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Zusammenfassung

Es hat sich kiirzlich gezeigt, dass neben Androgenen und Ostro-
genen auch das Hormon Prolaktin an der Entwicklung der andro-
genetischen Alopezie mafdgeblich beteiligt ist. Wir konnten zei-
gen, dass Prolaktin Haarzyklus-abhdngig in der Maushaut expri-
miert wird und in murinen Maushautorgankulturen in der Lage
ist, vorzeitiges Katagen zu induzieren. Auch in isolierten huma-
nen Anagen- und Katagen-Haarfollikeln wird Prolaktin und des-
sen Rezeptor exprimiert, und eine Behandlung mit Prolaktin
iber 6 Tage resultiert in ein vorzeitiges Eintreten der Haarfollikel
in das Katagenstadium mit gleichzeitigem Anstieg von apoptoti-
schen und einer verminderten Anzahl proliferierender, follikula-
rer Keratinozyten. Prolaktin wird — entgegen bisheriger Publika-
tion — im Haarfollikel selbst produziert und {ibt lokal seine Funk-
tionen aus. Verschiedene, einander beeinflussende Wachstums-
faktoren sind an der Regulation des Haarzyklus beteiligt. Auch
TGF-B spielt sowohl fiir die Haarfollikelmorphogenese als auch
fiir den Haarzyklus eine maRgebliche Rolle. So induziert TGF-32
wadhrend der embryonalen Entwicklung Haarfollikelanlagen und
TGF-B2 knock-out-Mduse zeigen eine verzogerte Haarfollikel-
morphogenese mit einer verminderten Anzahl an Haarfollikeln.
TGF-B1 dagegen inhibiert die Haarfollikelmorphogenese. Wah-
rend des Haarzyklus haben TGF-B1 und TGF-B2 hemmende Ef-
fekte auf das Haarwachstum und kénnen Katagen in humanen
Haarfollikeln induzieren. Zusdtzlich hat sich gezeigt, dass Reti-
noid induzierter Haarausfall zumindest partiell durch TGF-32
vermittelt ist, der durch die Gabe von TGF-pB-Antikdrpern signifi-
kant vermindert werden kann. Zusammenfassend motivieren
diese Daten, sowohl Prolaktin- als auch TGF-B-Rezeptor Antago-
nisten als zukiinftige Therapeutika in der Behandlung der andro-
genetischen Alopezie weiter zu untersuchen.

Abstract

It has recently been recognized, that next to androgens and
estrogens also the pituitary hormone prolactin is involved in the
regulation of androgenetic alopecia. We have shown that pro-
lactin is expressed hair cycle dependent in murine skin and is ca-
pable of premature catagen induction in murine skin organ cul-
tures. Prolactin and the prolactin receptor are expressed in
isolated human hair follicles and daily treatment with prolactin
for 6 days results in premature catagen induction, inhibition of
hair shaft production, induction of apoptosis and decrease of
proliferation in follicular keratinocytes. Prolactin is - contrary
to other publications - produced in the human hair follicle and
exerts its effects locally on the hair cycle. A cascade of distinct
growth factors is necessary for the regulation of the hair cycle.
Also TGF-B plays an important role during hair follicle morpho-
genesis and cycling. During embryogenesis TGF-B2 induces hair
follicle plugs and TGF-B2 knock-out mice show a delayed hair
follicle morphogenesis along with a reduced number of hair fol-
licles. Unlike TGF-B2- TGF-B1 inhibits hair follicle morphogene-
sis. TGF-B1 and 2 inhibit hair growth and are able to induce cata-
gen in human hair follicles. In addition, retinoid induced hair loss
is at least partially mediated by TGF-B2, and can be significantly
reduced by TGF-f antibodies. In summary these data motivate to
further investigate prolactin and TGF-f receptor antagonists as
possible therapeutics in the management of androgenetic alope-
cia.
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Einleitung

Haare spielen besonders in der heutigen Gesellschaft eine auRer-
gewohnliche soziale Rolle. Dies wird schon allein durch die enor-
me Aufmerksambkeit, Energie und Kosten reflektiert, die fiir die
Schonheit der Haare und besseres Wachstum verwendet wird.
Vitalitdt, Jugend und Gesundheit sowie sexuelle Attraktivitdt
wird mit kraftigem Haarwuchs verbunden. Haarstyling ist zu-
satzlich ein Mittel, um seine persoénlichen und kulturellen Ein-
stellungen auszudriicken. Es wird auRerdem vielfach unter-
schdtzt, dass Patienten mit Haarwachstumsstérungen in der Ge-
sellschaft stigmatisiert werden. So ist der Leidensdruck der Pa-
tienten, die unter androgenetischer Alopezie leiden, immens
und steht in keiner Relation zu dem tatsdchlichen Krankheits-
bild.

Die Haarforschung hat im letzten Jahrzehnt viele Faktoren ent-
deckt, die maBgeblich am Haarwachstum, Haarzyklus und an
der Entwicklung der androgenetischen Alopezie beteiligt sind.
Je mehr Erkenntnisse gewonnen wurden, desto klarer wurde die
Komplexitdt des Miniorgans Haarfollikel. Transplantationsexpe-
rimente haben gezeigt, dass der Haarfollikel eine eigene, autono-
me innere chronobiologische Uhr besitzt, die man derzeit in der
dermalen Papille vermutet und die den Haarzyklus auch nach
Transplantation des Haarfollikels an einen anderen Ort fortfiihrt
[1]. Eine genaue Koordination verschiedener Faktoren, die so-
wohl Hormone als auch Wachstumsfaktoren umfassen, sind not-
wendig, um den rhythmischen Haarzyklus bestehend aus Ana-
gen (Wachstumsphase), Katagen (Haarfollikelregression) und
Telogen (Ruhephase) zu ermdéglichen.

Die Bedeutung der Androgene und 5-o-Reduktase in der andro-
genetischen Alopezie des Mannes und der Frau wurde schon in
der Vergangenheit intensiv untersucht. Sie spielen zweifelsohne
eine Schliisselrolle in der Entwicklung der androgenetischen
Alopezie, und es gibt auf dem Markt seit laingerem 5-o-Redukta-
se-Hemmer [2]. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass Ostrogene
ebenfalls einen wichtigen Einfluss auf des Haarwachstum aus-
iben. In der Literatur wurden bisher widerspriichliche Daten in
Bezug auf die Wirkung von Ostrogenen auf das Haarwachstum
meist in der Maus publiziert. Conrad et al. haben die Wirkung
von 17-p-Ostradiol auf isolierte humane Haarfollikel untersucht
und herausgefunden, dass 17-B-Ostradiol die Anagenphase von
Haarfollikeln der Okkzipitalregion bei Mdnnern und Frauen ver-
langern kann, wahrend die Haarschaftproduktion erstaunlicher-
weise nur bei Miannern verstirkt wurde [3]. Somit hat 17-p-Ost-
radiol - endlich auch wissenschaftlich bewiesen - einen positi-
ven Effekt auf das Haarwachstum und findet seine Berechtigung
als weit verbreitetes Therapeutikum der androgenetischen Alo-
pezie der Frau in Form von Haarwassern.

Neben den Androgenen und Ostrogenen trat in den letzten Jah-
ren auch das Hormon Prolaktin in den Mittelpunkt des Interesses
der Haarforschung. V.a. an Tieren mit saisonalabhdngigem Haar-
zyklus wie Schaf und Ziege wurde eine wachstumsmodulierende
Wirkung von Prolaktin beobachtet. Hormone entfalten ihre Wir-
kung durch Botenstoffe, die wiederum die Proliferation, Diffe-
renzierung oder Apoptose bestimmter Zellen regulieren. Eine
Reihe an Botenstoffen wir NGF, NT-3, BMP, EGF und IGF wurden
schon identifiziert, die an der Regulation des Haarzyklus betei-
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ligt sind [1]. Einer dieser Mediatoren ist der Wachstumsfaktor
Transforming Growth factor B (TGF-B) mit wichtigen Funktionen
wdhrend der Haarfollikelmorphogenese und des Haarzyklus.
Dieser Review focussiert sich auf die Rolle von Prolaktin und
TGF-B wdhrend des Haarzyklus und als mégliche zukiinftige The-
rapeutika in der Behandlung des Haarausfalls.

Prolaktin

Prolaktin ist ein Hormon, das vorwiegend in der Hypophyse pro-
duziert wird und fiir seine mammotropen und laktotropen Funk-
tionen wahrend der Schwangerschaft und Stillzeit bekannt ist.
Inzwischen weifl man, dass Prolaktin auch in anderen Organen
des Korpers wie Lymphozyten, Plazenta, Gehirn und Mamma
produziert wird und eine Vielfalt von Funktionen aufweist [4].
In der Haut bindet Prolaktin an dortige Rezeptoren, und es wurde
schon seit langerem postuliert, dass Prolaktin als neuroendokri-
ner Modulator epithelialer Proliferation und der Hautimmunab-
wehr fungieren kénnte [5]. Beim Menschen geht eine Hyperpro-
laktindmie mit Hirsutismus, androgenetischer Alopezie, Amen-
orrhd und Infertilitdt einher [6]. Der Prolaktin-Rezeptor gehort
zur Zytokin-Rezeptorfamilie. Vier Rezeptoren - eine lange und
drei kurze Formen - sind fiir Prolaktin bekannt, wovon nur die
lange Form in der Lage ist, das Prolaktin-Signal weiterzuleiten
[7].

Wirkung von Prolaktin auf den Haarzyklus

In Schafen mit saisonal abhdngigem Fellwechsel wurde beobach-
tet, dass Prolaktin einerseits in der Lage ist, ruhende Telogen-
Haarfollikel zu aktivieren (Anagen-Induktion) und andererseits,
dass erhohte Prolaktin-Plasmakonzentrationen assoziiert mit
verldangerten Lichtperioden Katagen (Haarfollikelregression) in-
duzieren kénnen. Prolaktin scheint hier daher eine duale Rolle
mit gegensdtzlichen Funktionen zu spielen [8].

Maduse besitzen wie der Mensch einen saisonalunabhdngigen
Haarzyklus. Transgene Mduse, bei denen das Prolaktin-Rezeptor-
Gen ausgeschaltet wurde, zeigen Haarzyklusveranderungen und
ein langeres Fell [9]. Die Haarzyklen verlaufen in diesen Mdusen
beschleunigt und die Ostrogenkonzentrationen im Blut sind ver-
mindert. Es war daher bisher unklar, ob diese Haarzyklusveran-
derungen durch Prolaktin selbst oder indirekt durch die vermin-
derten Ostrogene bedingt sind.

Um die Rolle von Prolaktin auf das saisonalunabhdngige Haar-
wachstum genauer aufzukldren, haben wir die Expression von
Prolaktin und Prolaktin-Rezeptor-Protein und deren mRNA zu-
ndchst an der Maushaut wdhrend der einzelnen Stadien des
Haarzyklus untersucht. AnschlieRend haben wir murine Haut,
die nur Anagen-VI-Haarfollikel enthalt, fiir zwei Tage kultiviert
und mit Prolaktin behandelt, um zu sehen, ob Prolaktin einen di-
rekten Effekt auf Haarfollikel besitzt. In einem zweiten Ansatz
haben wir die Experimente auf den Menschen iibertragen. Wir
haben erneut die Expression von Prolaktin und Prolaktin-Rezept-
or-Protein und mRNA diesmal in humanen Haarfollikeln unter-
sucht. AnschlieBend wurden isolierte humane Haarfollikel {iber
6 Tage kultiviert und mit Prolaktin behandelt.
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Haarzyklusabhdngige Expression von Prolaktin und
Prolaktin-Rezeptor

Die Prolaktin-Expression wurde immunhistologisch am depilati-
ons-induzierten Maus-Haarzyklus untersucht. Im Telogen war
Prolaktin in der duBeren Wurzelscheide (ORS) nur schwach er-
kennbar. Im friihen Anagen wird Prolaktin in der sich entwi-
ckelnden Inneren Wurzelscheide (IRS) und im spdten Anagen
(IV-VI) in der IRS und der ORS exprimiert. Wahrend des Kata-
gens sind ORS-Keratinozyten stark positiv fiir Prolaktin (Abb.1).
Prolaktin-Rezeptor-Expression ist ebenfalls auf epitheliale Zellen
des Haarfollikels beschrdnkt. Die dermale Papille ist immer ne-
gativ. Wahrend des spdten Anagens und Katagens wird Prolak-
tin-Rezeptor in einer begrenzten Region der distalen ORS expri-
miert [9,10].

Mittels RT-PCR haben wir zusdtzlich untersucht, ob Prolaktin im
Haarfollikel selbst produziert wird und seine Wirkungen ,vor
Ort“ ausiibt. Wir konnten zeigen, dass sowohl Prolaktin als auch
Prolaktin-Rezeptor mRNA im Haarfollikel haarzyklusabhdngig
produziert werden.

In Maushautorgankulturen, die fiir 72 h kultiviert und mit Pro-
laktin behandelt wurden, konnten wir zeigen, dass Prolaktin-be-
handelte Haarfollikel schon deutlich weiter im Haarzyklus fort-
geschritten waren und sich nach 72 h Kultivierung bereits vor-
wiegend in der Haarfollikelregression (Katagen) befanden, wah-
rend die Kontrollhaarfollikel noch grofteils im spdten Anagen
waren (Abb. 2, 3). Auch die immunhistologischen Proliferations-
studien mit Ki-67 zeigten eine signifikante Senkung der prolife-
rierenden Matrixkeratinozyten in der Prolaktingruppe im Ver-
gleich zur Kontrolle [10].

Wirkung von Prolaktin auf humane Haarfollikel

Die immunhistologische Analyse zeigte, dass Prolaktin-Protein
auch in humanen Haarfollikeln exprimiert wird. In isolierten hu-
manen Anagen-VI-Haarfollikeln sind ORS-Keratinozyten positiv
fiir Prolaktin. Prolaktin-Rezeptor zeigt eine deutlich stdrkere Ex-
pression in der ORS, der IRS und den Keratinozyten der Matrix in
Anagen-Haarfollikeln. Im Katagen III ist die Immunreaktivitat fiir
Prolaktin intensiver als wahrend der Wachstumsphase. Prolak-

Abb. 1 Prolaktin-Expression wdhrend des
depilations-induzierten murinen Haarzyklus
wurde mittels ABGMethode mit AEC+ (rot)
als Substrat und Hematoxilin fir die Gegen-
farbung dargestellt. A: Telogen, B: Anagen IlI
HF, C: Anagen IV, D: Anagen VI, E: Katagen Il
and F: Katagen VII. ORS: duRere Wurzel-
scheide , IRS: innere Wurzelscheide, DP: der-
male Papille, and MC: Matrixzellen (aus Foit-
zik et al. Am. |. Pathol., 2003).

Abb. 2 H&E Farbung flir quantitative Histomorphometrie nach 72 h
Kultivierung muriner Hautorgankultur. a Kontroll-Haarfollikel im spa-
ten Anagen VI, b Prolaktin behandelte Haarfollikel in friihem Katagen
(Il=1n). (Pfeilspitze: Dermale Papille) (aus Foitzik et al. Am. J. Pathol.,
2003).
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im Vergleich zur Vehikel-Kontrolle (n = 63 HF pro Gruppe) nach 0, 2,
4, 6 and 8 Tagen in Kultur. P-value: ***<0,001. b Prozentzahl von Haar-
follikeln in definierten Haarzyklusstadien nach 8 Tagen Kultur. Die sta-
tistische Signifikanz wurde kalkuliert mittels Mann-Whitney-U Test.
P-value: *<0,05. c Kalkulation des Haarzyklus-Scores (HCS): Alle Haar-

tin-Rezeptor wird in Katagenhaarfollikeln in Keratinozyten der
ORS und der Matrix entdeckt.

Unsere oben beschriebenen Daten an der Maushaut geben Hin-
weise dafiir, dass Prolaktin seine Wirkungen in der Haut nicht
systemisch iiber die Hypophyse, sondern direkt am Haarfollikel
ausiibt. Prolaktin konnte schon in Kulturen von humanen, der-
malen Fibroblasten, Keratinozyten und in Schweif3driisen nach-
gewiesen werden [11]. Es wurde jedoch kiirzlich berichtet, dass
zwar Wachstumshormon, nicht aber Prolaktin in humaner Haut
produziert wird. [12]. Wir haben mittels RT-PCR erstmals Prolak-
tin mRNA im humaner Haut und in isolierten Haarfollikeln nach-
gewiesen (Foitzik et al. in Vorber.). Die unterschiedlichen Ergeb-
nisse konnten damit zusammenhdngen, dass Slominski et al.
Korperhaut mit Vellushaaren untersucht hat, wdhrend wir
Skalphaut mit Terminalhaaren verwendet haben [12].

Sechs Tage wurden die humanen Haarfollikel mit Prolaktin be-
handelt und ausgemessen. Prolaktin-behandelte Haarfollikel
wiesen eine signifikant kiirzere Haarschaftverlangerung auf als
die Haarfollikel der Kontrollgruppe. Wahrend sich die Haarfolli-
kel der Kontrollgruppe noch fast ausnahmslos im Anagen befan-
den, waren die Haarfollikel der Prolaktin-Gruppe schon grof3teils
im Stadium der Haarfollikelregression. Immunhistologische Far-
bungen (Ki-67, TUNEL) zeigten zusdtzlich, dass in der Testgruppe
eine deutlich verminderte Anzahl von proliferierenden Keratino-
zyten in den Matrixzellen der Haarbulbi vorhanden war und dass
gleichzeitig die Zahl der apoptotischen Nuklei im Haarfollikel
anstieg. Prolaktin bewirkt somit nicht nur eine signifikante Inhi-
bition der Haarschaftproduktion, sondern auch eine Induktion
der Haarfollikelregression mit Hochregulation der Apoptose
und Reduktion der Proliferation in follikuldren Keratinozyten
[31].

Diese Daten unterstiitzen die Hypothese, dass Prolaktin direkte
lokal inhibierende Effekte auf humane Haarfollikel ausiibt und
dass Prolaktin-Rezeptor-Antagonisten in der Zukunft wirksame
therapeutische Mittel fiir die Prolaktin-induzierte androgeneti-
sche Alopezie sein kdnnten.
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jedem Stadium des Haarzyklus wurde wie folgt ein Score zugeteilt:
Anagen VI = 100, frihes Katagen = 200, mittleres Katagen = 300.
Der HCS zeigt das Mittel von allen Stadien aller Haarfollikel pro Gruppe
an. P-value: *<0,05.

Transforming Growth Factor-j

Fiir die Mitglieder der TGF-B-Genfamilie ist eine faszinierende
Vielfalt von Funktionen bekannt. Sie sind v.a. Regulatoren von
Zellwachstum, Apoptose und Differenzierung und agieren als
potente Morphogene wdhrend der Embryogenese [13]. Es gibt
drei Isoformen fiir TGF-$ - TGF-B1, 2, und 3 - die eine Homologie
von 80% in ihrer Aminosduresequenz besitzen. Obwohl diverse
dhnliche Eigenschaften der Isoformen in vitro bekannt sind, wur-
den in den TGF-B-knock-out-Mdusen nicht-iiberlappende Defek-
te beobachtet, die somit unterschiedliche Funktionen der einzel-
nen TGF-B-Isoformen in vivo illlustrieren. Alle TGF-B-Isoformen
inhibieren die Proliferation von Keratinozyten und stimulieren
die Synthese und Degradation extrazelluldrer Matrixproteine
durch Fibroblasten. Wahrend TGF-B1-Apoptose in Keratinozyten
induziert, ist TGF-B3 in der Lage, Keratinozyten vor TPA induzier-
ter Apoptose zu schiitzen [14].

TGF-B Typ I- und Typ Il TGF-B-Rezeptoren gehoren zur Familie
der Serin-Threonin-Rezeptoren. TGF-B bindet zundchst an mem-
branstdndige Typ II-Rezeptoren, die anschlief3end einen hetero-
meren Komplex mit Typ [-Rezeptoren bilden, Typ I-Rezeptoren
sind dann in der Lage, das Signal iiber so genannte Smad Proteine
an den Nukleus weiterzuleiten [15]. Daher ist die Ko-Lokalisation
von TGF-B Typ I- und Typ II-Rezeptoren eine kritische Vorraus-
setzung fiir addquate TGF-B-Signaltransduktion.

Aufgrund ihrer wichtigen Funktionen auf die Zellregulation von
Keratinozyten und extrazelluldrer Matrix haben wir den Einfluss
der TGF-B-Isoformen auf Haarfollikelmorphogenese und -zyklus
untersucht.

TGF-p und Haarfollikelmorphogenese

Die Haarfollikelmorphogenese bietet ein exzellentes Modell, um
die Organmorphogenese generell zu studieren. Diverse Interak-
tionen zwischen Mesenchym und Epithel sind fiir die Initiation
und nachfolgende Schritte der Haarfollikelentwicklung notwen-
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dig [16]. Das erste Ereignis ist durch eine epidermale Verdickung,
begleitet von einer mesenchymalen Kondensation, charakteri-
siert. AnschlieRend folgt die Invagination des Epithels in die Der-
mis, die die papillare Struktur umrundet. Formation einer epi-
thelialen Plakode und anschlieBende mesenchymale Aggregati-
on findet man auch in der Zahn- und Federmorphogenese, so
dass man davon ausgeht, dass dhnliche Ereignisse fiir die Ent-
wicklung von Haaren, Zihnen und Federn verantwortlich sind
[17,18]. Fiir die Haarfollikelentwicklung sind zumindest drei in-
duktive Signale zwischen Epithel und Mesenchym erforderlich.
Heterotope Rekombinationsmodelle mit undifferenziertem
Mausepithel haben gezeigt, dass das erste Signal wahrscheinlich
vom Mesenchym ausgeht, an dieser Stelle ein Anhangsorgan zu
bilden. Das zweite Signal hat seinen Ursprung in der Epidermis
und induziert die mesenchymale Aggregation. Danach signali-
siert wiederum diese mesenchymale Aggregation den umgeben-
den epithelialen Zellen zu differenzieren und einen reifen Haar-
follikel zu bilden [18]. Die Natur dieser induktiven Signale wird
derzeit aufgekldrt. Man weil3 inzwischen, dass Wachstumsfakto-
ren wie BMP 2, 4, sonic hedgehog (shh), notch, FGF und WNT3
sowie B-Catenin an diesen ersten Schritten maf3geblich beteiligt
sind [19]. Und auch fiir TGF-B2 haben wir eine wichtige Rolle
wdhrend der Haarfollikelmorphogenese identifiziert.

TGF-B1, 2 und 3 Isoformen sowie TGF-B-Rezeptoren zeigen ein
unterschiedliches Expressionsmuster wdhrend Haarfollikelge-
nese und -zyklus [20-22]. Immunbhistologische Expressionsstu-
dien haben gezeigt, dass TGF-B-Typ II-Rezeptor in der Haarfolli-
kelentwicklung schon vor den ersten morphologischen Verdnde-
rungen der Haaranlagen (Plakode-Formation) in einer Anhdu-
fung von Keratinozyten der Epidermis exprimiert wird, die nach-
folgend in die Dermis einwandern. In den nachfolgenden Stadien
werden TGF-B Typ I- und Typ II-Rezeptor von allen proliferieren-
den und migrierenden Keratinozyten des Haarfollikels expri-
miert [20]. In der Federentwicklung wird TGF-B2-Expression
durch sonic hedgehog (shh) induziert und TGF-B2 ist dort in der
Lage, die mesenchymale Aggregation zu stimulieren [23]. Wir
haben die Haarfollikelentwicklung in TGF-B1, 2 und 3 knock-out-
Madusen untersucht und zusdtzlich in einem funktionellen An-
satz, embryonale Maushaut vor Entwicklung der Haaranlagen
mit TGF-B-Protein behandelt.

Die Haut von TGF-B2-knock-out-Mdusen zeigte eine Verzoge-
rung der Haarfollikelmorphogenese mit Haarfollikeln in den ini-
tialen Stadien. Die Haut zeigte vorwiegend epitheliale Verdi-
ckungen und Haarplakoden, wihrend sich die Haarfollikel in
den Kontrollmdusen schon in mittleren Anagenstadien befan-
den. Zusdtzlich zeigte sich eine Reduktion der Haarfollikel um
30% und die Dicke der Dermis von TGF-B2-defizienten Mdusen
war 50% diinner als die der Kontrolltiere [23]. TGF-B1-defiziente
Maduse zeigten im Gegensatz dazu eine leichte Beschleunigung
der Haarfollikelentwicklung und TGF-B3-knock-out-Mduse wie-
sen keinen Unterschied in der Haarfollikelmorphogenese im Ver-
gleich zu den Kontrollen auf [23].

Um zu sehen, ob TGF-B2 selbst in der Lage ist, Haarfollikelanla-
gen zu induzieren, wurde murine Embryonalhaut vor Entste-
hung von Haarfollikeln kultiviert und fiir 24 h mit TGF-B2 behan-
delt. Fiir die embryonale Organogenese ist es entscheidend, dass
ein lokaler Gradient von Wachstumsfaktoren aufgebaut wird.

TGF-B2 wurde daher in Form von slow release beads, die TGF-B2
hochkonzentriert und kontinuierlich {iber 24 h abgeben, auf die
Hautorgankultur appliziert. Nach 24 h zeigte die TGF-p2-behan-
delt Haut eine beschleunigte Haarfollikelentwicklung, und um
die slow release beads herum konnte eine vermehrte Anzahl an
initialen epithelialen Haarfollikelanlagen (hair buds) mit dane-
ben liegender mesenchymaler Kondensation beobachtet werden
(Abb. 4). Die mit Vehikel beads behandelte Haut zeigte dagegen
keine initialen Haarfollikelanlagen und eine normale Epidermis
[23].

TGF-B1-iiberexprimierende transgene Maduse haben dagegen
eine reduzierte Anzahl an Haarfollikeln und eine verminderte
Anzahl an proliferierenden Keratinozyten in der Epidermis [24],
und TGF-B1-defiziente Mduse weisen eine vermehrte Anzahl an
proliferierenden Keratinozyten auf [25]. Die stimulatorische
Wirkung von TGF-B2 ist daher eine aufregende Beobachtung,
die noch weiter aufgekldrt werden muss. Eine attraktive Hypo-
these besteht darin, dass TGF-B2 wahrscheinlich nicht in Kerati-
nozyten selbst produziert wird, sondern eher in dermalen Zellen.
TGF-B-Typ II-Rezeptor wird in der Haarfollikelentwicklung
schon vor den ersten morphologischen Veranderungen der Haar-
anlagen (Plakode-Formation) in einer Anhdufung von Keratino-
zyten der Epidermis exprimiert, die nachfolgend in die Dermis
invaginieren [20]. Wir nehmen daher an, dass TGF-2 an diese
Rezeptoren bindet, und eine Kaskade weiterer Wachstumsfakto-
ren induziert, die dann fiir die folgenden Schritte der Haarfolli-
kelentwicklung verantwortlich sind. Shh-defiziente Mduse wei-
sen einen dhnlichen Phdnotyp auf wie TGF-B2-knock-out-Mduse
mit Stillstand der Haarfollikelentwicklung im Plakode-Stadium
und reduzierter Anzahl an Haarfollikeln [20]. Der stdrkere Block
der Haarfollikelentwicklung in shh-defizienten Mdusen und frii-
here Studien, die eine Induktion von TGF-2 durch shh gezeigt
haben, schlagen vor, dass TGF-B2 downstream von shh funktio-
niert. Wahrend p-Catenin und Lef-1 wahrscheinlich fiir den Ab-
stand der Haarfollikelanlagen verantwortlich sind, scheinen
FGFs, notch und BMP2, 4 die Formation der Plakode und Regula-
tion von shh zu ibernehmen. Fiir die komplexen Vorgiange der
epithelial-mesenchymalen Interaktionen wahrend der Haarfolli-
kelmorphogenese ist das genaue Zusammenspiel verschiedener
Molekiile notwendig, und unsere Daten implizieren, dass TGF-2
an der Haarfollikelinduktion wdhrend der Embryogenese eine
wichtige Rolle spielt. Weitere Studien sind daher notwendig he-
rauszufinden, wie und wann TGF-B2 mit anderen regulatori-
schen Wegen kommuniziert.

TGF-B und der Haarzyklus

Katagen ist ein Prozess, der durch Apoptose (programmierter
Zelltod), terminale Differenzierung, Proteolyse und Umbau der
extrazelluldren Matrix charakterisiert ist [25]. Auch wenn die
morphologischen Kriterien des Katagens schon gut beschrieben
wurden, sind die molekularbiologischen Kontrollmechanismen
noch groBteils unbekannt. Fiir verschiedene Wachstumsfaktoren
wurde eine Katagen-induzierende oder Anagen-verlingernde
Wirkung beschrieben. Und auch fiir TGF-p1 und 2 konnte eine
Funktion in der Kontrolle der Katagenregulation beobachtet wer-
den.
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Verschiedene Studien haben bereits die Expression der TGF-
B-Isoformen und ihrer Rezeptoren wdhrend des murinen Haar-
zyklus untersucht. So steigen die mRNA-Werte von TGF-B Typ I-
und Typ II-Rezeptor sowie von TGF-B1 und 3 wdhrend des Ana-
gens an, sind maximal wihrend der Ubergangsphase von Anagen
in das Katagen und fallen dann wahrend des Katagens wieder ab
[21]. Die immunhistochemische Analyse zeigte, dass TGF-B-Typ [
und Typ II-Rezeptor in der ORS - korrelierend mit der sich entwi-
ckelnden IRS - und in einer Subpopulation von Matrixzellen in
Anagen-Haarfollikeln exprimiert sind und dass diese Expression
wadhrend des Katagens mit der sich zuriickbildenden IRS wdah-
rend des Uberganges vom Katagen in das Telogen wieder ver-
schwindet [20]. Auch die follikuldre Expression von TGF-B1-Pro-
tein ist haarzyklusabhdngig. TGF-B1 wird im murinen depilati-
ons-induzierten Haarzyklus weder im Telogen noch im frithen
Anagen exprimiert. Im mittleren Anagen ist TGF-B1 in der ORS
des Haarfollikels lokalisiert. Im spiten Anagen bis zum Katagen
nimmt die Intensitdt der TGF-B1-Expression dann zu und TGF-B1
wird in der ORS und im epithelialen Strang gefunden [25].

Wir haben aufRerdem den Haarzyklus in Mdusen, bei denen das
TGF-B1-Gen ausgeschaltet ist, untersucht und festgestellt, dass
dieser signifikant verzogert ist. Haarfollikel sind an Tag 19 nach
der Geburt noch zu 50% im deutlich verldngerten Anagen, wdh-
rend schon 40% der Wildtyp-Kontrollmduse in das Telogen {iber-
getreten sind. Damit vereinbar zeigte die Ki-67/TUNEL Immun-
histochemie ebenfalls eine vermehrte Anzahl von proliferieren-
den und kaum apoptotische Keratinozyten in den Haarfollikeln
von TGF-B1-knock-out-Mdusen. TGF-B1 appliziert in die Riicken-
haut von C57/BL6-Mdusen mit allen Haarfollikeln im Anagen in-
duzierte ebenfalls vorzeitiges Katagen mit Induktion von Apop-
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Abb.4 a,b Embryonale Maushaut 24h
nach Behandlung mit Vehikel slow release
bead. ¢,d 24 h nach Behandlung mit TGF-32
slow release bead. Um die beads sind neue
Haarfollikelanlagen (Haarplakode) sichtbar.
Die Epidermis ist hyperplastisch (aus Foitzik
et al. Dev. Biol., 1999).

tose follikuldrer Keratinozyten [24]. Um die Zielzellen von
TGF-B1 zu entdecken und zu sehen, ob TGF-B1 dort auch Apopto-
se induziert haben koénnte, haben wir eine Doppelfarbung mit
TGF-B-Typ II-Rezeptor und TUNEL durchgefiihrt und konnten
eine Ko-Lokalisation von TGF-B-Typ II-Rezeptor und apoptoti-
schen Nuklei in der ORS von Anagen Haarfollikeln und im epithe-
lialen Strang von Katagen-Harfollikeln zeigen. Dies deutet darauf
hin, dass TGF-B1 selbst in der Lage ist, Apoptose in selektierten
Keratinozyten der ORS und des epithelialen Stranges zu induzie-
ren [25].

Im humanen isolierten Anagen-Haarfollikeln wird TGF-1 und 2
in der ORS der Anagen-Haarfollikel exprimiert. Im frithen Kata-
gen wird TGF-B2 zusdtzlich in den Matrixzellen des Haarbulbus
exprimiert, und im fortgeschrittenen Katagen ist TGF-B2 erst-
mals auch in der dermalen Papille lokalisiert [26].

Funktionelle Daten haben zusatzlich gezeigt, dass sowohl
TGF-B1 als auch TGF-B2 in isolierten murinen und humanen
Anagen-Haarfollikeln Katagen induzieren kénnen und die Haar-
schaftproduktion inhibieren [26,27]. Parallel dazu zeigen TGF-
B1-knock-out-Mduse einen deutlich beschleunigten Haarzyklus
und Injektion von TGF-B1 in vivo in murine Riickenhaut, die nur
Anagan VI-Haarfollikel enthdlt, resultiert in einer vorzeitigen
Katageninduktion [25]. Diese Ergebnisse sind insofern erstaun-
lich, da TGF-B2 wdhrend der Haarfollikelmorphogenese wie
oben beschrieben einen stimulierenden Effekt aufweist und auf
Anagen-Haarfollikel eine gegensatzliche Katagen-induzierende
Wirkung hat. Zusammenfassend kann man sagen, dass TGF-31
und 2 im murinen und humanen Haarfollikel vorzeitig Katagen
induzieren und als wichtige Regulatoren an der Entwicklung
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Abb.5 a Die Graphik zeigt die Lange der

18 Haarschafte von Tretinoin- und TGF-B2-be-
& handelten Haarfollikeln im Vergleich zur Kon-
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des Katagens beteiligt sind. Die Daten motivieren daher in der
Zukunft zu untersuchen, ob TGF-B-Rezeptor-Antagonisten - to-
pisch eingesetzt — als mdgliche Therapeutika in der Behandlung
der androgenetischen Alopezie einsetzbar sind.

Retinoide und Haarwachstum

Retinoide unterdriicken in der Haut bekanntermafien die Seb-
umproduktion, Keratinisierung und Proliferation, stimulieren
die Differenzierung von Keratinozyten und haben antiinflamma-
torische Effekte [28]. Aufgrund dieser Eigenschaften sind Reti-
noide ein festes Standbein in der Behandlung dermatologischer
Erkrankungen wie Akne vulgaris, Ichthyosen, Psoriasis und pal-
moplantarer Keratosen. Diffuser Haarausfall ist eine der hdufigs-
ten und psychologisch mit am meisten beeintrachtigende Ne-

+anti-  +anti-
TGF-R TGF-B

benwirkung systemisch verabreichter Retinoide, die hdufig in
vorzeitiger Beendigung einer hocheffektiven systemischen Reti-
noid-Therapie resultiert.

Gegensdtzliche Daten {iber die Wirkung von Retinoiden auf den
Haarzyklus wurden bisher in der Literatur berichtet. So bewirkt
die Einnahme von Retinoid-Tabletten diffusen Haarausfall bei
Menschen, wdhrend die topische Gabe von Tretinoin in Kombi-
nation mit Minoxidil dessen Anagen-verlingernde Wirkung ver-
bessern soll.

Um die unerwiinschten Effekte von Retinoiden zu vermindern
und die erwiinschten Effekte zu verstirken, werden derzeit se-
lektive Rezeptor-Subtypen-Agonisten und Antagonisten synthe-
tisch hergestellt [29].

Foitzik K. Neues aus der Haarforschung... Akt Dermatol 2005;31: 109-116

Dieses Dokument wurde zum personlichen Gebral



—
c
=
o
£
3

Um die bisher noch immer unklaren Effekte von Retinoiden auf
den Haarfollikel genauer zu untersuchen, haben wir isolierte, hu-
mane Anagen-Skalphaut-Haarfollikel kultiviert und fiir 6 Tage
mit Tretinoin behandelt. Nach 6 Tagen war die Haarschaftlinge
der Tretinoin-behandelten Haarfollikel signifikant kiirzer als die
der Kontrollgruppe, und die Tretinoin behandelten Haarfollikel
waren schon groBteils in das Katagenstadium iibergetreten.
Auch die Proliferation in den Matrixzellen von Tretinoin-behan-
delten Anagen-Haarfollikeln war signifikant vermindert und die
Apoptose hochreguliert [30]. Interessanterweise konnte der Ef-
fekt von Tretinoin auf humane Anagen-Haarfollikel signifikant
durch die Zugabe von TGF-B-Antikérpern abgemildert werden,
so dass sich die gleichzeitig mit Tretinoin und TGF-B-Antikérpern
behandelten Haarfollikel nach 6 Tagen Kultur noch {iberwiegend
im Anagen befanden und eine verldngerte Haarschaftproduktion
zeigten (Abb. 5). Zusdtzlich haben wir die Expression von TGF-2
als Katageninduktor und méglicher Mediator in Tretinoin-be-
handelten Haarfollikeln untersucht. Immunhistologisch wurde
TGF-B2-Protein in Kontrollhaarfollikeln 4 Tage nach Kultur in
der ORS der Haarfollikel in der Kontrollgruppe lokalisiert. In Tre-
tinoin-behandelten Haarfollikeln wurde eine zusatzliche Expres-
sion von TGF-B2 in der dermalen Papille von Anagen-Haarfolli-
keln entdeckt [30]. Eine Untersuchung mittels Light-cycler-PCR
zeigte passend dazu eine Hochregulation von TGF-p2 mRNA im
Haarbulbus im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Diese Daten lassen darauf schlief3en, dass Tretinoin die Prolifera-
tion von follikuldren Keratinozyten inhibiert und tiber Apoptose
Katagen induziert. Diese Effekte von Tretinoin werden zumin-
dest partiell durch die Hochregulation von TGF-B2 in der derma-
len Papille erzielt. Weitere Untersuchungen mit RARB-selektiven
Rezeptor-Antagonisten — die dann das Retinoid-induzierte Telo-
gen Effluvium verhindern kénnten - sind daher notwendig, um
diese Hypothese zu iiberpriifen. Derzeit erscheint es am wahr-
scheinlichsten, dass topisch angewandte TGF-B2-Antagonisten
oder die lokale Blockade von TGF-B Typ II-Rezeptoren hilfreich
sein konnten, um den diffusen Haarausfall unter einer systemi-
schen Therapie mit Retinoiden zu verhindern.
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