisztokémiai modszerrel kimutattak az Aog receptor
kifejez6dését a DP és az ORS sejteken.

Kisérleteink soran a korabbi irodalmi adatokkal j6 6sszhangban kimutattuk,
hogy mind a négy ADOR altipus expresszalédik a HF-kon, az A,g receptor
kifejezédésének mintazata koveti a korabbiakban leirtakat, st expresszios szintje
az ADOR-ok koziil a legmagasabbnak bizonyult mRNS szinten. Munkank
folytatasa soran primer ORS keratinocita tenyészeteken vizsgaltuk az ADOR-0k
kifejezddését és kisérleteink a HF-nél latottakhoz hasonl6 eredményekre vezettek:
mind a négy ADOR altipus kifejezddéseét sikeriilt kimutatnunk mind protein, mind
pedig mRNS szinten €s a legtobb specifikus transzkript az Ajg receptornal volt
detektalhato.

Kovetkez6 1épésként ORS keratinocita sejtkultirakon végeztiink adenozin
kezelést és eredményeink szerint az adenozin fokozta mind az anagén fézis
inicializalasaban szerepet jatszo6 IGF-1R, mind pedig az anagén fazishoz
kapcsolodo pigmentacioért felelds SCF kifejezodését. Emellett csokkentette a jol
ismert katagén-induktor TGF-B2 és EGF kifejezodését. Mindezen eredmények azt

sugalljak, hogy az adenozin anagén fazist- €s hajnovekedést tamogatd hatdsainak
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medialasaban az ORS Keratinocitaknak jelent6s szerepe van a HF egyes
sejtcsoportjainak mezenchimalis-epitelialis parakrin kommunikacidja révén.
Habar a HF adenozin rendszerének pontos jellemzése még varat magara,
eredményeink mégis mélyebb betekintést engednek nyujtani az adenozin
szOrnovekedést ¢és intrafollikularis proliferaciét fokozd hatdsaba és kozelebb
visznek a potencidlis jelatviteli folyamatok megértéséhez, ezen feliill pedig
ravilagitanak az ORS keratinocitdk adenozin szignalizacioban betoltott kozponti
szerepére. Mindezen eredmények alapjan hangsulyozottd valik az adenozin
szOrnovekedésben betoltott szerepe, valamint potencialis terapias célpontként

valo alkalmazasa a szOrnovekedési rendellenességek kezelésésben.
A koffein, mint potencialis hajciklus szabalyoz6 molekula

A koffein hajnovekedésre gyakorolt hatasa a korabban tarsszerzéink
munkasssaga nyoman, irodalmi adatok alapjan ismeretes: a koffein az AGA-ban
fokozott TST szint altal telogén fazisban ,,megragadt” HF-k, 0jboli anagén fazisba
Iépésének indukalasiban jatszik szerepet. Emellett egyre novekszik azon klinikai
tanulmanyok szama, melyek a koffein Onmagaban, vagy madas szerekkel
kombinacioban torténd alkalmazasanak hatékonysagat irjak le az AGA-ban
megjelend hajvesztéssel szemben.

Mivel a hajvesztéssel jard koros allapotok egyre tobb embert érintenek, nem
kimeélve a ndket sem, jelen kisérleteinket n6i1 donorok bevonasaval kiterjesztve
vizsgaltuk a koffein hajciklus szabdlyozasaban betoltott potencidlis szerepét.

Els6ként megmutattuk ndi donorokbdl szarmazo mikrodisszektalt HF
szervkultiran, hogy a koffein képes ellenstlyozni a TST hossznovekedést gatld
hatasat, azonban fontos megjegyezni, hogy a néi donorok HF-i érzékenyebben
reagaltak az alkalmazott koffein koncentraciora, igy a dozist csokkentettiik a
korabban férfiakon sikerrel alkalmazott koncentracidhoz képest.

A mogottes intarfollikularis folyamatok alaposabb megismerése érdekében

immunfluoreszcens jeloléseket végeztiink és azt talaltuk, hogy a koffein kezelés
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képes volt szignifikansan fokozni a proliferdldé MK-ak szamat, ellenstlyozva
ezzel a TST hatasdt mind ndéi, mind pedig férfi donorok esetén.
Hisztomorfometriai analizist kovetdéen megallapitottuk, hogy — a MK-ak
fazist indukalod hatdsat, hiszen a koffeinnel egyiittesen alkalmazott TST kezelés
esetén az anagén hajciklus fazisban 1évé HF-k ardnya nem mutatott csokkenést a
kontroll csoporthoz képest.

Kisérleteinket primer ORS keratinocita sejtkultira bevonasaval kiterjesztve,
kiilonb6zd metodikai modszerek révén megmutattuk, hogy a koffein kezelés
hatasara a sejtek fokozott proliferacioval, valamint csokkent apopototikus rataval
valaszoltak, még a katagén induktor TGF-B2 és AEA jelenlétében is. Ezen
eredményeink Osszhangban allnak a korabbi, egereken végzett kisérletek
eredményeivel, miszerint a vaszkularis sima izom sejteken a koffein fokozta a
felszabadulasat. Emellett képes volt felfiiggeszteni a TST proliferaciot gatld
hatdsat human epidermadlis keratinocitakon, valamint képes helyreéllitani a TST
altal karositott bor barrier funkcidkat human vizsgalatokon alapuld in vivo
tanulmanyok szerint.

Eddigi eredményeink szerint — mikrodisszektalt HF szervkulturat és primer
ORS Kkeratinocita sejtkulturat alkalmazva — a koffein anagén fazist megtarto,
proliferaciot fokozd és apoptozist csokkentd hatdssal bir ellensulyozvan a katagén
fazist indukald TST és TGF-B2 hatasat is. Kisérleteink kdvetkezd szakaszaban a
koffein hajciklust szabalyoz6 faktorok — a mar korabban emlitett anagén fazist
indukaldo IGF-1 és a jol ismert katagén induktor TGF-B2 — kifejez6désére
gyakorolt hatasat vizsgaltuk.

Vizsgalataink sordn mikrodisszektalt HF szervkulturan immunfluoreszcens
jeloleést alkalmazva azt tapasztaltuk, hogy a koffein hatékonyan ellenstlyozta
férfiaknal a TST 4ltal indukalt TGF-B2 protein szintl kifejezddésének

fokozddasat, mig ndknél, habar a TST A4ltali indukal6 hatds elmaradt,
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szignifikdnsan csokkentette a TGF-B2 kifejezddését. Eredményeink alapjan
megallapithatjuk, hogy a TST mindkét nemben katagén fazist indukalé hatédssal
birt, a TGF-B2 kifejezddésének meértekét dnmagdban azonban csak férfiaknal
fokozta, n6knél ez a hatas elmaradt. Mindezek mellett a koffein fokozta az anagén
fazis kialakuldsaban szerepet jatszo IGF-1 fehérje szintli kifejezddését, férfiaknal
ellensulyozvan ezzel a TST IGF-1 expressziojat csokkentd hatdsat, mig noi
donorokban 6nmagéban alkalmazva a koffein szignifikdns IGF-1 emelkedést
eredményezett.

Eddigi eredményeinket a hajciklus szabalyozasaban fontos regulalo faktorok
termelésében kiemelt szerepet jatszo primer ORS keratinocita sejtkulturakon
végzett vizsgalatainkkal is aladtamasztottuk €s hasonld eredményeket kaptunk: a
koffein szignifikansan csokkentette a TGF-B2 expresszidjat protein szinten és
mindemellett fokozta az IGF-1 kifejez6dését fehérje és gén szinten egyarant
ELISA ¢és RT-qPCR techikakon alaptl6 vizsgalataink tanisaga szerint.

Osszegezve eredményeinket elmondhatjuk, hogy az ORS keratinocitakon és
mikrodisszektalt HF szervkultirakon végzett in vitro kisérleteink a koffein
komplex szerepét bizonyitjdk a hajbiologiaban. Mindezek felvetik a koffein
potencidlis terapids szerként torténd alkalmazasat a haj- és szdérnovekedési
rendellenességek kezelésében. Kisérleteink raviladgitanak a koffein hajnovekedést
fokoz6 hatasara a nemek kozotti kiilonbségek ellenére is €s ez az elsd tanulmany,
ahol n6éi1 donorokbdl szarmazd mikrodisszektalt HF szervkulturan végeztiink
kisérleteket a koffein hatdsaira vonatkozoan. A nemek kozotti eltérd koffein-
szenzitivitas hatterében alld folyamatok okanak felderitése azonban egyel6re még

nem tisztazott.
Feltételezett mechanizmus, avagy ahol a szalak o6sszeérnek

A koffein a legtobb biologiai hatasat az adenozinerg tonus felfliggesztésével
éri el az ADOR-ok gatlasa révén. Felmeriil tehat a kérdés: két, szerkezetiikben

nagymertekli analogiat mutatd molekula, melyek egymadssal ellentétes
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molekularis hatdsokat valthatnak ki, hogyan befolydsolhatjdk mégis ugyanazon
iranyba a hajciklust? A kérdés megvalaszolasahoz természetesen a mdogottes
jelatviteli  folyamatokat mélyebbrehatoan c¢élzd kisérletes vizsgalatok
sziikségesek, igy jelen feltevésiink hangstlyozottan hipotetikus jellegii marad. Az
adenozin Ayg receptoron keresztiili jelatviteli utvonalanak potencialis allomasa
lehet az adenilat ciklaz (AC) stimulacioja, mely fokozott ciklikus adenozin-
monofoszfat (CAMP) szintet eredményez. A koffein ezzel szemben (az ADOR-
ok gatlasa mellett) a cAMP lebontasat is gatolhatja a foszfodiészteraz (PDE)
gatlasan keresztiil, vagyis (az adenozinhoz hasonldéan) fokozott CAMP szintet is
eredményezhet.

A szdérnovekedésben tapasztalhatdo nemi kiilonbségekben szerepet jatszahat
a nemi hormonok eltérd hatasa az intrafollikularis masodlagos hirvivok szintjére.
Irodalmi adatok szerint az 6sztron fokozza, a DHT pedig gatolja az AC miikodést
—igy eldébbi ndveli, mig utdbbi csdkkenti a cAMP szintjét. Az AGA-ban jellemzd
emelkedett DHT szint €s az erre genetikailag fokozott érzekenységgel reagald
HF-k a terminalis haj fokozott vellus hajja torténd atalakulasat, a késébbiek soran
pedig részleges vagy teljes kopaszodas kialakulasat eredményezik, melynek
hatterében felmeriilhet a DHT AC miikodést gatld és ezaltal cAMP szintet
csokkenté szerepe. Koffeinnel végzett kisérleteink soran a ndéi donorok HF-i
fokozott érzékenységet mutattak az alkaloid irant. Elképzelhetd, hogy ebben az
Osztrogének hatasara fokozott AC aktivitas miatt nagyobb cAMP szint is szerepet
jatszik. Igy a koffein PDE-t gatlé hatasa révén jelentésebb mértékben emelheti a
cAMP szintet, mint a férfiak esetén, ahol az AC aktivitasa kisebb.

Az emelkedett cAMP szint a kiillonb6zd parakrin jelatviteli utvonalak
mikodésének mediadldsa altal szerepet jatszhat az anagén fazis kialakitasat
stimulalo IGF-1 és SCF fokozott, valamint a katagén fazist indukéalo TGF-B2 és
EGF csokkent mértekii kifejezddésében. A bemutatott eredményeink szerint ezen
hajciklus szabdlyozd molekuldk kifejezddésének meérteke jelentds valtozast

mutatott az adenozin és koffein kezelések hatasara. Feltételezhet6, hogy az
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emelkedett cAMP szint mindemellett fokozza a HF kornyezetében a
mikrocirkulaciot és fokozott tdpanyag ¢€s oxigén ellatast biztosit, mely
nélkiilozhetetlen a HF novekedése és fejlddése szempontjabdl. Habar ezen
gondolatok teoretikus jellegliek a vélt hatdsmechanizmust illetéen, az irodalomi
adatokkal jo 0Osszhangban elmondhatjuk, hogy egy mellékhatasok nélkiili,
azonban rendkiviil hatékonynak igérkezd koffein és/vagy adenozin alapu terapia

alkalmazasa megoldast nyujthat az AGA-ban szenveddknek.
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OSSZEFOGLALAS

Jelen kisérleteink soran a szerteagazd fizioldgiai funkciokkal rendelkezd,
lokdlisan termelddd purin-szarmazék adenozin, és a ndvényi eredetli, szintén
sz€leskorli szisztémas hatasokat kifejteni képes, alkaloid vegyiilet, a koffein
szOrndvekedésben betoltott szerepét vizsgaltuk.

Human mikrodisszektalt HF szervkulturan végzett kisérleteink eredményei
alapjan megallapitottuk, hogy az adenozin jelentds mértékben fokozza a HF-k
hatassal bir. Igazoltuk tovabba, hogy az adenozin képes kivédeni a TGF-32
katagén fazist-indukald hatasat. A lehetséges jelatviteli mechanizmusok utan
kutatva kimutattuk, hogy mind a négy ADOR altipus kifejez6dik mind HF-kon,
mind pedig izoldlt ORS keratinocitdkon. ORS keratinocitdkon végzett
génexpresszios vizsgalataink eredménye szerint az adenozin fokozza az anagén
fazist indukalo faktorok (IGF1R, SCF) és csokkenti a katagén-induktor TGF-B2
¢s EGF kifejez6dését. A latott hatasok kifejlodéséért az ADOR medidlta
utvonalak — legfoképpen az Azg —tehetoek feleldsse.

Koffeinnel végzett kisérleteink soran kimutattuk — n61 és férfi donoroknal
egyarant —, hogy a TST katagén indukal6 hatasat felfiiggesztvén a koffein fokozza
a HF-k novekedeését, a proliferald MK-ak szamat, valamint anagén fazist fenntarto
szereppel bir. ORS keratinocitakon végzett kisérleteink alatamasztottak a koffein
proliferaciot fokozo és apotozist csokkentd hatasat. Kimutattuk, hogy a koffein a
hajnovekedés szabalyozasaban szerepet jatszo katagén-induktor TGF-B2 szintjét
csokkentette, mig az anagén fazis kialakitdsdban szerepet jatszo IGF-1
kifejezddését fokozta.

Eredményeink ravilagitanak az adenozin ¢és koffein hajnovekedés
szabalyozasban betoltott kiemelkedd szerepére, hangsulyozvan ezzel potencialis

terapias alkalmazasuk lehetdségét.
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