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Abstrakt

Vychadzajuce vyskumy v proteomike a pristup systémovej biologie k molekularnej bioldgii vyrazne zvysili naSe chapanie bunkového vyvoja ako aj
procesov zahrnutych v riadeni bunkového cyklu. Uvedené vyskumy potvrdili délezitost a vyznam cytokinov. Konkrétne VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) hra vyznamnu rolu v celom vyvoji a ,,zivote“ viasovych folikulov. Nielen v spusteni rastu, ale i v stanoveni diferencidcie, Struktury
a trvania rastu. Vhodné vyuzitie VEGF v oblasti lieCby vypadavania vlasov je tieZ povazované za sposob ako prekonat obavy z bezpecnosti a

realizovatelnosti cytokinovej terapie.

Uvod

V priebehu dejin mediciny sme sa sustredili na objavovanie
vonkajsich chemickych molekul alebo prvkov a ich aplikovanie do
organizmu s ciefom vyvolat urcité fyziologické zmeny.

Je to len nedavno, ¢o pokroky v molekularnej bioldgii a iastocne

i proteomike komplexne popisali vyuZitie medzibunkovych signalov.
Teraz vieme, Ze bunkové funkcie od mitdzy a diferencidcie az po
apoptozu su znacne riadené skupinou signalizacnych molekul —
cytokinov.

Co je prekvapujice ohladom cytokinov nie je ich existencia, pre
medicinu znama uz velmi dlhy cCas, ale intenzita a rozsah ich rezimu
posobenia. Uginok cytokinov alebo ,rastovych faktorov* ako st
bezne zname je tak vyrazny a dolezity, ze by mali obrovské vyuZitie
ak by boli izolované a aplikované spravne ako terapeuticky prvok.

Lie¢ba cytokinmi je Specificka tiez z pohladu alergickych reakcii

a nepredvidatelnych vedlajSich ucinkov, ktoré su v tomto pripade
absolutne nepravdepodobné. Kazdy neurcCity ucinok moze byt jasne
popisany signalnou akciou a mézeme ho predpokladat. Kedze
cytokiny su rozsiahlo pdsobiace molekuly, mézu sa velmi efektivne
zamerat i na malé oblasti.

VEGF a Vlasovy Cyklus

Za ucelom tvorby vlasového organu z buniek latentnej koznej papily
musi dojst k trom kltu¢ovym procesom.

Bunkové Sirenie (proliferacia)

Bunky papily a druhotné vlasové zarodky sa musia velmi rychlo
rozmnozovat. Najprv sa epitelidlny pruh sformuje do dermy a

mnozenie sa nasledne obrati smerom von k pokozke. Akonahle dbjde

k sformovaniu, kmenové bunky sa zo zatial neurcitého zdroja Siria
a diferencuju do buniek vlasového matrixu, identifikovatelnych
prostrednictvom vysokej urovne LEF-1 prejavu.

Uloha VEGF v Anagéne nie je zndma, pokusy ukdzali, ze bunky
koznej papily vykazuiju vysoké hladiny VEGF mRNA v Anagéne. Toto
moze spustat angiogénne procesy nevyhnutné pre vlas ako organ,

ktory neskor udrZiava dany cyklus, avSak je tiez mozné, ze VEGF
moze mat proliferacné ucinky v urcitych bunkach, avsak inych ako
endotelialnych bunkach.

Dal$im hladiskom je kontrola LEF-1 prejavu, kedZe proliferacia je
riadena cez mnozstvo roznych cestiCiek vratane MAPKinazy. Cesta
MAPKinazy je stimulovana cez podnet zavisly od vapnika
prostrednictvom VEGF. Je tiez mozné, ze VEGF nepriamo pdsobi ako
kontrolor neriadenej proliferacie.

Presun buniek (bunkova migracia)

Proliferacia buniek bez organizacie a presunu nebude schopna
vytvorit vias Ci akykolvek iny organ. Tvorba vlasu je zlozita
konstrukcia, ide o presun keratinocytov zamerany na rozlienie
rozmnozenych vrstvenych linii viasovej osi ako aj viasovej cibulky
a vlasového matrixu.

Druhd cesta pre posobenie VEGF je vSeobecne znama a usmeriuje
Akt/PKB gény s cielom zabranit apoptdze. AvSak, dalSia funkcia
reguluje eNOS produkuijuci oxid dusnaty. Tento podnet spdsobuje
vazodilataciu a priepustnost membran a existuje nazor, ze umoznuje
bunkovi migraciu a medzibunkovu komunikaciu cez ostatné
cytokiny.

V mnozstve a rozmanitosti buniek VEGF tieZ ovplyviuje bunkovy
presun prostrednictvom stimulacie preskupenia aktinu a obratu
fokalnej teda Ustrednej adhézie. Tato reorganizacia cytoskeletu je
nevyhnutna pre presun kazdej bunky. Podobna cesta je stimulovana
Wnt11 v ostatnych bunkach a taktiez vyuziva MAPKinazu regulovanu
VEGF pre zvySenie génovej transkripcie nevyhnutnej pre migraciu.

Angiogenéza

KIuc¢om k podpore a zachovaniu rastu vlasov je nepochybne
dostatoCny prisun kyslika a esencialnych aminokyselin. Toto si
vyZaduje krv. Ako uz bolo preukdzané opakovanymi pokusmi,
zvySuijuci sa prietok krvi a tvorba ciev vo vlasovych folikuloch
zlepSuje a podporuije rast vlasov, bez toho sa rast vlasov jednoducho
zastavi.

VEGF je cytokin vyhradne zodpovedny za tvorbu krvnych ciev. Cez
VEGFR2 receptor VEGF stimuluje cievne bunky k proliferacii s cielom



rozSirit cievy, presunut sa resp. migrovat a zorganizovat tvorbu
organu. Toto rychlo rozSiruje nové cievy do oblasti, ktoré vyzaduiju
prisun krvi. VEGF tieZ stimuluje eNOS k tvorbe oxidu dusnatého,
stimulaciou krvnych ciev a priepustnosti bunkovej membrany pre
nasledny efektivny prenos Zivin. VEGF je uZitoCny a prospesny
predovSetkym z toho dévodu, Ze regulacia VEGF a mnohych
suvisiacich ciest je stimulovana hypoxiou Cize posobi tam, kde je to
potrebné.

Apoptdza

Dihydrotestosteron bol dlho skimany ako hlavna pric¢ina vypadavania
vlasov. Je to hormonalny podnet, ktory prenika do folikulu

a spOsobuije reguldciu Bcl-2 veducu k apoptoze. Bel-2 pdsobi
vzajomne s Bax a Bad génmi s cielom zabranit apoptoze a tak
znizenie koncentracie Bcl-2 umoZziuje Bax a Bad podporovat
apoptozu rovnakou cestou.

VEGF blokuje konverziu Bad génu udrZiavajuc pre-apoptoticky stav.
To znamena, Ze Bcl2 ma gén Bax len na interakciu a tym predchadza
apoptoze v nizSich koncentraciach. VEGF tiez vedie k regulovaniu
kaspazy, ¢im skracuje rézne apoptotické cesty. VEGF ma jasnu ulohu
v prevencii skorej apoptdzy prostrednictvom tychto dvoch ciest resp.
sposobov a taktiez v prevencii hypoxie a oxidacného napétia. Toto
vedie k udrZaniu Anagénu po dihSiu dobu.

Korelacie oSetrujucich pripravkov
Minoxidil

Minoxidil je volbou vacSiny lekarov v pripade lieCby vypadavania
vlasov. Je vSak prekvapujuce kolko mddov aktivity roztoku bolo
predmetom tedrie, no Ziaden z nich nebol dokazany.

Za zakladnu aktivitu minoxidilu je povazovany ucinok oxidu
dusnatého. Tato plynna signalizacna molekula je dobre znama tym,
Ze sposobuje vazodilataciu a zlepSuje krvny obeh. Podnety oxidu
dusnatého sa velmi rychlo odburavaju prostrednictvom volnych
radikalov, preto mnohé liecby vyuZivaju antioxidanty na predizenie
daného podnetu resp. signalu. Vyznamnym antioxidantom je
superoxid dismutaza, ako enzym s vysokym tempom fluktudacie
dokaze odstranit reaktivne formy kyslika a ucinne tak redukovat
¢lenenie oxidu dusnatého.

Vyrazne spolahliva, novSia tedria je, ze ucinky minoxidilu otvarajuce
kanal Na+/K+ATPazy podporuju rast viasov; toto bolo preukazané
klasifikaciou dvoch kanalovych podtypov vo viasovom folikule,

z ktorych jeden je otvarany prave minoxidilom. Ak bol otvoreny inym
Specifickym otvaraCom kanalu, rast vlasov sa zlepSil, pokial bol
pouzity kanalovy inhibitor, rast vlasov bol zamedzeny.

Kanal Na+/K+ATPaza ma dalSiu funkciu, a to reguléciu hladin ionov
Ca2+. Trvalé otvaranie kanalov by sposobilo ustalenie hladin iGnov
Ca2+. Kedze proliferacné a eNOS stimulacné ucinky VEGF st
sprostredkované prostrednictvom Ca2+ existuje dokaz, Ze udrzanie
hladin idnov Ca2+ je nevyhnutné preto, aby prenos podnetu VEGFR2
bol efektivny. Z toho dovodu mdze minoxidil zvySovat efektivnost
VEGF podnetu a zvySit jeho medzibunkovy ucinok.

Zaujimavym dosledkom moznosti posobenia minoxidilu spolu s alebo
cez VEGF je fakt, ze minoxidil upravuje prejav VEGF v bunkach kozne;

papily v Anagéne. Tato reguldcia zaisti primeranu vaskularizaciu
folikulu cez fazu Anagén a je pravdepodobné, Ze ide o Cast
mechanizmu posobenia minoxidilu.

Prostaglandiny

Prostaglandiny st dalSou velmi skimanou moznostou liecby.
Vyskum naznacuje, Ze prostaglandiny su aktivne vo velmi skorych
stuprioch Anagénu, mozno dokonca v Uplne tvodnom kroku ako je
uvadzané v niekolkych klinickych Stadiach rastu o¢nych rias.
Prostaglandinovy systém je zlozity, vytvoreny z mnozstva rozlicnych
prostaglandinov a pritom stale nie je pine preskimany.

Bolo preukazané, ze VEGF vyvolava produkciu prostaglandinu 1(2)

v epitelidlnych bunkach. Je nepravdepodobné, Ze prostaglandin 1(2)
stimuluje rast novych vlasov, av§ak receptory prostaglandinu 1(2)
Specifickym spdsobom pdsobia vo vrstve viasovej pokozky, pricom
hraju délezitu ulohu pri diferenciacii viasovych buniek s cielom tvorit
vonkajSiu pokozku. Tato vonkajSia vrstva je zakladom pre konecnu
tvorbu viasov.

Tento fakt moze tiez pomdct objasnit nevyhnutnost VEGF
usmernenia v skorom $tadiu anagénu, ktory bude diskutovany
neskor.

Diphencyprone

Vyrazne odporucany ako najuspesne;jSia lieCba alopécie areata je
diphencyprone dalSim lieCivom bez jednoznacného ¢i urcitého
mechanizmu. KedZe sa jedna o silny alergén, lokalna aplikacia
diphencypronu ako imunoterapeutického prvku podnecuje reakciu
a vedie k normalizacii viasového rastu.

Nedavne prace ukazuiju, Ze tato ,reakcia“ je trojnasobnd. Najprv je
znamy pomer buniek CD4/CD8, aby bolo mozné podstatne rozliSit
pacientov s alopéciou areata. Diphencyprone stimuluje normalizaciu
tohto pomeru vzhladom k normalnemu stavu tkaniva pokozky hlavy.
Diphencyprone tieZ usmeriuje pdsobenie survivinu. Toto napomaha
predchadzat predCasnej apoptoze priznaCnej pre pacientov trpiacich
alopéciou areata. Napokon reguluje posobenie VEGF v keratinocytoch
vlasového folikulu udrziavajuc prisun Zivin a kyslika. VEGF ma taktiez
anti-apoptoticku ulohu, a to regulovanie génov Casp9 a Bad, ktoré su
kluCoveé pre apoptdzu folikulov.

Zatial Co partenogenéza alopécie areata je stale neznama, VEGF
objasnuje ¢ast ucinnosti a tspechu najuspesnejsej liecby
vypadavania vlasov.

Struéne povedané, je dobre zname, Ze oSetrenie minoxidilom

a antidihydrotestosteronom je ucinné proti androgénnej alopécii
a diphencyprone je vhodny na lieCbu alopécie areata. Cytokiny

a CiastoCne VEGF predstavuju alternativu tychto druhov liecby,
pripadne su podpornymi prostriedkami v§etkych tychto znamych
terapeutickych moznosti.



Pouzitie

Moznosti VEGF su nepochybne rozmanité, ako vo forme
samostatného lieciva, tak aj ako doplnok minoxidilu pri lieCbe
androgénnej alopécie alebo diphencypronu pri lieCbe alopécie
areata. KedZe uloha v stimulacii vaskularizacie je zrejma, je tiez
pravdepodobné, Ze roztok s obsahom VEGF napomaha udrzaniu
transplantatu a hojeniu jaziev po chirurgickom zakroku.

Predpoklada sa tiez, ze VEGF moZze byt pridavany samostatne
pripadne s ostatnymi rastovymi faktormi k lieCbe autolognym
rastovym faktorom ako je Platelet Rich Plasma terapia.

VEGF je pomerne rozsiahla molekula a pri lokalnej aplikacii na
normalnu [udsku epidermu jeho penetrécia byva nizka. Vyskum
v oblasti penetracie molekul ukazal, Ze penetracia cez vlasovy
kanalik je mozna. Penetracia cez tenSiu pokozku okolo porov je
dostato¢na, aby umoznila fungovanie resp. pésobenie VEGF

v uzitoCnom mnozstve.

Ako uz bolo patricne diskutované, spdsob ako zaistit penetraciu
akejkolvek vacsej molekuly cez pokozku hlavy je pouZzit stimulacny
valcek s mikroihlicami. Pole mikroihlic vytvara rychlo sa hojace
kanaliky cez rohovu vrstvu, umoznujuc penetraciu az viac ako Skrat
vacSieho mnozstva molekul, vratane proteinov daleko vacSich ako
VEGF. Tento postup doda ucinné hladiny VEGF z roztokov s obsahom
1ppm sh-VEGF.

Bezpecné, legalne viasove rastove faktory

Existuje mnoho bezpecnostnych a etickych obav v suvislosti
s cytokinmi, avSak tieto mozu byt prekonané doslednym vyberom
zdrojov a dokladnymi Cistiacimi postupmi.

Tieto obavy boli vyrazne skimané médiami uistujuc, Ze nie je to len
postoj lekara, ktory je dolezity. Pacienti maju svoj vlastny nazor na
problém a posudia svojho lekara vo svetle danych informécii

a postojov. Zial, je to pravda napriek tomu, Ze nazor pacienta bol
vyznamne ovplyvneny médiami, a preto pacient nem6ze komplexne
porozumiet svedectvam, dokazom a logickym dévodom z pozicie
lekara. Vzhladom na tuto skutocnost su dolezité nasledujuce
hladiska.

Embryoldgia

NajzrejmejSim zdrojom ludskych rastovych faktorov su fudské
bunky. Tieto uspesne rastu z fudskych embryii a kmenové bunky
mozu byt vyuzité, pripadne vedené k diferencovaniu do primeranych
bunkovych linii. Nasledne sa udrziavaju v podmienkach
podporujucich produkciu rastovych faktorov, ktoré su potom
extrahované a Cistené.

Napriek vyhodam je tato metdda nakladna. Mnoho ludi odsudzuje
vyuZzivanie embryii pre vyskum a v skutocnosti medzinarodné
moratdrium deklaruje obmedzeny vyskum [udskych buniek. Okrem
etickych hladisk je tiez v mnohych krajinach nezékonné pouzivat
akékolvek ludské tkanivo pre lekarske ucely, s vynimkou
transplantacie organov.

Dal$ou Gvahou ohladom pouZitia fudskych rastovych faktorov je
nebezpecenstvo v podobe pridnovych bielkovin. Ohrozenie spociva

v tom, Ze spdsobuje Creutzfeldt-Jakobovu chorobu. Nebezpeéna
pritomnost pridnovych bielkovin je mozna v ktoromkolvek tkanive,
a je teda hlavnym dovodom rozSireného zakazu vyuzivania ludskych
produktov.

Bakteridlne zdroje

Jednym z rieSeni tohto problému by mohlo byt pouzitie
rekombinantnej baktérie ako E. coli na produkciu pozadovaného
rastového faktoru. Je tu vSak niekolko nevyhod bakteridlnych
systémov.

Rekombinantnd technoldgia vyuZiva ludskd DNA a zadleriuje ju cez
plazmid alebo viralny vektor do baktériovej bunky. Bakteridlna bunka
obsahuje fudské DNA a hoci je Cistena, konecny produkt moze stéle
obsahovat jej stopy, ¢im vytvara ludsky produkt s mnohymi
suvisiacimi ohrozeniami a prekazkami.

Baktérie su prokaryotické a ako také nemaju dostatok bunkovych
komponentov eukaryotickych buniek, predovSetkym tych, ktoré
zodpovedaju za zloZenie komplexu bielkovin. Preto i geneticky
dokonaly protein je Casto nespravne zostaveny, prejavujuci sa nizSou
pripadne Ziadnou biologickou aktivitou.

Cytotoxiny su bezne produkované zbytkové produkty vacsiny
prokaryoténov. Su to zvac¢Sa malé, rozpustné glykoproteiny a ostatné
molekuly, ktoré v malych mnozstvach neposkodzuju organizmus; na
druhej strane mdzu mat viditelny ucinok na fudsky organizmus.
Vzhladom k ich charakteru a vlastnostiam nie su cytotoxiny
odstranené Cistiacimi procesmi a preto zostavaju v koneCnom
produkte. Tymto mozu spdsobovat vedlajSie ucinky, pripadne branit
cytokinom spravne fungovat a pdsobit in vivo.

Kvasinky

Huby su dal$im znamym zdrojom tvorby rekombinantnych rastovych
faktorov. Jedna sa o eukaryotény velmi podobné ludskym bunkam,
a tak produkuju aktivne proteiny velmi podobné ludskej verzii.

Stale tu vSak zostava problém drobnych stop [udského materialu, ¢o
znamena, ze mnohé kvasinkové produkty su zakonné vylucne pre
vyskumné ucely.

Napriek tomu, ze obavy su v tomto pripade mensSie, kvasinkové
bunky produkuiju cytotoxiny ako baktériové systémy. Ako bakterialne
cytotoxiny mozu sposobovat vedlajSie ucinky a reakcie alergického
typu.

Dokonca stopy hubového tkaniva v ¢istenom médiu rastového
faktoru maju potencial stimulovat imunitné reakcie. Je to obzvlast
dolezité, kedZe ludskeé epitelidine tkaniva reaguju silno na mnoho
druhov hub, €o je vyvinuta reakcia na hubové infekcie. Stimulacia
prostredia imunitnych reakcii moze zmenit pripadne zrusit resp.
skratit ucinky liecby rastovym faktorom.

sh-VEGF

Synteticky ludsky VEGF alebo sh-VEGF v skuto¢nosti nie je chemicky
syntetizovany, je vyrabany pre Nanogen s vyuzitim jedine¢ného
rastlinného systému a metody.

Najprv je ludsky gén imobilizovany a usporiadany, sekvencia je de-
novo syntetizovana a zopakovana PCR. Toto vytvaraju len novo



syntetizované gény bez molekul pochadzajucich z ludského
organizmu.

PCR kopiruje gény, ktoré su Cistené a transfekované do semien
rastliny Hordeum vulgare. Rastliny si potom pestované hydroponicky
s cielom zabezpecCit dokonalé podmienky pre produkciu VEGF

a zabranit modifikovanym génom rozsirit sa do prostredia. H. vulgare
S vysokym vynosom sa nasledne zozbiera a VEGF oCisti.

Ked?Ze rastlina je tieZ eukaryoticka, identicky VEGF protein je spravne
produkovany a zloZeny, teda je zhodny s povodnym ludskym
proteinom a vysokou aktivitou.

H. vulgare neprodukuje cytotoxiny ako baktérie a kvasinky

a nestimuluje imunitnd odpoved. Tymto predchadza vedIajSim
ucinkom a reakciam, zabezpecujuc pacientovi bezpe¢nost

a vysledky.

Nanogen sh-VEGF KomplexTM

Bezpecny, ziskany z rastlin bol sh-VEGF vyvinuty vylucne so
spolo¢nostou Nanogen ako vyskumnym partnerom. VSetky Nanogen
oSetrujuce produkty obsahuju patentovany Nanogen sh-VEGF
Komplex™, komplex sh-VEGF a ciclopirox olamine. Ciclopirox
olamine podporuje posobenie VEGF, usmerfuje prejav VEGF

v hypoxickych bunkach kde je VEGF najviac potrebny. NavySe,
ciclopirox olamine moze udrZiavat hladiny Ca2+ i6nov v bunke
pricom zabezpecuje prenos signalu z VEGFR2 receptoru v celej
bunke.



