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Streszczenie

Abstract

The Notch signalling pathway, involved in contact-dependent intercellular communication (so-called juxtacrine communication), plays 
a key role in tissue development and homeostasis in animals and humans. Research conducted in recent decades has contributed 
to characterizing the expression of Notch pathway components and demonstrated their importance in the male gonad in mammals. 
Few reports thus far suggest that perturbations in Notch signalling are involved in the pathogenesis of testicular diseases. The article 
summarizes studies that allowed to understand the role of the Notch pathway in shaping the population of germ cells and Leydig cells 
in the foetal period. The significance of this pathway in the regulation of seminiferous epithelium and interstitial tissue in postnatal 
development and in the mature testis is also discussed. The last part of the paper is devoted to the mechanisms controlling Notch sig-
nalling in the mammalian male gonad. The main focus is put on the results of the latest research, indicating the importance of follicle-
stimulating hormone, androgens, and oestrogens in modulating the activity of Notch pathway.
Key words: Notch signalling, male gonad, androgens, oestrogens, follicle-stimulating hormone

Skróty / Abbreviations

ADAM – białko zawierające domenę dezintegryny i metaloproteinazy (ang. a disintegrin and metalloproteinase); ANK – powtórzenia ankiry-
nowe (ang. ankyrin repeats); APH-1 – podjednostka γ-sekretazy APH-1 (ang. anterior pharynx defective 1); AR – receptor androgenowy (ang. 
androgen receptor); ARP2 – białko związane z aktyną 2 (ang. actin-related protein 2); BAX – regulator apoptozy X związany z BCL-2 (ang. 
BCL-2 associated X apoptosis regulator); BCL-2 – regulator apoptozy BCL-2 (ang. BCL-2 apoptosis regulator); bHLH – motyw helisa-pętla-helisa 
(ang. basic helix-loop-helix); CRD – domena bogata w cysteinę (ang. cysteine rich domain); DAPT – inhibitor γ-sekretazy DAPT (ang. N-[N-(3,5-
Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester);  DLK-1 – niekanoniczny ligand Notch podobny do Delta 1 (ang. Delta-like non-cano-
nical Notch ligand 1); DLL - białka podobne do Delta (ang. Delta-like); DNER – receptor pokrewny EGF podobny do Delta/Notch (ang. Delta/
Notch-like EGF-related receptor); DSL – domena lub białko Delta/Serrate/Lag2 (ang. Delta/Serrate/Lag2); EDCs – związki zaburzające gospo-
darkę hormonalną (ang. endocrine disrupting chemicals); EDS – etanodimetanosulfonian (ang. ethanedimethanesulfonate); EGF-like – motywy 
o budowie podobnej do nabłonkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor – like); EPS8 – substrat 8 dla kinazy receptora naskór-
kowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor pathway substrate 8); ERα – receptor estrogenowy α (ang. oestrogen receptor α); 
ERβ – receptor estrogenowy β (ang. oestrogen receptor β); FGF4 – czynnik wzrostu fibroblastów 4 (ang. fibroblast growth factor 4), Fas – receptor 
śmierci Fas (ang. Fas cell surface death receptor); FasL – ligand receptora Fas (ang. Fas ligand); FSH – hormon folikulotropowy (ang. follicle-
-stimulating hormone); GCT – nowotwory jąder wywodzące się z komórek płciowych (ang. germ cell tumors); GDNF – glejopochodny czynnik 
neurotroficzny (ang. glial cell-derived neurotrophic factor); GFP – białko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescence protein); GPER – receptor 
estrogenowy sprzężony z białkiem G (ang. G-protein coupled oestrogen receptor); HD – domena heterodimeryzacji (ang. heterodimerization domain); 
HES – czynniki transkrypcyjne z rodziny Hes (ang. hairy and enhancer of split); HEY – czynniki transkrypcyjne z rodziny Hey (ang. Hes related 
family bHLH transcription factor with YRPW motif ); JAG - białka Jagged (ang. Jagged); JEDI – białko podobne do Jagged i Delta (ang. Jagged and 
Delta protein); Lfng – glikozylotransferaza Lunatic fringe (ang. lunatic fringe); LNR – sekwencja bogata w cysteinę (ang. Lin-12/Notch repeat); 
MAML1 – czynnik transkrypcyjny Mastermind-like 1 (ang. mastermind-like protein 1); MIB1 – ligaza ubikwitynowa Mindbomb 1 (ang. mind-
bomb1); NECD – domena zewnątrzkomórkowa receptora Notch (ang. Notch extracellular domain); NF-kB – jądrowy czynnik transkrypcyjny 
kappaB (ang. nuclear factor kappa light chain enhancer of activated B cells); NICD – domena wewnątrzkomórkowa receptora Notch (ang. Notch 
intracellular domain); PDZL – domena PSD-95/Dlg/ZO-1 (ang. PSD-95/Dlg/ZO-1 ligand); PEN-2 – wzmacniacz preseniliny 2 (ang. presenilin 
enhancer 2); PEST – sekwencja peptydowa bogata w prolinę, kwas glutaminowy, serynę i treoninę (ang. proline (P), glutamid acid (E), serine (S), 
threonine(T)); POFUT1 – białkowa O-fukozylotransferaza 1 (ang. protein O-fucosyltransferase 1); POGLUT1 – białkowa O-glukozylotransferaza 
1 (ang. protein O-glucosyltransferase 1); RAM – domena związana z białkiem RBP-J (ang. RBP-J – associated molecule domain); RBP-J – czynnik 
transkrypcyjny RBP-J (ang. recombination signal binding protein for immunoglobulin kappa J region); RQ – względna liczba kopii genu (ang. relative 
quantification); RT-qPCR – ilościowa reakcja łańcuchowa polimerazy poprzedzona odwrotną transkrypcją (ang. reverse transcription - quantitative 
polymerase chain reaction); SF1 – steroidogenny czynnik 1 (ang. steriodogenic factor 1); SMAD – białko z rodziny SMAD (ang. suppressor of mothers 
against decapentaplegic); StAR – białko natychmiastowo regulujące steroidogenezę (ang. steroidogenic acute regulatory protein); TAD – domena 
transaktywująca (ang. transcriptional activation domain); TGF-β3 – transformujący czynnik wzrostu β3 (ang. transforming growth factor β3); 
TNFα – czynnik martwicy nowotworu α (ang. tumor necrosis factor α); ZIP9 – błonowy receptor androgenowy ZIP9 (ang. Zrt- and Irt-like protein 9)

Szlak sygnałowy Notch, zaangażowany w zależną od kontaktu komunikację międzykomórkową (tzw. komunikację jukstakrynową), 
pełni kluczową rolę w rozwoju i utrzymaniu homeostazy tkanek zwierząt oraz człowieka. Badania prowadzone w ostatnich dekadach 
przyczyniły się do scharakteryzowania ekspresji komponentów tego szlaku oraz dowiodły jego znaczenia w gonadzie męskiej ssaków. 
Nieliczne dotąd doniesienia sugerują też możliwość udziału zaburzeń szlaku Notch w patogenezie chorób jąder. W artykule przedsta-
wiono podsumowanie prac, które pozwoliły na zrozumienie roli szlaku Notch w kształtowaniu populacji komórek linii płciowej oraz 
komórek Leydiga w okresie płodowym. Omówiono także udział tego szlaku w regulacji funkcji nabłonka plemnikotwórczego i tkanki 
śródmiąższowej w rozwoju pourodzeniowym oraz w dojrzałym jądrze. Ostatnią część artykułu poświęcono mechanizmom kontro-
lującym sygnalizację Notch w gonadzie męskiej ssaków, szczególną uwagę zwracając na wyniki najnowszych badań, wskazujących 
na znaczenie hormonu folikulotropowego, androgenów i estrogenów w regulacji aktywności tego szlaku. 
Słowa kluczowe: sygnalizacja Notch, gonada męska, androgeny, estrogeny, hormon folikulotropowy
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Wprowadzenie / Introduction

Komunikacja zależna od kontaktu jest jednym z podsta-
wowych mechanizmów interakcji międzykomórkowych 
w tkankach zwierzęcych i ludzkich. W przeciwieństwie 
do sygnalizacji parakrynowej, która wymaga obecności 
dyfundującego produktu pośredniego (np. czynnika 
wzrostu, cytokiny), bezpośredni kontakt pomiędzy sąsia-
dującymi komórkami umożliwia wiązanie cząsteczki 
sygnałowej (liganda), zlokalizowanej w błonie jednej 
z komórek, z białkiem receptorowym, znajdującym się 
w błonie drugiej komórki. Ten typ komunikacji określa się 
mianem sygnalizacji jukstakrynowej (Fagotto i Gumbiner, 
1996; Mattes i Scholpp, 2018). Jednym z najlepiej dotąd 
poznanych mechanizmów oddziaływań jukstakrynowych 
jest szlak sygnałowy Notch, ewolucyjnie konserwatywny 
sposób komunikacji, funkcjonujący zarówno u bezkrę-
gowców, jak i  kręgowców (Artavanis-Tsakonas i  wsp., 
1999). Swoja nazwę szlak ten zawdzięcza opisanemu 
po raz pierwszy w 1914 roku fenotypowi muszki owo-
cowej (Drosophila melanogaster) z mutacją genu kodują-
cego receptor Notch. Charakterystyczną cechą mutantów 
są bowiem wcięcia nadające ich skrzydłom „karbowany” 
wygląd (ang. notch – karb, nacięcie) (Dexter, 1914; Mohr, 
1919). Badania zmierzające do wyjaśnienia molekular-
nego mechanizmu oraz roli szlaku Notch u kręgowców 
zapoczątkowało odkrycie homologa Notch u Xenopus 
(Coffman i wsp., 1990). W kolejnych latach wykazano, 
że szlak sygnałowy Notch odgrywa kluczową rolę w spe-
cyfikacji losu komórek na wczesnych etapach rozwoju oraz 
w tkankach dorosłych organizmów. Transdukcja sygnału 
w tym szlaku przebiega bez udziału wtórnych przekaź-
ników, a zasadniczą rolę odgrywa w niej proteoliza recep-
torów Notch (Siebel i Lendahl, 2017; Tiemeijer i wsp., 2022).

U człowieka mutacje genów, kodujących podstawowe 
elementy szlaku Notch, takie jak receptory, ligandy, 
czynniki transkrypcyjne i geny docelowe, wywołują 
szereg rzadkich chorób genetycznych (skatalogowanych 
w bazie Online Mendelian Inheritance in Man, OMIM), 
m.in. zespół Adamsa-Olivera, zespół Alagille’a, zespół 
Hajdu-Cheneya, zespół Fallota, chorobę zastawki aor-
talnej, autosomalną dominującą dysplazję kręgowo-
-żebrową, dziedziczną demencję wielozawałową, zespół 
Lehmana, czy miofibromatozę noworodków (McKusick, 
2024). Coraz więcej dowodów wskazuje, że nieprawi-
dłowa regulacja sygnalizacji Notch może mieć związek 
z zaburzeniami neuropsychiatrycznymi i metabolicz-
nymi (Salazar i Yamamoto, 2018). Mutacje somatyczne 
w  genach tego szlaku oraz zakłócenia jego regulacji 
są także związane z rozwojem i progresją nowotworów 
(Zhou i wsp., 2022). W 2004 roku Hayashi i wsp. opisali 
zależność między różnymi podtypami histologicznymi 
nowotworów jąder wywodzących się z komórek płcio-
wych (GCT, ang. germ cell tumors) a wzorem ekspresji 
białek sygnalizacji Notch. Te badania oraz późniejsze 
analizy wykazały m.in. zanik ekspresji liganda Jagged2 
(JAG2) i receptora Notch1 w nasieniakach. W tym typie 

Contact-dependent communication is one of the basic 
mechanisms of intercellular interactions in animal 
and human tissues. Unlike paracrine signalling, 
which requires the presence of a diffusing interme-
diate product (e.g., growth factor or cytokine), direct 
contact between neighbouring cells enables the binding 
of a signalling molecule (ligand) located in the mem-
brane of one cell with a receptor protein present in 
the membrane of the adjacent cell. This type of com-
munication is called juxtacrine signalling (Fagotto and 
Gumbiner, 1996; Mattes and Scholpp, 2018). One of the 
best characterized mechanisms of juxtacrine interac-
tions is the Notch signalling pathway, an evolutionarily 
conserved mode of communication that functions in 
both invertebrates and vertebrates (Artavanis-Tsakonas et 
al., 1999). This pathway owes its name to the phenotype 
of a fruit fly (Drosophila melanogaster) with a mutation in 
the gene encoding the Notch receptor, which was first 
described in 1914. The typical feature of these mutant 
fruit flies is indentations that give their wings a “notch-
like” appearance (Dexter, 1914; Mohr, 1919). Research 
aimed at elucidating the molecular mechanism and the 
role of the Notch pathway in vertebrates was initiated by 
the discovery of a Notch homologue in Xenopus (Coffman 
et al., 1990). In subsequent years, it has been shown 
that the Notch signalling pathway plays a key role in 
cell fate specification at early stages of development 
and in the tissues of adult organisms. Signal transduc-
tion in the Notch pathway occurs without secondary 
messengers, and proteolysis of Notch receptors plays 
an essential role in this pathway (Siebel and Lendahl, 
2017; Tiemeijer et al., 2022).

In humans, mutations in genes encoding basic 
elements of the Notch pathway, such as receptors, 
ligands, transcription factors, and target genes, cause 
a number of rare genetic diseases (identified in the 
Online Mendelian Inheritance in Man, OMIM database), 
including Adams-Oliver syndrome, Alagille syndrome, 
Hajdu-Cheney syndrome, Fallot syndrome, aortic valve 
disease, autosomal dominant spondylocostal dysos-
tosis, hereditary multi-infarct dementia, Lehman 
syndrome, or infantile myofibromatosis (McKusick, 
2024). Increasing evidence indicates that abnormal 
regulation of Notch signalling may be associated with 
neuropsychiatric and metabolic disorders (Salazar and 
Yamamoto, 2018). Somatic mutations in genes in the 
Notch pathway and dysregulation of Notch signalling 
are also associated with the development and progres-
sion of cancer (Zhou et al., 2022). In 2004, Hayashi et 
al. described the relationship between various histo-
logical subtypes of germ cell tumours (GCTs) and the 
expression pattern of Notch pathway proteins. These 
studies and subsequent analyses have shown a loss of 
expression of the Jagged2 (JAG2) ligand and Notch1 
receptor in seminomas, whereas Notch2 and Notch4 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8954717
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8954717
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30255333
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10221902
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10221902
https://doi.org/10.1086/279446
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17245926
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17245926
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2402639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28794168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/35181146
https://omim.org/
https://omim.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30030826
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35332121
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15361705
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8954717
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8954717
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30255333
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10221902
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10221902
https://doi.org/10.1086/279446
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17245926
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2402639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2402639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28794168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28794168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/35181146
https://omim.org/
https://omim.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30030826
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30030826
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35332121
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15361705
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15361705
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nowotworu, a także w wewnątrzkanalikowym raku jądra 
wykrywano natomiast Notch2 i Notch4 (Hayashi i wsp., 
2004a; Adamah i wsp., 2006). Utratę ekspresji Notch1 
i/lub JAG2 stwierdzono w spermatydach pacjentów 
z azoospermią nieobturacyjną wywołaną zatrzymaniem 
dojrzewania komórek spermatogenezy (ang. spermatoge-
nesis maturation arrest) (Hayashi i wsp., 2004b). Zmiany 
poziomu ekspresji receptorów Notch1 i Notch2 opisano 
również w jądrach szczurów z doświadczalnie induko-
wanymi żylakami powrózka nasiennego (Sahin i wsp., 
2005). Obserwacje te, a także pojawiające się równo-
cześnie doniesienia dotyczące ekspresji komponentów 
szlaku Notch w poszczególnych populacjach komórek 
gonady męskiej wskazywały, że komunikacja między-
komórkowa z udziałem tego szlaku może pełnić istotną 
rolę w rozwoju i funkcji jądra. Jednak dopiero badania 
ostatniej dekady prowadzone na modelach zwierzęcych 
przyniosły wyjaśnienie niektórych aspektów działania 
szlaku Notch w gonadzie męskiej ssaków. 

U ssaków kanoniczny szlak sygnałowy Notch jest zwią-
zany z aktywacją jednego z czterech receptorów Notch 
(Notch1, Notch2, Notch3 i Notch4) zaliczanych do gli-
koprotein transbłonowych typu 1 (Bray, 2016). Białka 
te  syntetyzowane są  w  siateczce śródplazmatycznej 
w formie prekursorowej i następnie w aparacie Golgiego 
ulegają obróbce proteolitycznej z udziałem konwertazy 
białkowej – furyny. Powstałe dwie związane niekowa-
lencyjnie podjednostki są  transportowane do  błony 
komórkowej i  stanowią dojrzałą, heterodimeryczną 
postać receptora obecną na powierzchni komórki (Sachan 
i wsp., 2023). Dojrzały receptor zbudowany jest z domeny 
zewnątrzkomórkowej (NECD, ang. Notch extracellular 
domain), domeny transbłonowej (TMD, ang. transmem-
brane domain) oraz domeny wewnątrzkomórkowej (NICD, 
ang. Notch intracellular domain). Domena NECD składa się 
z (i) 29-36 powtórzeń motywów podobnych do nabłonko-
wego czynnika wzrostu (EGF-like, ang. epidermal growth 
factor-like), kluczowych dla wiązania liganda, (ii) trzech 
sekwencji bogatych w cysteinę (LNR, ang. Lin-12/Notch 
repeat), które zapobiegają niezależnej od liganda aktywacji 
receptora oraz (iii) domeny heterodimeryzacji (HD, ang. 
heterodimerization domain). Z kolei NICD zbudowana jest 
z domeny RAM (ang. RBP-J – associated molecule domain) 
oraz domeny zawierającej powtórzenia ankiryny (ANK, 
ang. ankyrin repeats), które są odpowiedzialne za interakcję 
NICD z białkiem RBP-J (ang. recombination signal binding 
protein for immunoglobulin kappa J region), należącym 
do kompleksu białkowego wiążącego DNA. Z domeną ANK 
sąsiaduje sygnał lokalizacji jądrowej. Dalej zlokalizowana 
jest domena transaktywująca (TAD, ang. transcriptional 
activation domain), obecna jedynie w strukturze recep-
torów Notch1 i Notch2. Na końcu części wewnątrzko-
mórkowej receptora występuje domena PEST (ang. proline 

are commonly detected in seminoma and carcinoma 
in situ (Hayashi et al., 2004a; Adamah et al., 2006). Loss 
of Notch1 and/or JAG2 expression has been found 
in spermatids of patients with nonobstructive azoo-
spermia caused by spermatogenesis maturation arrest 
(Hayashi et al., 2004b). Changes in the expression of 
the Notch1 and Notch2 receptors have also been 
described in the testes of rats with experimentally 
induced varicocele (Sahin et al., 2005). These observa-
tions, as well as concurrent reports on the expression 
of Notch pathway components in particular popula-
tions of male gonad cells, indicate that intercellular 
communication involving this pathway may play an 
important role in testis development and function. 
However, not until the past decade has research con-
ducted on animal models elucidated some aspects of 
the role of the Notch pathway in the mammalian male 
gonad.

Mechanizm aktywacji szlaku sygnałowego Notch 
Mechanism of Notch signalling activation

In mammals, the canonical Notch signalling pathway 
is associated with the activation of one of four Notch 
receptors (Notch1, Notch2, Notch3, and Notch4), 
which are classified as type 1 transmembrane glyco-
proteins (Bray, 2016). These proteins are synthesized 
in the endoplasmic reticulum in a  precursor form 
and then undergo proteolytic processing in the Golgi 
apparatus by furin-like convertase. Two noncovalently 
bound subunits are transported to the cell membrane 
and constitute the mature, heterodimeric form of 
the receptor present on the cell surface (Sachan et al., 
2023). The mature receptor is composed of the Notch 
extracellular domain (NECD), the transmembrane 
domain (TMD), and the Notch intracellular domain 
(NICD). The NECD consists of the following compo-
nents: (i) 29-36 repeats of epidermal growth factor-
like (EGF-like) motifs necessary for ligand binding; 
(ii) three cysteine-rich sequences (LNR, Lin-12/Notch 
repeat) that prevent ligand-independent activation of 
the receptor; and (iii) a heterodimerization domain 
(HD). The NICD is composed of the recombination 
signal binding protein for immunoglobulin kappa J 
region (RBP-J)-associated molecule (RAM) and the 
ankyrin repeat-containing (ANK) domains, which 
are responsible for the interaction of the NICD with 
RBP-J, a DNA-binding protein. A nuclear localization 
signal is adjacent to the ANK domain. The transacti-
vation domain (TAD) is present only in the structure 
of the Notch1 and Notch2 receptors. The cytoplasmic 
C-terminus of the NICD contains proline (P), glutamic 
acid (E), serine (S), and threonine (T) (PEST) domains, 
which participate in the regulation of Notch protein 
degradation (Hori et al., 2013; Andersson and Lendahl, 
2014; Sachan et al., 2023) (Figure 1).

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15361705
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15361705
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16466543
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15037425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15652892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15652892
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27507209/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/37166442
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/37166442
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15361705
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16466543
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15037425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15652892
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27507209/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/37166442
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/37166442
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23729744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24781550
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24781550
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/37166442
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(P), glutamid acid (E), serine (S), threonine(T)), uczestnicząca 
w regulacji degradacji białka Notch (Hori i wsp., 2013; 
Andersson i Lendahl, 2014; Sachan i wsp., 2023) (Rycina 1).

Przed wbudowaniem w  błonę komórkową recep-
tory Notch podlegają w  aparacie Golgiego modyfi-
kacjom potranslacyjnym, które są  istotne dla akty-
wacji szlaku Notch (Fortini, 2009). Powtórzenia 
EGF-like w obrębie NECD ulegają O-fukozylacji przy 
udziale O-fukozylotransferazy POFUT1 (ang. protein 
O-fucosyltransferase 1) oraz O-glikozylacji katalizowanej 
przez O-glukozylotransferazę POGLUT1 (ang. protein 
O-glucosyltransferase 1) (Varshney i Stanley, 2018). Trzecim 
istotnym typem modyfikacji jest wydłużanie O-fukozy 
poprzez przyłączanie reszt N-acetyloglukozaminy, które 
katalizowane jest przez rodzinę glikozylotransferaz Fringe 
(u ssaków są to białka Lunatic, Manic i Radical fringe). Ten 
rodzaj modyfikacji moduluje zdolność receptorów Notch 
do wiązania różnych ligandów oraz może brać udział 
w regulacji aktywacji receptora (Pandey i wsp., 2021). 

Rolę ligandów receptorów Notch pełnią białka DSL 
(ang. Delta/Serrate/Lag2), które – podobnie jak receptory – 
są transbłonowymi białkami typu 1. U ssaków ze względu 
na liczbę powtórzeń EGF-like w domenie zewnątrzkomór-
kowej oraz obecność lub brak domeny bogatej w cysteinę 
(CRD, ang. cysteine rich domain) wyróżnia się ligandy 
Jagged (JAG1 i JAG2) oraz Delta-like (DLL1, DLL3, 
DLL4). W pobliżu N-końca każdego liganda znajduje się 
domena DSL, która wraz z pierwszymi powtórzeniami 
EGF-like uczestniczy w oddziaływaniach z receptorem 
(D’Souza i wsp., 2008). W części wewnątrzkomórkowej 
ligandów JAG1, DLL1 i DLL4 występuje domena PDZL 
(ang. PSD-95/Dlg/ZO-1 ligand), która uczestniczy w inte-
rakcjach z innymi białkami, m.in. białkami połączeń 
przylegania (Chillakuri i wsp., 2012) (Rycina 1). Nowo 
zsyntetyzowane i wbudowane w błonę komórkową białka 
DSL podlegają procesowi endocytozy i recyklingu, które 
warunkują zdolność do aktywacji receptora, prawdopo-
dobnie dzięki grupowaniu ligandów w miejscach większej 
dostępności receptorów lub obróbce proteolitycznej tych 
białek (D’Souza i wsp., 2010; Kandachar i Roegiers, 2012).

W  kanonicznym szlaku Notch, ligand obecny 
w błonie komórki wysyłającej sygnał wiąże się z recep-
torem w komórce odbierającej sygnał, co zapoczątkowuje 
endocytozę liganda przy udziale ligaz ubikwitynowych 
(u ssaków głównie ligazy MIB1, ang. mindbomb1) (Guo 
i wsp., 2016). Generuje to siłę ciągnącą, która wywołuje 
zmiany konformacyjne receptora, umożliwiające pro-
teolityczne odcięcie domeny NECD przez metalopro-
teinazy z rodziny ADAM (ang. a disintegrin and metal-
loproteinase) (Musse i wsp., 2012; Sprinzak i Blacklow, 
2021). Uwolniona domena NECD wraz z ligandem ulega 
endocytozie do komórki wysyłającej sygnał. Kolejne 
cięcie proteolityczne katalizowane jest przez kompleks 
γ-sekretazy, składający się z preseniliny 1, nikastryny, 
białka PEN-2 (ang. presenilin enhancer 2) oraz białka APH-1 
(ang. anterior pharynx defective 1). Prowadzi to do uwol-
nienia po wewnętrznej stronie błony komórkowej domeny 

Before being incorporated into the cell membrane, 
Notch receptors undergo posttranslational modi-
fications in the Golgi apparatus, which are impor-
tant for the activation of the Notch pathway (Fortini, 
2009). EGF-like repeats within the NECD undergo 
O-fucosylation by protein O-fucosyltransferase 1 
(POFUT1) and O-glycosylation catalysed by protein 
O-glucosyltransferase 1 (POGLUT1) (Varshney and 
Stanley, 2018). The third important type of modi-
fication is O-fucose elongation by the addition of 
N-acetylglucosamine residues, which is catalysed by the 
Fringe family of glycosyltransferases (Lunatic, Manic, 
and Radical fringe proteins in mammals). This type of 
modification modulates the ability of Notch receptors 
to bind various ligands and may be involved in the regu-
lation of receptor activation (Pandey et al., 2021).

Canonical ligands for Notch receptors are type 1 trans-
membrane proteins belonging to the Delta/Serrate/Lag2 
(DSL) protein family. In mammals, Jagged (JAG1 and 
JAG2) and Delta-like (DLL1, DLL3, and DLL4) ligands 
are distinguished on the basis of the number of EGF-
like repeats in the extracellular domain and the presence 
or absence of a cysteine-rich domain (CRD). The DSL 
domain is located near the N-terminus of each ligand. 
This domain, together with the first EGF-like repeats, 
participates in interactions with the Notch receptor 
(D’Souza et al., 2008). The cytoplasmic region of the JAG1, 
DLL1, and DLL4 ligands contains a PSD-95/Dlg/ZO-1-
ligand (PDZL) motif, which interacts with other proteins, 
including adherens junction proteins (Chillakuri et al., 
2012) (Figure 1). DSL proteins, which are newly synthe-
sized and incorporated into the cell membrane, undergo 
endocytosis and recycling processes, which determine 
their ability to activate the receptor. These processes pos-
sibly occur due to the clustering of ligands in places of 
greater receptor accessibility or proteolytic processing 
of these proteins (D’Souza et al., 2010; Kandachar and 
Roegiers, 2012).

In the canonical Notch pathway, a ligand present in 
the membrane of the signal-sending cell binds to the 
receptor in the signal-receiving cell, which initiates 
ubiquitin ligase-mediated endocytosis of the ligand. 
In mammals, the mindbomb1 (MIB1) ligase is involved 
in this process (Guo et al., 2016). Endocytosis generates 
a pulling force that induces conformational changes 
in the receptor, enabling proteolytic cleavage of the 
NECD by enzymes of the a disintegrin and metallo-
proteinase (ADAM) family (Musse et al., 2012; Sprinzak 
and Blacklow, 2021). The released NECD bound to the 
ligand is endocytosed into the signal-sending cell. The 
subsequent proteolytic cleavage of the receptor is cata-
lysed by the γ-secretase complex, which consists of pre-
senilin 1, nicastrin, presenilin enhancer 2 (PEN-2), and 
anterior pharynx defective 1 (APH-1). This leads to the 
intracellular release of the NICD and its translocation 
to the cell nucleus, where it binds to the RBP-J tran-
scription factor. Next, the corepressors associated with 
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24781550
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/37166442
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22326375
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20816393
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22306180
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Ryc. 1. Struktura receptorów Notch oraz ligandów Delta/Serrate/LAG2. ANK – domena złożona z powtórzeń ankirynowych, CM – błona komórkowa, 
CRD – domena bogata z cysteinę, DSL – domena Delta/Serrate/LAG2, EGF-like – motywy o budowie podobnej do nabłonkowego czynnika wzrostu, 
LNR – sekwencje Lin-12/Notch, NECD – domena zewnątrzkomórkowa receptora Notch, NICD – domena wewnątrzkomórkowa receptora Notch, PEST – 
sekwencja peptydowa bogata w prolinę, kwas glutaminowy, serynę i treoninę, PDZL – domena PSD-95/Dlg/ZO-1, RAM – domena wiążąca się z białkiem 

RBP-J, TAD – domena transaktywująca, TMD – domena transbłonowa.

Fig. 1. Structure of Notch receptors and Delta/Serrate/LAG2 ligands. ANK – ankyrin repeats, CM – cellular membrane, CRD – cysteine rich domain, 
DSL – Delta/Serrate/Lag2 domain, EGF-like – epidermal growth factor-like repeats, LNR – Lin-12/Notch repeats, NECD – Notch extracellular domain, 
NICD – Notch intracellular domain, PEST – proline (P), glutamic acid (E), serine (S) and threonine (T) sequence, PDZL – PSD-95/Dlg/ZO-1 ligand, RAM – 

RBPjk – associated molecule domain, TAD – transcriptional activation domain, TMD – transmembrane domain.

NICD, która następnie ulega translokacji do jądra komór-
kowego, gdzie wiąże się z czynnikiem transkrypcyjnym 
RBP-J. Efektem tej interakcji jest oddysocjowanie zwią-
zanych z RBP-J korepresorów i jednoczesna rekrutacja 
koaktywatorów transkrypcji, m.in. białka MAML1 (ang. 
mastermind-like protein 1) (Giaimo i wsp., 2021). Kompleks 
transkrypcyjny reguluje ekspresję docelowych genów 
efektorowych szlaku Notch, do których zalicza się m.in. 
czynniki transkrypcyjne o budowie helisa-pętla-helisa 
(bHLH, ang. basic helix-loop-helix) należące do dwóch 
rodzin: Hes (ang. hairy and enhancer of split) i Hey (ang. 
Hes related family bHLH transcription factor with YRPW 

RBP-J are dissociated, and the transcription coactiva-
tors, including mastermind-like protein 1 (MAML1), 
are simultaneously recruited (Giaimo et al., 2021). The 
transcription complex regulates the expression of target 
effector genes of the Notch pathway, which include tran-
scription factors with a basic helix-loop-helix struc-
ture (bHLH) belonging to two families, namely, hairy 
and enhancer of split (Hes) and Hes related family 
bHLH transcription factor with YRPW motif (Hey). 
These proteins act as transcriptional regulators, mainly 
with repressor characteristics (Fischer and Gessler, 2007) 
(Figure 2).
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Ryc. 2. Mechanizm aktywacji kanonicznego szlaku sygnałowego Notch. Nowo zsyntetyzowany receptor Notch podlega cięciu proteolitycznemu z udziałem 
furyny w aparacie Golgiego (1), skąd jest transportowany do błony komórkowej (2). Związanie zlokalizowanego w błonie komórki wysyłającej sygnał 
liganda Delta-like (DLL) lub Jagged (JAG) z receptorem Notch generuje siłę ciągnącą, co skutkuje zmianami konformacyjnymi receptora, umożliwiającymi 
dwuetapowe cięcie proteolityczne, najpierw przez metaloproteinazy ADAM (3), a następnie przez kompleks γ-sekretazy (4). Część zewnątrzkomórkowa 
receptora Notch (NECD) wraz z ligandem ulega endocytozie przez komórkę wysyłającą sygnał (5), a uwolniona domena wewnątrzkomórkowa Notch 
(NICD) ulega translokacji do jądra komórkowego. Po związaniu NICD z czynnikiem transkrypcyjnym RBP-J następuje oddysocjowanie korepresorów (CoR) 
i rekrutacja koaktywatorów (CoA) m.in. białek Mastermind-like (MAMLs). Tak powstały kompleks transkrypcyjny reguluje ekspresję genów docelowych, 

głównie z rodzin Hes oraz Hey (6). 

Fig. 2. Mechanism of the canonical Notch signalling activation. The newly synthesized Notch receptor undergoes proteolytic cleavage by a furin protease in 
the Golgi apparatus (1), from where it is transported to the cell membrane (2). Binding of Delta-like (DLL) or Jagged (JAG) ligand located in the signal-sending 
cell membrane to the Notch receptor generates a pulling force, which results in conformational changes of the receptor enabling two-step proteolytic cleavage, 
first by the a disintegrin-like and metalloproteinases (ADAMs) (3) and then by the γ-secretase complex (4). Extracellular domain of the Notch receptor 
(NECD) along with the ligand is endocytosed by the signal-sending cell (5), while released Notch intracellular domain (NICD) is translocated to the cell 
nucleus. After binding of NICD to the recombination signal binding protein for immunoglobulin kappa J region (RBP-J), corepressors (CoRs) are dissociated, 
whereas coactivators (CoA) – including Mastermind-like proteins (MAMLs) – are recruited. The resulting transcription complex regulates the expression 
of target genes, mainly from the hairy and enhancer of split (Hes) or Hes related family bHLH transcription factor with YRPW motif (Hey) families (6).

motif ). Białka kodowane przez te geny pełnią rolę regu-
latorów transkrypcji, głównie o właściwościach repre-
sorów (Fischer i Gessler, 2007) (Rycina 2).

W przedstawionym powyżej mechanizmie ligand 
aktywuje receptor obecny w błonie komórki sąsiedniej 
(ang. trans-activation). Opisano jednak także wiązanie 
liganda z receptorem znajdującym się na powierzchni 
tej samej komórki (Fleming, 2020). Chociaż oddziały-
wanie to powoduje zazwyczaj hamowanie aktywacji 
receptorów Notch (ang. cis-inhibition), ostatnie badania 

In the mechanism presented above, the ligand acti-
vates a receptor present in the membrane of the neigh-
bouring cell (trans-activation). However, binding of the 
ligand to a receptor located on the surface of the same 
cell has also been described (Fleming, 2020). Although 
this interaction usually inhibits the activation of Notch 
receptors (cis-inhibition), recent studies have indi-
cated that stimulation of the pathway (cis-activation) 
is also possible (Nandagopal et al., 2019). Moreover, it 
has been shown that the interplay between two Notch 
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wskazują też na możliwość aktywacji szlaku (ang. cis-
-activation) (Nandagopal i wsp., 2019). Wykazano ponadto, 
że  interakcja pomiędzy dwoma receptorami Notch 
obecnymi w tej samej komórce może wpływać hamu-
jąco na ich aktywność (James i wsp., 2014). W związku 
z tym nawet niewielka zmiana względnego poziomu 
ekspresji ligandów i/lub receptorów może wpływać 
na trans- lub cis-interakcje, a w konsekwencji na prze-
łączanie pomiędzy różnymi stanami aktywności sygna-
lizacji Notch (Sprinzak i wsp., 2010).

Poza kanonicznym szlakiem Notch, badania ostatnich 
dwóch dekad wskazują na możliwość aktywacji tego szlaku 
w sposób niekanoniczny, w którym transdukcja sygnału 
zachodzi niezależnie od co najmniej jednego elementu 
kanonicznego szlaku Notch (Heitzler, 2010). Wykazano 
istnienie niekanonicznych ligandów aktywujących szlak 
Notch, takich jak Dlk-1 (ang. Delta-like non-canonical 
Notch ligand 1), DNER (ang. Delta/Notch-like EGF-related 
receptor), czy JEDI (ang. Jagged and Delta protein), które 
przypominają ligandy Delta-like, ale w swojej budowie 
nie mają motywu DSL (D’Souza i wsp., 2010). Opisano też 
niezależną od wiązania liganda aktywację receptorów 
Notch oraz interakcję pomiędzy szlakiem Notch a czyn-
nikami transkrypcyjnymi biorącymi udział w innych 
ścieżkach sygnałowych, m.in. NF-kB (ang. nuclear factor 
kappa light chain enhancer of activated B cells) i SMAD 
(ang. suppressor of mothers against decapentaplegic) (Blokzijl 
i wsp., 2003; Osipo i wsp., 2008; Palmer i Deng, 2015).

Lokalizacja komponentów kanonicznego szlaku Notch w gonadzie męskiej ssaków  
Localization of canonical Notch pathway components in the mammalian male gonad

Pierwsze doniesienia dotyczące ekspresji komponentów 
szlaku Notch (detekcja mRNA Notch1, Notch3 i Jag2) 
w  gonadzie męskiej ssaków pojawiły się pod koniec 
ubiegłego wieku (Lardelli i wsp., 1994; Luo i wsp., 1997; 
Hayashi i wsp., 2001). Dalsze badania potwierdziły obec-
ność mRNA komponentów tego szlaku w jądrach myszy 
już podczas rozwoju embrionalnego. W  płodowych 
komórkach Sertolego wykazano ekspresję genów Notch1, 
Hey1, HeyL i Hes5 (Tang i wsp., 2008; Garcia i wsp., 2013). 
Obecność receptora Notch2 została stwierdzona zarówno 
w komórkach Sertolego, jak i w komórkach Leydiga, ale 
wzór ekspresji tego białka zmieniał się wraz z rozwojem 
gonady (Tang i wsp., 2008; DeFalco i wsp., 2013). W tkance 
interstycjalnej wykryto też transkrypty Jag1, Notch3 
i Hes1, a w komórkach śródbłonka naczyń płodowych – 
Dll4, Jag1, Jag2, Notch1 i Notch4 (Tang i wsp., 2008; DeFalco 
i wsp., 2013; Wen i wsp., 2016). Wykorzystanie transgenicz-
nych myszy, wykazujących ekspresję białka zielonej fluore-
scencji (GFP, ang. green fluorescence protein) w komórkach 
z aktywnym szlakiem Notch pozwoliło ustalić, że sygna-
lizacja ta w płodowym jądrze działa przede wszystkim 
w komórkach tkanki interstycjalnej oraz komórkach 
Sertolego, natomiast wyraźnie niższą jej aktywność stwier-
dzano w komórkach linii płciowej (DeFalco i wsp., 2013). 

receptors present in the same cell can inhibit their 
activity (James et al., 2014). Therefore, even a minor 
change in the relative expression level of ligands and/
or receptors can influence trans- or cis-interactions 
and consequently induce the switch between dif-
ferent states of Notch signalling activity (Sprinzak 
et al., 2010).

Research over the past two decades has provided 
evidence that in addition to canonical Notch signal-
ling, a noncanonical pathway exists in which signal 
transduction occurs independently of at least one com-
ponent of canonical Notch signalling (Heitzler, 2010). 
The activation of the Notch pathway by noncanon-
ical ligands, such as Delta-like noncanonical Notch 
ligand 1 (Dlk-1), Delta/Notch-like EGF-related receptor 
(DNER), or Jagged and Delta protein (JEDI), has been 
demonstrated. These ligands resemble Delta-like pro-
teins but lack the DSL motif (D’Souza et al., 2010). 
Ligand-independent activation of Notch receptors, 
as well as interactions between the Notch pathway 
and transcription factors involved in other signalling 
pathways [such as nuclear factor kappa light chain 
enhancer of activated B cells (NF-kB) and suppressor 
of mothers against decapentaplegic (SMAD)], have also 
been described (Blokzijl et al., 2003; Osipo et al., 2008; 
Palmer and Deng, 2015).

The first reports on the expression of Notch pathway 
genes (Notch1, Notch3, and Jag2 mRNA) in mamma-
lian male gonads were published at the end of the 20th 
century (Lardelli et al., 1994; Luo et al., 1997; Hayashi et 
al., 2001). Further studies have confirmed the presence 
of Notch pathway-related mRNAs in mouse testes during 
embryonic development. Foetal Sertoli cells have been 
shown to express Notch1, Hey1, HeyL, and Hes5 (Tang et 
al., 2008; Garcia et al., 2013). The presence of the Notch2 
receptor has been found in both Sertoli cells and Leydig 
cells, and the expression pattern of this protein changes 
with the development of the testis (Tang et al., 2008; 
DeFalco et al., 2013). The transcripts of Jag1, Notch3, and 
Hes1 have also been detected in interstitial tissue, while 
Dll4, Jag1, Jag2, Notch1, and Notch4 have been detected 
in foetal perivascular cells (Tang et al., 2008; DeFalco et 
al., 2013; Wen et al., 2016). The use of transgenic mice 
expressing green fluorescence protein (GFP) in cells with 
an active Notch pathway has demonstrated that this sig-
nalling acts primarily in interstitial tissue and Sertoli 
cells in the foetal testis, and it has significantly lower 
activity in germ cells (DeFalco et al., 2013).

Based on immunohistochemical analyses, Dirami 
et al. (2001) demonstrated the presence of the Notch1, 
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Notch2, Notch3, and DLL1 proteins in spermatogonia, 
as well as the presence of Notch2 and JAG1 proteins 
in Sertoli cells during early postnatal murine develop-
ment. However, Murta et al. (2013) showed that Notch3 
and DLL4 are expressed in spermatogonia in the first 
days after birth, whereas the presence of Notch1 and 
Notch2 in germ cells is not detected until the beginning 
of meiotic division. In these mice, the immunoexpression 
of Notch3 and DLL4 is detected in Sertoli cells, whereas 
the expression of Notch2, Notch3, DLL1, and DLL4 is 
detected in Leydig cells.

The mRNA expression of Notch1, Notch2, Notch3, 
Dll1, Dll4, Jag1, Jag2, Hes1, Hes2, Hes5, and Hey1 has 
been demonstrated in the testes of peripubertal and 
adult mice and rats (Hayashi et al., 2004c; Hasegawa et 
al., 2012; Murta et al., 2013; Kamińska et al., 2020b). The 
Notch1, DLL1, DLL4, JAG1, HES1, HES5, and HEY1 pro-
teins have been detected in both Sertoli and germ cells, 
while the expression of Notch2, Notch3, and Notch4 has 
only been detected in germ cells (Mori et al., 2003; Murta 
et al., 2013; Kamińska et al., 2018; 2020b). The protein 
expression of Notch1, Notch2, Notch3, DLL4, HES1, 
HES5, and HEY1 has been reported in the Leydig cells 
of mature rodents (Sahin et al., 2005; Murta et al., 2013; 
Kamińska et al., 2018; 2020b) (Table 1). Recently, the 
expression pattern of Notch pathway components has 
been determined in the testes of the bank vole (Myodes 
glareolus), a seasonally breeding rodent whose repro-
ductive activity is determined by daylight length; the 
active forms of the Notch1, HES1, and HEY1 proteins 
are present in both Sertoli cells and germ cells, while 
only germ cells express Notch2 and Notch3. Moreover, 
an increase in the expression of Notch1 and HEY1, as 
well as a simultaneous decrease in Notch3 and HES1 
levels, are associated with the exposure of voles to a long 
photoperiod and are thus correlated with the activation 
of the hypothalamus-pituitary-gonadal axis (Lustofin 
et al., 2022b).

It should be emphasized, however, that the litera-
ture data on the distribution of Notch pathway com-
ponents in rodent testicular cells are not consistent. 
This inconsistency may result from many factors, such 
as methods of cell/tissue fixation and preparation for 
analyses or antibodies used in western blot and immu-
nohistochemistry. Notably, the expression of Notch 
pathway components is subject to dynamic changes in 
various populations of testicular cells, not only during 
development but also during the seminiferous epithe-
lium cycle in adult rodents. For example, Murta et al. 
(2013) reported that the Notch1 receptor is expressed 
in round spermatids at stages VII–VIII, when they start 
to elongate, while DLL1 is expressed only in elongated 
spermatids at stages IX–III.

The presence of Notch pathway proteins has also been 
confirmed in the human testis. Notch2 expression has 
been detected in neonatal Sertoli cells, and DLL3 has 
been detected in neonatal prespermatogonia (Sohni et 

We  wczesnym rozwoju pourodzeniowym myszy, 
w  oparciu o  analizy immunohistochemiczne, Dirami 
i wsp. (2001) wykazali w spermatogoniach obecność białek 
Notch1, Notch2 i Notch3 oraz liganda DLL1. W komórkach 
Sertolego tych samców wykryto natomiast Notch2 oraz 
JAG1. Z kolei Murta i wsp. (2013) uwidocznili ekspresję 
Notch3 i DLL4 w spermatogoniach w pierwszych dniach 
po urodzeniu, zaś obecność Notch1 i Notch2 stwierdzili 
dopiero w dalszym rozwoju, w komórkach rozpoczyna-
jących podział mejotyczny. W komórkach Sertolego tych 
myszy wykazano immunoekspresję Notch3 i DLL4, zaś 
w komórkach Leydiga –  Notch2, Notch3, DLL1 i DLL4. 

W okresie okołodojrzewaniowym oraz w jądrze doj-
rzałych płciowo myszy i szczurów wykazano ekspresję 
mRNA Notch1, Notch2, Notch3, Dll1, Dll4, Jag1, Jag2, 
a także Hes1, Hes2, Hes5, Hey1 (Hayashi i wsp., 2004c; 
Hasegawa i wsp., 2012; Murta i wsp., 2013; Kamińska i wsp., 
2020b). W komórkach Sertolego wykryto obecność białek 
Notch1, DLL1, DLL4, JAG1, HES1, HES5 oraz HEY1, 
natomiast w komórkach plemnikotwórczych dodatkowo 
stwierdzono ekspresję Notch2, Notch3 oraz Notch4 (Mori 
i wsp., 2003; Murta i wsp., 2013; Kamińska i wsp., 2018; 
2020b). W komórkach Leydiga dojrzałych gryzoni wyka-
zano obecność białek Notch1, Notch2 i Notch3, DLL4, 
HES1, HES5 i HEY1 (Sahin i wsp., 2005; Murta i wsp., 
2013; Kamińska i wsp., 2018; 2020b) (Tabela 1). Ostatnio 
ustalono też wzór ekspresji komponentów szlaku Notch 
w jądrach nornicy rudej (Myodes glareolus), gryzonia o roz-
rodzie sezonowym, u którego aktywność rozrodcza uwa-
runkowana jest długością dnia świetlnego. W komór-
kach Sertolego i w komórkach plemnikotwórczych obecna 
była aktywna forma Notch1 oraz białka HES1 i HEY1, 
natomiast ekspresję Notch2 i Notch3 wykazywały tylko 
komórki płciowe. Zauważono, że wzrost poziomu eks-
presji Notch1 i HEY1, a jednocześnie obniżenie Notch3 
i HES1 związane było z ekspozycją nornic na długi foto-
period, a tym samym z nasileniem aktywności osi pod-
wzgórze-przysadka-jądra (Lustofin i wsp., 2022b). 

Należy jednak podkreślić, że  dane literaturowe 
dotyczące rozmieszczenia komponentów szlaku Notch 
w komórkach gonady męskiej gryzoni nie są spójne. Może 
to wynikać z wielu czynników, takich jak metody utrwa-
lania i przygotowania tkanek lub komórek do analiz, czy 
przeciwciała wykorzystane w analizach western blot 
i  immunohistochemicznych. Warto również zazna-
czyć, że ekspresja komponentów szlaku Notch podlega 
dynamicznym zmianom w różnych populacjach komórek 
gonady męskiej nie tylko w trakcie rozwoju, ale także 
w  cyklu nabłonka plemnikotwórczego u  dojrzałych 
samców gryzoni. Murta i wsp. (2013) stwierdzili na przy-
kład, że receptor Notch1 jest obecny w okrągłych sper-
matydach w stadiach VII–VIII, kiedy komórki te zaczy-
nają się wydłużać, natomiast DLL1 ulega ekspresji tylko 
w wydłużających się spermatydach w stadiach IX-III. 

Obecność białek szlaku Notch potwierdzono 
także w  ludzkim jądrze. Ekspresję Notch2 wykryto 
w komórkach Sertolego, a DLL3 w prespermatogoniach 
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Tabela 1. Ekspresja komponentów szlaku Notch w poszczególnych populacjach komórek dojrzałej gonady męskiej gryzoni i człowieka. W jądrze myszy 
wykryto też mRNA Dll3 (Sharma i wsp., 2017), a u człowieka i naczelnych mRNA NOTCH4, DLL1, DLL3, HES1, HES2, HES4, HES6 i HES7 (Uhlén 

i wsp., 2015; Ramaswamy i wsp., 2017), jednak nie określono komórkowej lokalizacji tych transkryptów.

Białko
Gryzonie Człowiek

Bibliografia
KL KS KP KL KS KP

Notch1 + + + + + +
Hayashi i wsp., 2001; Mori i wsp., 2003; Sahin i wsp., 2005; Hasegawa i wsp., 2012; Murta i wsp., 2013; 
Huang i wsp., 2013; Uhlén i wsp., 2015; Kamińska i wsp., 2018; Kamińska i wsp., 2020b; Kumar i wsp., 
2020; Lustofin i wsp., 2022b

Notch2 + +* + + +
Mori i wsp., 2003; Sahin i wsp., 2005*; Murta i wsp., 2013; Uhlén i wsp., 2015; Kamińska i wsp., 2020b; 
Lustofin i wsp., 2022b

Notch3 + +* + + + +
Mori i wsp., 2003*; Sahin i wsp., 2005; Murta i wsp., 2013; Murta i wsp., 2014; Uhlén i wsp., 2015; Lustofin 
i wsp., 2022b

Notch4 + Uyttendaele i wsp., 1996; Mori i wsp., 2003

DLL1 + + Murta i wsp., 2013; Kamińska i wsp., 2020b

DLL4 + + + + Murta i wsp., 2013; Murta i wsp., 2014; Uhlén i wsp., 2015; Kamińska i wsp., 2018; Kamińska i wsp., 2020b

JAG1 (+) + + + +
Hasegawa i wsp., 2012; Murta i wsp., 2013; Murta i wsp., 2014; Uhlén i wsp., 2015; Okada i wsp., 2016; 
Kamińska i wsp., 2020b; Kumar i wsp., 2020

JAG2 + + + + Hayashi i wsp., 2001; Hasegawa i wsp., 2012; Uhlén i wsp., 2015

HES1 + + +
Hasegawa i wsp., 2012; Murta i wsp., 2013; Uhlén i wsp., 2015; Garcia i wsp., 2017; Kamińska i wsp., 2020b; 
Kumar i wsp., 2020; Lustofin i wsp., 2022b

HES5 + + + + Murta i wsp., 2013; Kamińska i wsp., 2018; Kamińska i wsp., 2020b

HEY1 + + + Garcia i wsp., 2017; Kamińska i wsp., 2018; Kamińska i wsp., 2020b; Lustofin i wsp., 2022b

HEY2 + + Uhlén i wsp., 2015

HEYL (+) + + Uhlén i wsp., 2015; Garcia i wsp., 2017

KL – komórki Leydiga, KS – komórki Sertolego, KP – komórki plemnikotwórcze, + potwierdzona ekspresja białka, (+) potwierdzona tylko ekspresja mRNA, *ekspresja potwier-
dzona tylko we wskazanych pracach.

Table 1. Expression of Notch pathway components in specific cell populations of the mature male gonad in rodents and humans. Dll3 mRNA expression 
was also detected in mouse testis (Sharma et al., 2017), whereas NOTCH4, DLL1, DLL3, HES1, HES2, HES4, HES6, and HES7 mRNA was found in 
human and primate testis (Uhlén et al., 2015; Ramaswamy et al., 2017), however the cellular localization of these transcripts has not been determined.

Protein
Rodents Humans

References
LC SC GC LC SC GC

Notch1 + + + + + +
Hayashi et al., 2001; Mori et al., 2003; Sahin et al., 2005; Hasegawa et al., 2012; Murta et al., 2013; Huang 
et al., 2013; Uhlén et al., 2015; Kamińska et al., 2018; Kamińska et al., 2020b; Kumar et al., 2020; Lustofin 
et al., 2022b

Notch2 + +* + + +
Mori et al., 2003; Sahin et al., 2005*; Murta et al., 2013; Uhlén et al., 2015; Kamińska et al., 2020b; Lustofin 
et al., 2022b

Notch3 + +* + + + +
Mori et al., 2003*; Sahin et al., 2005; Murta et al., 2013; Murta et al., 2014; Uhlén et al., 2015; Lustofin et 
al., 2022b

Notch4 + Uyttendaele et al., 1996; Mori et al., 2003

DLL1 + + Murta et al., 2013; Kamińska et al., 2020b

DLL4 + + + + Murta et al., 2013; Murta et al., 2014; Uhlén et al., 2015; Kamińska et al., 2018; Kamińska et al., 2020b

JAG1 (+) + + + +
Hasegawa et al., 2012; Murta et al., 2013; Murta et al., 2014; Uhlén et al., 2015; Okada et al., 2016; 
Kamińska et al., 2020b; Kumar et al., 2020

JAG2 + + + + Hayashi et al., 2001; Hasegawa et al., 2012; Uhlén et al., 2015

HES1 + + +
Hasegawa et al., 2012; Murta et al., 2013; Uhlén et al., 2015; Garcia et al., 2017; Kamińska et al., 2020b; 
Kumar et al., 2020; Lustofin et al., 2022b

HES5 + + + + Murta et al., 2013; Kamińska et al., 2018; Kamińska et al., 2020b

HEY1 + + + Garcia et al., 2017; Kamińska et al., 2018; Kamińska et al., 2020b; Lustofin et al., 2022b

HEY2 + + Uhlén et al., 2015

HEYL (+) + + Uhlén et al., 2015; Garcia et al., 2017

LC – Leydig cells, SC – Sertoli cells, GC – germ cells, + confirmed protein expression, (+) confirmed mRNA expression only, *expression confirmed only in the indicated papers.
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noworodków (Sohni i wsp., 2019). W jądrach dojrzałych 
mężczyzn w komórkach linii płciowej Hayashi i wsp. 
(2001) opisali obecność białek Notch1 i JAG2. Według 
danych zmieszczonych w bazie „The Human Protein 
Atlas” zarówno komórki Sertolego, jak i komórki linii 
płciowej wykazują ekspresję mRNA i białek Notch1, 
Notch2, Notch3 i JAG2. Ponadto, w komórkach plem-
nikotwórczych ujawniono ekspresję białek efektoro-
wych HES5, HEY2 oraz HEYL. W komórkach Leydiga 
stwierdzono obecność Notch1, Notch3, DLL4, JAG1, 
JAG2, HEY2 i HEYL. W jądrze wykryto też transkrypty 
NOTCH4, DLL1, DLL3, HES1 i HES6, jakkolwiek brak 
dotąd danych dotyczących ekspresji odpowiednich białek. 
Warto też zauważyć, że białka Notch1, Notch2, DLL4, 
JAG1, JAG2, HEY2 oraz HEYL ulegają ekspresji w nają-
drzach dojrzałych mężczyzn (Uhlén i wsp., 2015).

Rola szlaku sygnałowego Notch w gonadzie męskiej 
Role of Notch signalling in the male gonad

Chociaż już w pierwszych latach XXI w. uzyskano modele 
mysie z delecją genów kodujących poszczególne ligandy, 
receptory i geny efektorowe szlaku Notch, rola tego szlaku 
w gonadzie męskiej pozostawała przez długi czas trudna 
do ustalenia. Wynikało to w znacznej mierze z pewnej 
redundancji tych białek i związanej z tym możliwości 
działania kompensacyjnego w przypadku wyłączenia 
funkcji pojedynczych komponentów szlaku (Luna-
Escalante i wsp., 2018). U myszy z całkowitym nokautem 
pojedynczych genów kodujących receptory Notch3 
i Notch4 lub białka efektorowe HES5, HEY1 i HEYL 
nie obserwowano zaburzeń rozwoju, ani funkcji gonady 
męskiej (Ohtsuka i wsp., 1999; Krebs i wsp., 2000; 2003; 
Fischer i wsp., 2004; 2007). Nieprawidłowości nie stwier-
dzono też w gonadzie samców myszy z selektywnym 
nokautem Notch1 w komórkach Sertolego lub komórkach 
linii płciowej (Batista i wsp., 2012; Huang i wsp., 2013). 

W przypadku całkowitego nokautu genów Notch1, 
Notch2, Jag1, Jag2, Dll1, Dll3, Dll4, Hes1, Hes7 i Hey2 nie-
możliwa była ocena funkcji rozrodczych samców, ponieważ 
myszy wykazywały fenotyp letalny w okresie embrio-
nalnym lub przeddojrzewaniowym (Swiatek i wsp., 1994; 
Ishibashi i wsp., 1995; Jiang i wsp., 1998; Hamada i wsp., 1999; 
Xue i wsp., 1999; Bessho i wsp., 2001; Donovan i wsp., 2002; 
Dunwoodie i wsp., 2002; Duarte i wsp., 2004; Fischer i wsp., 
2007; Sörensen i wsp., 2009). Zauważono jednak, że delecja 
Hes1 wiązała się ze wzrostem liczby komórek Leydiga oraz 
utratą komórek linii płciowej w płodowym jądrze (Tang 
i wsp., 2008). Również warunkowy nokaut Notch2 w komór-
kach somatycznych gonady prowadził do zwiększenia liczby 
komórek Leydiga w jądrach noworodków myszy (Liu i wsp., 
2016). Obserwacje te wskazywały na możliwość udziału 
szlaku Notch w rozwoju tkanki interstycjalnej jądra. Dalsze 
badania potwierdziły znaczenie sygnalizacji Notch w pro-
cesie różnicowania się płodowej populacji komórek Leydiga. 
Nie tylko wspomniana delecja genów Hes1 i Notch2, ale też 

al., 2019). Hayashi et al. (2001) evaluated the expression 
of the Notch1 and JAG2 proteins in germ cells in the 
testes of adult men. According to the Human Protein 
Atlas (HPA) database, Notch1, Notch2, Notch3, and JAG2 
mRNA and protein expression are present in both Sertoli 
cells and germ cells. In addition, HES5, HEY2, and HEYL 
effector proteins are expressed in germ cells, whereas 
Notch1, Notch3, DLL4, JAG1, JAG2, HEY2, and HEYL 
are expressed in Leydig cells. NOTCH4, DLL1, DLL3, 
HES1, and HES6 transcripts have also been detected 
in human testes, but data regarding the expression of 
the corresponding proteins is not available. Notably, the 
Notch1, Notch2, DLL4, JAG1, JAG2, HEY2, and HEYL 
proteins are expressed in the epididymis of adult men 
(Uhlén et al., 2015).

Although mouse models with the deletion of genes 
encoding individual ligands, receptors, and effector genes 
of the Notch pathway were generated at the beginning 
of the 21st century, the role of this pathway in the male 
gonad remains unclear. This is largely due to a certain 
redundancy of these proteins and the possibility of com-
pensatory action when the functions of individual com-
ponents of the pathway are deleted (Luna-Escalante et 
al., 2018). In mice with complete knockout of single 
genes encoding the Notch3 and Notch4 receptors or 
the HES5, HEY1, and HEYL effector proteins, no dis-
turbances in the development or function of the male 
gonad are observed (Ohtsuka et al., 1999; Krebs et al., 
2000; 2003; Fischer et al., 2004; 2007). Abnormalities 
have not been detected in the gonads of male mice with 
selective knockout of Notch1 in Sertoli cells or germ cells 
(Batista et al., 2012; Huang et al., 2013).

Complete knockout of the Notch1, Notch2, Jag1, 
Jag2, Dll1, Dll3, Dll4, Hes1, Hes7, and Hey2 genes makes 
it impossible to assess the reproductive function of 
males because the mice show a lethal phenotype during 
the embryonic or prepubertal period (Swiatek et al., 
1994; Ishibashi et al., 1995; Jiang et al., 1998; Hamada et 
al., 1999; Xue et al., 1999; Bessho et al., 2001; Donovan 
et al., 2002; Dunwoodie et al., 2002; Duarte et al., 2004; 
Fischer et al., 2007; Sörensen et al., 2009). However, 
Hes1 deletion is associated with an increase in the 
number of Leydig cells and a loss of germ cells in the 
foetal testis (Tang et al., 2008). Additionally, condi-
tional knockout of Notch2 in somatic cells of the testis 
leads to an increase in Leydig cell number in newborn 
mice (Liu et al., 2016). These observations indicate 
that the Notch pathway is involved in the develop-
ment of interstitial tissue in the testis. Further studies 
have confirmed the importance of Notch signalling 
in the differentiation of foetal Leydig cells. Both the 
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zahamowanie aktywności szlaku Notch poprzez zastoso-
wanie inhibitora γ-sekretazy powodowało wzrost liczby 
komórek Leydiga w płodowych jądrach. Przeciwnie, kon-
stytutywna aktywacja sygnalizacji Notch w somatycznych 
komórkach progenitorowych gonad skutkowała zmniejsze-
niem populacji komórek Leydiga, a jednocześnie wzrostem 
liczby niezróżnicowanych komórek mezenchymalnych. 
Obserwacje te wskazywały, że aktywna sygnalizacja Notch 
ogranicza różnicowanie płodowych komórek Leydiga (Tang 
i wsp., 2008). Kolejne prace dowiodły, że za aktywację szlaku 
Notch w progenitorach komórek Leydiga odpowiada ligand 
JAG1, ulegający ekspresji w okołonaczyniowych komór-
kach śródmiąższowych (DeFalco i wsp., 2013). Zauważono 
ponadto zależność ekspresji JAG1 od poziomu testoste-
ronu. Wysokie stężenie tego hormonu indukowało ekspresję 
JAG1 w tkance śródmiąższowej, co uruchamiało sygnali-
zację Notch, tym samym hamując różnicowanie komórek 
progenitorowych. Niski poziom testosteronu wiązał się 
natomiast z inhibicją sygnalizacji Notch i wzmożonym 
różnicowaniem płodowych komórek Leydiga wytwarzają-
cych androgeny. Opisany mechanizm ma zatem charakter 
ujemnego sprzężenia zwrotnego, które warunkuje utrzy-
manie równowagi między zróżnicowanymi płodowymi 
komórkami Leydiga a ich progenitorami (DeFalco i wsp., 
2013). Dalsze badania wykazały, że aktywacja receptora 
Notch2 w okołonaczyniowych komórkach mezenchy-
malnych przez śródbłonkowe ligandy (prawdopodobnie 
DLL4) utrzymuje pulę progenitorów zapewniając ich 
samoodnowę lub utrzymanie stanu niezróżnicowanego. 
Obserwacje te wskazują na udział szlaku Notch w interakcji 
między komórkami śródbłonka a okołonaczyniowymi 
progenitorami komórek Leydiga (Kumar i DeFalco, 2018).

Wyniki doświadczeń w układach in vitro sugerują, 
że  sygnalizacja Notch może być też zaangażowana 
w regulację rozwoju i funkcji dorosłej populacji komórek 
Leydiga. Stwierdzono, że inhibicja aktywności szlaku 
Notch w mysiej linii komórek Leydiga TM3 spowodo-
wała zatrzymanie cyklu komórkowego w fazie G0/G1 
i  zahamowanie proliferacji tych komórek (Lu i  wsp., 
2019). Kilka prac wskazuje też na udział sygnalizacji 
Notch w kontroli steroidogenezy. George i wsp. (2015) 
wykazali, że  aktywacja receptorów Notch ogranicza 
syntezę steroidów w linii nowotworowej komórek Leydiga 
MA-10. Przeciwny efekt aktywacji szlaku Notch opisali 
natomiast Zhang i wsp. (2023) w linii komórkowej TM3. 
Eksperymentalna nad ekspresja Notch1 w tych komórkach 
nasilała ekspresję enzymów steroidogennych oraz białek 
StAR (ang. steroidogenic acute regulatory protein) i SF1 (ang. 
steriodogenic factor 1), nadekspresja Notch3 wiązała się 
ze wzrostem poziomu transkryptu Star, a zastosowanie 
inhibitora szlaku Notch obniżyło ekspresję białek stero-
idogennych. Należy jednak zauważyć, że zahamowanie 
aktywności szlaku Notch in vivo, wywołane długotrwałą 
ekspozycją myszy na inhibitor γ-sekretazy DAPT (ang. 
N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine 
t-butyl ester), nie miało wpływu na stężenie testosteronu 
w surowicy dojrzałych samców myszy (Murta i wsp., 2014). 

abovementioned deletion of the Hes1 and Notch2 genes, 
as well as the blockade of Notch pathway activity using 
a γ-secretase inhibitor, result in an increase in the 
number of Leydig cells in the foetal testes. In con-
trast, constitutive activation of Notch signalling in 
gonadal somatic progenitors results in a reduction in 
the Leydig cell population while increasing the number 
of undifferentiated mesenchymal cells. These obser-
vations indicate that active Notch signalling limits 
the differentiation of foetal Leydig cells (Tang et al., 
2008). Subsequent research has shown that the JAG1 
ligand, which is expressed in perivascular interstitial 
cells, is responsible for the activation of the Notch 
pathway in Leydig cell progenitors (DeFalco et al., 2013). 
Moreover, a relationship between JAG1 expression 
and testosterone levels has been observed. High con-
centrations of this hormone induce JAG1 expression 
in the interstitium, which triggers Notch signalling, 
thereby inhibiting progenitor cell differentiation. 
Low testosterone levels are associated with inhibi-
tion of Notch signalling and increased differentia-
tion of foetal androgen-producing Leydig cells. The 
described negative feedback mechanism determines 
the maintenance of the balance between differentiated 
foetal Leydig cells and their progenitors (DeFalco et 
al., 2013). Further studies have shown that activation 
of the Notch2 receptor in perivascular mesenchymal 
cells by endothelial ligands (probably DLL4) main-
tains the progenitor pool, ensuring their self-renewal 
or maintenance of an undifferentiated state. These 
observations indicate the involvement of the Notch 
pathway in the interaction between endothelial cells 
and perivascular Leydig cell progenitors (Kumar and 
DeFalco, 2018).

In vitro experiments have suggested that Notch 
signalling may also be involved in the regulation of 
the development and function of the adult Leydig cell 
population. Inhibition of Notch pathway activity in the 
mouse TM3 Leydig cell line results in cell cycle arrest 
in the G0/G1 phase and inhibition of cell prolifera-
tion (Lu et al., 2019). Several studies have indicated 
the involvement of Notch signalling in the control of 
testicular steroidogenesis. George et al. (2015) showed 
that activation of Notch receptors reduces steroid syn-
thesis in the MA-10 Leydig cell cancer line, but the 
opposite effect has been described by Zhang et al. (2023) 
in the TM3 cell line. Experimental overexpression of 
Notch1 in these cells increases the expression of ster-
oidogenic enzymes and proteins, such as steroidogenic 
acute regulatory protein (StAR) and steroiodogenic 
factor 1 (SF1). Overexpression of Notch3 is associated 
with increased levels of the Star transcript. Accordingly, 
the use of a Notch pathway inhibitor decreases the 
expression of steroidogenic proteins. However, it should 
be noted that the inhibition of Notch pathway activity 
in vivo by long-term exposure of mice to the N-[N-
(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18927153
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18927153
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23467742
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23467742
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23467742
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30375389
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31523838
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31523838
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26183893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/37106514
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25412258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18927153
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18927153
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23467742
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23467742
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23467742
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30375389
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30375389
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31523838
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26183893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/37106514


18

P O S T Ę P Y  A N D R O L O G I I  O N L I N E ,  2 0 2 3 ,  1 0  ( 2 )

W oparciu o dotychczas uzyskane dane znaczenie 
aktywności szlaku Notch w komórkach Leydiga w okresie 
pourodzeniowym i w dojrzałym jądrze pozostaje zatem 
wciąż niejasne. Warto też zaznaczyć, że białka DSL ule-
gające ekspresji w komórkach Leydiga mogą potencjalnie 
pełnić regulacyjną rolę w biosyntezie androgenów, dzia-
łając w sposób niezależny od aktywacji sygnalizacji Notch. 
Stwierdzono bowiem, że  nadekspresja wewnątrzko-
mórkowej domeny JAG1 w mysich komórkach Leydiga 
tłumiła ekspresję genów kodujących białka steroidogenne, 
w konsekwencji obniżając produkcję testosteronu (Kumar 
i wsp., 2020).

Przeżywanie, proliferacja oraz różnicowanie komórek 
linii płciowej podczas rozwoju osobniczego, a także w trakcie 
spermatogenezy w dojrzałym jądrze, są precyzyjnie kontro-
lowane przez somatyczne komórki nabłonka nasiennego, 
jakimi są komórki Sertolego (Thumfart i Mansuy, 2023). 
Jednocześnie komórki plemnikotwórcze wpływają na szereg 
aspektów funkcjonowania komórek Sertolego. Ze względu 
na ścisły fizyczny kontakt między obydwoma typami 
komórek we  wzajemne oddziaływania zaangażowane 
są nie tylko wydzielane przez te komórki czynniki parakry-
nowe, ale także bezpośrednie interakcje międzykomórkowe, 
takie jak połączenia szczelinowe oraz komunikacja juksta-
krynowa (Kidder i Cyr, 2016; Hofmann i McBeath, 2022). 

Dowodów na udział szlaku Notch w kontroli nabłonka 
plemnikotwórczego ssaków dostarczył cykl doświadczeń 
z wykorzystaniem transgenicznych myszy z konstytu-
tywną ekspresją wewnątrzkomórkowej domeny recep-
tora Notch1 (N1ICD, ang. Notch1 intracellular domain) 
oraz myszy z  nokautem genu Rbpj (kodującego klu-
czowy mediator kanonicznego szlaku Notch) w komór-
kach Sertolego (Garcia i wsp., 2013; 2014; 2017; Garcia 
i Hofmann, 2013). Zauważono, iż komórki Sertolego 
myszy z konstytutywną ekspresją N1ICD, mimo pra-
widłowej morfologii w okresie płodowym, wykazywały 
defekty funkcjonalne, które przyczyniały się do przed-
wczesnego różnicowania gonocytów, a następnie ich 
apoptozy. Prowadziło to do utraty komórek linii płciowej 
tuż po urodzeniu, i w konsekwencji późniejszej bezpłod-
ności tych samców. Analizy molekularne wykazały, 
że nasilona aktywność receptora Notch1 w komórkach 
Sertolego powodowała represję genu Gdnf, kodującego 
glejopochodny czynnik neurotroficzny (GDNF, ang. glial 
cell-derived neurotrophic factor) (kontrolujący zdolność 
spermatogonialnych komórek macierzystych do samo-
odnowy) oraz genu Cyp26b1, kodującego enzym inak-
tywujący kwas retinowy (niezbędny do inicjacji mejozy) 
(Garcia i wsp., 2013; Garcia i Hofmann, 2013). Przeciwnie, 
nokaut genu Rbpj w komórkach Sertolego prowadził 
do zwiększonej ekspresji Gdnf i Cyp26b1 oraz znacz-
nego wzrostu liczby przed- i pomejotycznych komórek 
płciowych. Skutkiem tego był początkowy wzrost obję-
tości gonad, a później ich niewydolność i atrofia (Garcia 
i wsp., 2014). Wyniki opisanych badań ujawniły zatem 
decydującą rolę sygnalizacji Notch w utrzymaniu niszy 
spermatogonialnych komórek macierzystych poprzez 

t-butyl ester (DAPT) γ-secretase inhibitor has no effect 
on serum testosterone concentrations in mature males 
(Murta et al., 2014).

Based on the data obtained thus far, the significance 
of Notch pathway activity in Leydig cells in the postnatal 
period and in the mature testis is still unclear. Notably, 
DSL proteins expressed in Leydig cells may play a regula-
tory role in androgen biosynthesis, acting independently 
of the activation of Notch signalling. Overexpression 
of the intracellular domain of JAG1 in mouse Leydig 
cells suppresses the expression of genes encoding ster-
oidogenic proteins, consequently reducing testosterone 
production (Kumar et al., 2020).

The survival, proliferation, and differentiation 
of germ cells during testis development and in the 
mature male gonad are precisely controlled by somatic 
cells of the seminiferous epithelium, namely, Sertoli 
cells (Thumfart and Mansuy, 2023). Moreover, germ 
cells influence the function of Sertoli cells. Due to the 
close physical contact between both types of cells, 
mutual interactions involve not only paracrine factors 
secreted by these cells but also direct intercellular 
interactions, such as gap junctions and juxtacrine 
communication (Kidder and Cyr, 2016; Hofmann and 
McBeath, 2022).

Evidence for the involvement of the Notch pathway 
in the control of mammalian spermatogenic epithelium 
has been provided by a series of experiments using 
transgenic mice with constitutive expression of the 
Notch1 intracellular domain (N1ICD) and mice with 
knockout of the Rbpj gene (encoding a key mediator of 
the canonical Notch pathway) in Sertoli cells (Garcia 
et al., 2013; 2014; 2017; Garcia and Hofmann, 2013). 
Despite normal morphology in the foetal period, Sertoli 
cells from mice with constitutive N1ICD expression 
exhibit functional defects that contribute to the prema-
ture differentiation of gonocytes and their apoptosis, 
resulting in the loss of germ cells shortly after birth 
and subsequent infertility. Molecular analyses have 
demonstrated that increased activity of the Notch1 
receptor in Sertoli cells leads to the repression of the 
Gdnf gene, encoding glial cell-derived neurotrophic 
factor (GDNF) (which controls spermatogonial stem cell 
self-renewal), and the Cyp26b1 gene, encoding retinoid 
acid-inactivating enzyme (retinoic acid is necessary for 
the initiation of meiosis) (Garcia et al., 2013; Garcia and 
Hofmann, 2013). In contrast, Rbpj knockout in Sertoli 
cells leads to the upregulation of Gdnf and Cyp26b1, 
as well as a significant increase in the number of pre- 
and postmeiotic germ cells, which initially results in 
an increase in gonadal volume followed by testicular 
failure and atrophy (Garcia et al., 2014).

The results of these studies reveal a key role of 
Notch signalling in maintaining the spermatogonial 
stem cell niche by regulating the expression of factors 
controlling self-renewal and differentiation. Further 
experiments have confirmed the involvement of the 
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regulację ekspresji czynników kontrolujących samo-
odnowę i  różnicowanie tych komórek. Dalsze prace 
potwierdziły udział białek efektorowych szlaku Notch 
HES1 i HEY1 w regulacji ekspresji GDNF i CYP26B1 
w komórkach Sertolego. Dowiodły ponadto znaczenia 
białka JAG1, ulegającego ekspresji w niezróżnicowanych 
spermatogoniach typu A, w kontroli aktywności szlaku 
Notch w komórkach Sertolego, także u dojrzałych płciowo 
samców (Garcia i wsp., 2017; Parekh i wsp., 2019). Według 
ostatnich doniesień szlak Notch współdziała z sygna-
lizacją czynnika martwicy nowotworu α (TNFα, ang. 
tumor necrosis factor α) w regulacji produkcji czynnika 
GDNF przez komórki Sertolego (Di Persio i wsp., 2021).

Kolejne prace przyczyniły się do ujawnienia roli szlaku 
Notch w regulacji sygnalizacji androgenowej i białek 
bariery krew–jądro w komórkach Sertolego. Wykazano 
bowiem, że  zablokowanie aktywności szlaku Notch 
prowadzi do wzrostu ekspresji jądrowych oraz błono-
wych receptorów androgenowych, tj. AR (ang. androgen 
receptor) i ZIP9 (ang. Zrt- and Irt-like protein 9), w mysiej 
linii komórek Sertolego TM4 (Kamińska i wsp., 2020c). 
Opisano również specyficzną rolę dwóch ligandów szlaku 
Notch, JAG1 i DLL1, w zależnej od ZIP9 i AR regulacji 
ekspresji białek bariery krew–jądro, klaudyny 5 i klau-
dyny 11. W odpowiedzi na aktywację szlaku Notch przez 
JAG1 dochodziło do obniżenia poziomu klaudyny 5, 
co korelowało ze spadkiem ekspresji ZIP9. Natomiast 
ekspozycja komórek na DLL1 spowodowała obniżenie 
ekspresji klaudyny 11, któremu towarzyszyła redukcja 
poziomu AR. Udział obu receptorów androgenowych 
w tym mechanizmie potwierdzono wykorzystując tech-
nikę wyciszania ekspresji genów (Kamińska i wsp., 2020c). 
Co więcej, w komórkach Sertolego wykazano ostatnio 
możliwość bezpośrednich interakcji efektora szlaku 
Notch, HEY1, z promotorem genu Ar oraz białkiem AR 
(Kamińska i wsp., 2024). Warto zauważyć, że ekspresja 
klaudyny 11 w kanaliku nasiennym gryzoni jest regulo-
wana przez antagonistyczne działanie testosteronu (który 
aktywując AR, stymuluje ekspresję tego białka) oraz 
pomejotycznych komórek płciowych (negatywnie regulu-
jących poziom klaudyny 11) (Florin i wsp., 2005). Można 
zatem postawić hipotezę, że hamujący wpływ pomejo-
tycznych komórek płciowych na ekspresję klaudyny 11, 
wynika – przynajmniej w pewnym stopniu – z udziału 
obecnego w wydłużających się spermatydach liganda 
DLL1 w aktywacji szlaku Notch w komórkach Sertolego. 

Ostatnio zaproponowano też rolę sygnalizacji Notch 
w kontroli metabolizmu komórek Sertolego. Xu i wsp. (2022) 
przedstawili dowody na zaangażowanie szlaku Notch 
w regulację glikolizy i produkcji mleczanów w tych komór-
kach. Interesujące wyniki, wskazujące na znaczenie szlaku 
Notch w mechanizmach molekularnych związanych z tole-
rancją immunologiczną zależną od komórek Sertolego, uzy-
skali Campese i wsp. (2014). Stwierdzili oni udział rozpusz-
czalnej formy liganda JAG1, wydzielanej przez komórki 
Sertolego, w aktywacji szlaku Notch w limfocytach, co przy-
czynia się do ich konwersji w komórki T regulatorowe. 

HES1 and HEY1 Notch pathway effector proteins in 
the regulation of GDNF and CYP26B1 expression in 
Sertoli cells. The importance of the JAG1 protein, which 
is expressed in undifferentiated type A spermatogonia, 
has also been demonstrated in the control of Notch 
pathway activity in Sertoli cells in sexually mature 
males (Garcia et al., 2017; Parekh et al., 2019). Recently, 
the interaction of the Notch pathway with tumour 
necrosis factor α (TNFα) signalling in the regulation 
of GDNF production by Sertoli cells has been reported 
(Di Persio et al., 2021).

A study focusing on the role of the Notch pathway in 
the regulation of androgen signalling and blood‒testis 
barrier proteins in Sertoli cells has demonstrated that 
blocking Notch pathway activity leads to the upregu-
lation of nuclear and membrane androgen receptors, 
i.e., the androgen receptor (AR) and Zrt- and Irt-like 
protein 9 (ZIP9), in the mouse TM4 Sertoli cell line 
(Kamińska et al., 2020c). The specific role of JAG1 and 
DLL1 in the ZIP9- and AR-dependent regulation of the 
expression of claudin 5 and claudin 11, blood‒testis 
barrier proteins, has also been documented. Activation 
of the Notch pathway by JAG1 reduces claudin 5 expres-
sion, which correlates with a decrease in ZIP9 expression. 
Exposure of Sertoli cells to DLL1 decreases the expres-
sion of claudin 11, which is accompanied by a reduction 
in the level of AR. Gene silencing experiments have 
confirmed the involvement of both androgen receptors 
in this regulation (Kamińska et al., 2020c). Moreover, 
physical interactions between the HEY1 Notch effector 
and the promoter of the Ar gene or AR protein have been 
recently reported in Sertoli cells (Kamińska et al., 2024). 
Notably, the expression of claudin 11 in the seminif-
erous tubules of rodents is regulated by the antagonistic 
effect of testosterone (which stimulates the expression 
of this protein by activating the AR) and postmeiotic 
germ cells (which negatively regulate the expression 
of claudin 11) (Florin et al., 2005). Therefore, it can be 
hypothesized that the inhibitory effect of postmeiotic 
germ cells on the expression of claudin 11 results—at 
least to some extent—from the presence of the DLL1 
ligand in elongating spermatids and the activation of 
the Notch pathway in Sertoli cells.

Recently, a role for Notch signalling in the control of 
Sertoli cell metabolism has also been proposed. Xu et al. 
(2022) reported the involvement of the Notch pathway 
in the regulation of glycolysis and lactate production in 
these cells. Interestingly, Campese et al. (2014) suggested 
the importance of the Notch pathway in molecular mech-
anisms related to Sertoli cell-dependent immune toler-
ance; they demonstrated that the soluble form of JAG1 
secreted by Sertoli cells activates the Notch pathway in 
lymphocytes, leading to their conversion into regula-
tory T cells.

In addition to the role of Notch signalling in Sertoli 
cells, the role of the Notch pathway in the direct control 
of germ cell fate has also been described. Mice with 
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W nabłonku plemnikotwórczym poza działaniem 
sygnalizacji Notch w komórkach Sertolego, opisano też 
rolę tego szlaku w bezpośredniej kontroli losów komórek 
linii płciowej. Myszy z warunkową aktywacją N1ICD 
w tych komórkach wykazywały postępujące z wiekiem 
osłabienie spermatogenezy, zmniejszenie masy jąder 
i liczby plemników. U samców tych wykryto wzrost eks-
presji genu efektorowego Hes5 oraz nasilenie apoptozy 
komórek plemnikotwórczych. Sugeruje to, że sygnalizacja 
Notch w męskich komórkach płciowych jest istotna dla 
ich przeżywania i różnicowania (Huang i wsp., 2013). 
Udział szlaku Notch w kontroli losów komórek linii 
płciowej został też stwierdzony w gonadzie męskiej ryb 
i ptaków (Zuo i wsp., 2018; Moreno Acosta i wsp., 2023). 

Należy zaznaczyć, że wobec niektórych obserwacji 
fizjologiczne znaczenie aktywacji szlaku sygnałowego 
Notch w komórkach plemnikotwórczych pozostaje wciąż 
niejasne. W oparciu o doświadczenia z wykorzystaniem 
transgenicznych myszy, wykazujących ekspresję GFP 
w komórkach z aktywną sygnalizacją Notch, Garcia i wsp. 
(2013) stwierdzili, że kanoniczny szlak sygnałowy Notch 
jest aktywny w gonadzie męskiej w okresie okołoporo-
dowym wyłącznie w komórkach Sertolego. Co więcej, 
wyniki najnowszych badań Sambe i wsp. (2023) z zasto-
sowaniem trzech transgenicznych linii myszy suge-
rują, że sygnalizacja z udziałem receptora Notch1 nie 
wpływa na rozwój męskich komórek płciowych. Stąd 
też konieczność podjęcia dalszych prac, które pozwolą 
jednoznacznie ustalić rolę szlaku Notch i jego poszcze-
gólnych komponentów w komórkach spermatogenezy.

Niemniej jednak wyniki doświadczeń in vivo z wyko-
rzystaniem inhibitora γ-sekretazy DAPT pokazały, iż ogra-
niczenie aktywności szlaku Notch u dojrzałych płciowo 
myszy prowadzi do nieprawidłowości morfologicznych 
i funkcjonalnych gonady męskiej. Blokada sygnalizacji 
Notch zaburzała bowiem wzór ekspresji białek tego szlaku 
w jądrach i przebieg spermatogenezy, a także indukowała 
defekty morfologiczne plemników najądrzowych (Murta 
i wsp., 2014). Powstawanie komórek wielojądrzastych 
i wzmożona apoptoza komórek płciowych przechodzą-
cych końcowe etapy podziału mejotycznego mogą wska-
zywać na udział sygnalizacji Notch w regulacji mejozy. 
Zakłócenia procesu wydłużania spermatyd i przedwczesne 
uwalnianie tych komórek do światła kanalików nasien-
nych mogą natomiast świadczyć o roli szlaku Notch w kon-
troli adhezji spermatyd do komórek Sertolego (Murta 
i wsp., 2014). Wpływ sygnalizacji Notch na ekspresję białek 
zaangażowanych w regulację apoptozy komórek plemni-
kotwórczych (Fas, ang. Fas cell surface death receptor; FasL, 
ang. Fas ligand; BCL-2, ang. BCL-2 apoptosis regulator; BAX, 
ang. BCL-2 associated X apoptosis regulator) oraz w kon-
trolę formowania apikalnych specjalizacji powierzchnio-
wych w przebiegu spermiogenezy (nektyna-2; afadyna; 
ARP2, ang. actin-related protein 2; EPS8, ang. epidermal 
growth factor receptor pathway substrate 8) potwierdzają 
wyniki najnowszych badań (Kamińska i  wsp., 2024). 
Warto wspomnieć, że u myszy ograniczenie sygnalizacji 

conditional activation of N1ICD in germ cells exhibit pro-
gressive impairment of spermatogenesis and decreased 
testicular weight and sperm number, while increased 
expression of Hes5 and enhanced germ cell apoptosis 
are detected in their testes. These observations suggest 
that Notch signalling in male germ cells is important 
for their survival and differentiation (Huang et al., 2013). 
The involvement of the Notch pathway in the control of 
germ cell fate has also been demonstrated in the male 
gonads of fish and birds (Zuo et al., 2018; Moreno Acosta 
et al., 2023).

Despite the abovementioned findings, the physi-
ological significance of Notch signalling pathway 
activation in male germ cells remains unclear. Based 
on experiments using transgenic mice expressing GFP 
in cells with active Notch signalling, Garcia et al. (2013) 
detected the activity of the canonical Notch signalling 
pathway only in Sertoli cells in perinatal male gonad. 
Based on research using three transgenic mouse lines, 
Sambe et al. (2023) suggested that Notch1 signalling is 
not necessary for the development of male germ cells. 
Hence, further work that clearly determines the role of 
the Notch pathway and its individual components in 
germ cells is needed.

In vivo experiments have shown that suppression of 
Notch pathway activity in sexually mature mice with the 
DAPT γ-secretase inhibitor leads to morphological and 
functional abnormalities of the male gonad, resulting 
in disrupted testicular expression patterns of Notch 
pathway proteins, spermatogenesis disorders, and mor-
phological abnormalities of epididymal sperm (Murta 
et al., 2014). The formation of multinucleated cells and 
increased apoptosis of germ cells undergoing the final 
stages of meiotic division in these males may indicate 
the involvement of Notch signalling in the regulation 
of meiosis. Disturbances in the process of spermatid 
elongation and premature release of these cells into 
the lumen of the seminiferous tubules point to the role 
of the Notch pathway in controlling the adhesion of 
spermatids to Sertoli cells (Murta et al., 2014). Recent 
studies have confirmed the role of Notch signalling in 
the regulation of proteins involved in the control of 
germ cell apoptosis (Fas cell surface death receptor, 
Fas ligand, BCL-2 apoptosis regulator, and BCL-2 asso-
ciated X apoptosis regulator BAX) and the formation 
of apical ectoplasmic specializations during spermio-
genesis (nectin-2, afadin, actin-related protein 2, and 
epidermal growth factor receptor pathway substrate 8) 
(Kamińska et al., 2024).

In mice, inhibition of Notch signalling activity in vivo 
disrupts the expression pattern of Notch pathway com-
ponents in the epididymal epithelium and epididymal 
spermatozoa, as well as significantly reduces sperm 
motility. However, these males are fertile, which may 
be explained by the partial blockade of Notch signal-
ling observed in this experimental model (Murta et 
al., 2016).
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Notch in vivo zaburzało też wzór ekspresji komponentów 
szlaku Notch w nabłonku najądrza i plemnikach nają-
drzowych oraz znacząco zmniejszało ruchliwość plem-
ników. Nie stwierdzono jednak spadku płodności tych 
samców, co  – według autorów  – można tłumaczyć 
jedynie częściową blokadą sygnalizacji Notch uzyskaną 
w tym modelu doświadczalnym (Murta i wsp., 2016). 

Znaczenie sygnalizacji Notch dla męskiej płodności 
może wynikać z udziału tego szlaku w rozwoju i funkcji 
sieci jądra, przewodzików wyprowadzających oraz nają-
drza. Lupien i wsp. (2006) zauważyli, że transgeniczna 
ekspresja konstytutywnie aktywnej formy receptora 
Notch1 w jądrze, najądrzu i nasieniowodzie prowadzi 
do nieprawidłowego różnicowania i hiperplazji nabłonka 
przewodzików wyprowadzających i przewodu najądrza, 
czego konsekwencją jest zaburzony rozwój przewodzików 
wyprowadzających, ich niedrożność oraz bezpłodność. 
Z kolei u samców myszy z mutacją genu Lfng (ang. lunatic 
fringe) – kodującego glikozylotransferazę zaangażowaną 
w potranslacyjną modyfikację receptorów Notch – stwier-
dzano brak połączenia między siecią jądra a przewodzi-
kami wyprowadzającymi, co świadczyć może o roli szlaku 
Notch w rozwoju tych struktur (Hahn i wsp., 2009). Na taką 
możliwość wskazują też obserwacje, że szlak Notch reguluje 
w komórkach plemnikotwórczych myszy produkcję czyn-
nika wzrostu fibroblastów 4 (FGF4, ang. fibroblast growth 
factor 4), który – oddziałując na drodze lumikrynowej – 
warunkuje prawidłowy rozwój sieci jądra (Cao i wsp., 2022). 

Podsumowując, wyniki dotychczasowych badań 
wskazują, że utrzymanie prawidłowej aktywności szlaku 
Notch w płodowym jądrze ssaków kontroluje rozwój 
populacji płodowych komórek Leydiga oraz warunkuje 
losy komórek linii płciowej, a także wpływa na formo-
wanie sieci jądra i przewodzików wyprowadzających. 
W rozwoju pourodzeniowym oraz dojrzałej gonadzie 
męskiej opisano znaczenie sygnalizacji Notch w regu-
lacji steroidogenezy, kontroli funkcji komórek Sertolego, 
utrzymaniu niszy spermatogonialnych komórek macie-
rzystych, przebiegu mejozy i spermiogenezy, a także 
parametrów funkcjonalnych plemników. Dostępne dane 
są jednak w znacznej mierze fragmentaryczne, a tym 
samym udział szlaku Notch w kontroli wymienionych 
procesów wymaga potwierdzenia w toku dalszych badań.

Hormonalna regulacja szlaku sygnałowego Notch w gonadzie męskiej ssaków 
Hormonal regulation of the Notch signalling pathway in the mammalian male gonad

Badania prowadzone w  ostatnich latach dowiodły, 
że ekspresja komponentów i aktywność szlaku Notch 
w gonadzie męskiej pozostają pod kontrolą hormonalną. 
Wspomniane w poprzednim rozdziale prace DeFalco i wsp. 
(2013) dowiodły, że poziom ekspresji JAG1 i aktyw-
ność szlaku Notch w tkance śródmiąższowej płodo-
wych jąder zależy od lokalnego stężenia testosteronu. 
Doświadczenia, polegające na ograniczeniu sygnalizacji 
androgenowej poprzez zastosowanie anty-androgenu 

The importance of Notch for male fertility may result 
from the involvement of this pathway in the develop-
ment and function of the rete testis, efferent ductules, 
and epididymis. Lupien et al. (2006) noted that trans-
genic expression of a constitutively active form of the 
Notch1 receptor in the testis, epididymis, and vas def-
erens leads to disrupted differentiation and hyperplasia 
of the efferent ductules and epididymal epithelium, 
resulting in impaired development and obstruction of 
the efferent ductules, as well as infertility. In male mice 
with a mutation of the Lfng gene (encoding a glycosyl-
transferase involved in the posttranslational modifica-
tion of Notch receptors), the connection between the 
rete testis and the efferent ductules is lacking, which 
may indicate the role of Notch in the development of 
these structures (Hahn et al., 2009). This finding is also 
supported by the observation that the Notch pathway in 
germ cells controls the production of fibroblast growth 
factor 4 (FGF4), which acts as a lumicrine factor that 
governs the development of the rete testis (Cao et al., 
2022).

In summary, these results indicate that maintaining 
the proper activity of the Notch pathway in the foetal 
testis controls the development of the foetal Leydig cell 
population, determines the fate of germ cells, and regu-
lates the formation of the rete testis and efferent ductules. 
In postnatal development and in the mature male gonad, 
the importance of Notch signalling in the regulation of 
steroidogenesis, Sertoli cell function, spermatogonial 
stem cell niche maintenance, meiosis, spermiogenesis, 
and sperm functional parameters has been described. 
Because the available data are largely fragmentary, the 
role of the Notch pathway in the control of the above-
mentioned processes requires confirmation by further 
research.

Recent research has provided evidence that the expres-
sion of components and activity of the Notch pathway in 
the male gonad remain under hormonal control. DeFalco 
et al. (2013) reported that the level of JAG1 expression 
and Notch pathway activity in the interstitium of foetal 
testes depend on the local testosterone concentration. 
Experimental inhibition of androgen signalling (with 
the anti-androgen flutamide) or testosterone production 
(using ethane dimethanesulfonate EDS, which causes 
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flutamidu lub zahamowanie produkcji testosteronu 
(z  wykorzystaniem etanodimetanosulfonianu EDS, 
powodującego selektywną eliminację komórek Leydiga) 
pozwoliły na wykazanie udziału androgenów w regu-
lacji ekspresji ligandów DLL1, DLL4 i JAG1, receptorów 
Notch1 i Notch2 oraz białek efektorowych szlaku Notch, 
HES1, HES5 i HEY1 w jądrze szczurów w okresie dojrze-
wania płciowego (Kamińska i wsp., 2020b). 

Sygnalizacja androgenowa jest także regulatorem eks-
presji mRNA i białek komponentów szlaku Notch w jądrze 
dojrzałych płciowo szczurów (Rycina 3). U samców podda-
nych działaniu flutamidu i EDS obserwowano zaburzenia 
ekspresji ligandów JAG1, DLL1 i DLL4. Analiza immuno-
histochemiczna ujawniła wzrost ekspresji DLL1 głównie 
w komórkach Sertolego, natomiast w wydłużonych sper-
matydach - zmniejszenie intensywności sygnału JAG1, 
a nasilenie ekspresji DLL4. W obydwu modelach doświad-
czalnych stwierdzono obniżenie względnej ekspresji recep-
tora Notch1, jego aktywnej formy N1ICD oraz białka efek-
torowego HES1, a po ekspozycji na flutamid - również 
spadek poziomu HEY1. Osłabienie immunoekspresji 
N1ICD obserwowano głównie w komórkach Sertolego, 
immunoekspresja HES1 po  zastosowaniu flutamidu 
obniżyła się w komórkach Leydiga, natomiast po eks-
pozycji na EDS – w nabłonku nasiennym. Z kolei sygnał 
HEY1 ulegał redukcji w obu przedziałach jądra przede 
wszystkim u szczurów poddanych działaniu flutamidu. 
Wyniki tych badań wskazują, że sygnalizacja androge-
nowa kontroluje ekspresję ligandów oraz aktywację szlaku 
Notch w jądrze dorosłych szczurów, zarówno w kana-
liku plemnikotwórczym, jak i tkance śródmiąższowej. 
Obserwowane różnice w odpowiedzi komórek na flutamid 
i EDS mogą świadczyć o zaangażowaniu w tę regulację nie 
tylko klasycznego receptora androgenowego AR (Rycina 3). 

Częściowe wyjaśnienie mechanizmów biorących 
udział w kontroli szlaku Notch przez androgeny przy-
niosły wyniki badań z wykorzystaniem modeli in vitro 
(linii i pierwotnych hodowli komórkowych). Stwierdzono 
stymulujący wpływ testosteronu na ekspresję Notch1 
oraz poziom jego aktywnej formy, a także na aktywność 
transkrypcyjną czynnika RBP-J, wskazujące na wzrost 
aktywności kanonicznej ścieżki Notch. Zastosowanie 
farmakologicznych antagonistów receptorów androge-
nowych AR i ZIP9 (flutamidu i bikalutamidu) oraz wyci-
szenie ekspresji genów kodujących te receptory w komór-
kach Sertolego gryzoni pozwoliło wykazać, że AR i ZIP9 
pełnią różne, ale uzupełniające się role w kontroli szlaku 
Notch. Regulacja ekspresji genu efektorowego Hey1 
zależała bowiem od sygnalizacji z udziałem AR, nato-
miast genu Hes1 – od aktywności ZIP9 (Kamińska i wsp., 
2020a). Kolejno podjęte badania przyczyniły się do wyka-
zania kontroli białek DSL w komórkach Sertolego przez 
androgeny. Wyniki komplementarnych analiz ujawniły, 
że testosteron hamuje ekspresję białek JAG1 i DLL1, dzia-
łając odpowiednio przez ZIP9 lub AR. Ekspresja DLL4 
była natomiast stymulowana przez testosteron w sposób 
niezależny od tych receptorów. Pomimo, iż mechanizm 

selective elimination of Leydig cells) demonstrates the 
involvement of androgens in the regulation of ligands 
(DLL1, DLL4, and JAG1), Notch receptors (Notch1 and 
Notch2), and Notch pathway effector proteins (HES1, 
HES5, and HEY1) in the testes of pubertal rats (Kamińska 
et al., 2020b).

Androgen signalling also regulates the mRNA 
and protein expression of Notch pathway compo-
nents in the testes of sexually mature rats (Figure 3). 
Disturbed expression of JAG1, DLL1, and DLL4 ligands 
has been observed in males exposed to flutamide and 
EDS. Immunohistochemical analysis has revealed an 
increase in DLL1 immunoexpression mainly in Sertoli 
cells, while decreased JAG1 and increased DLL4 signal 
intensity have been detected in elongated spermatids. 
In both experimental models, there is a decrease in 
the relative expression of the Notch1 receptor and 
its active form (N1ICD) and effector protein HES1, 
whereas a reduced level of HEY1 is found only after 
exposure to  flutamide. The immunoexpression of 
N1ICD is decreased mainly in Sertoli cells, and the 
immunoexpression of HES1 is decreased in Leydig 
cells after flutamide treatment and in the seminif-
erous epithelium after EDS exposure. Moreover, the 
HEY1 signal is reduced in both testicular compart-
ments, primarily in rats exposed to flutamide. These 
results indicate that androgen signalling controls the 
expression of ligands and the activation of the Notch 
pathway in the adult rat testis, both in the spermato-
genic tubules and in the interstitium. The differences 
in the response of cells to flutamide and EDS suggest 
that in addition to the classical AR, other receptor(s) 
are involved in this regulation (Figure 3).

Research using in vitro models (cell lines and primary 
cell cultures) has provided an explanation of the mecha-
nisms involved in the control of the Notch pathway by 
androgens. Testosterone stimulates the expression of 
Notch1 and N1ICD, as well as the transcriptional activity 
of the RBP-J, indicating an increase in the activity of 
the canonical Notch pathway. The use of AR and ZIP9 
pharmacological antagonists (flutamide and bicaluta-
mide), and silencing the expression of genes encoding 
these receptors in rodent Sertoli cells has demonstrated 
that AR and ZIP9 play different but complementary roles 
in the control of the Notch pathway. The regulation of 
Hey1 expression depends on AR signalling, while the 
regulation of Hes1 expression depends on the activa-
tion of ZIP9 by testosterone (Kamińska et al., 2020a). 
Additional studies have revealed that androgens 
control DSL proteins in Sertoli cells. Complementary 
analyses have demonstrated that testosterone inhibits 
the expression of JAG1 and DLL1, through ZIP9 and 
AR, respectively, whereas DLL4 expression is stimu-
lated by testosterone in a manner independent of these 
receptors. Although the mechanism of DLL4 regulation 
has not yet been determined, it can be assumed that 
it is mediated by other androgen-activated receptors 
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Ryc. 3. Ekspresja i lokalizacja komponentów szlaku Notch w jądrze dojrzałych płciowo szczurów w warunkach ograniczonej dostępności androgenów. Samce 
szczurów Wistar (80-90-dniowe; n = 6/grupa) otrzymywały iniekcje flutamidu (FLU; 50 mg/kg masy ciała/dzień przez 7 dni), etanodimetanosulfonianu 
(EDS; 75 mg/kg masy ciała, jednorazowo), nośnika (olej kukurydziany lub dimetylosulfotlenek:woda; nie pokazano) albo soli fizjologicznej (K, grupa 
kontrolna). Na przeprowadzenie doświadczeń uzyskano zgodę II Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doświadczeń na Zwierzętach w Krakowie (189/2018, 
85/2019). Względną ekspresję mRNA w jądrach określono za pomocą analizy RT-qPCR. Histogramy przedstawiają poziom mRNA Jag1, Dll1, Dll4, Notch1, 
Hey1 i Hes1 znormalizowany względem poziomu ekspresji genów referencyjnych (Rn18s, B2m i Actb). RQ - względna liczba kopii genu (A). Ekspresję białek 
JAG1, DLL1, DLL4, N1ICD, HEY1 i HES1 określono na podstawie analizy western blot; histogramy przedstawiają względny poziom poszczególnych białek 
znormalizowany względem poziomu β-aktyny (B). n = 6/grupa; średnia ± SD, *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 (test Dunnet’a). Lokalizację białek JAG1, 
DLL1, DLL4, N1ICD, HEY1 i HES1 w komórkach gonady męskiej uwidoczniono z zastosowaniem analizy immunohistochemicznej. Czarne strzałki – komórki 
Sertolego, otwarte strzałki – spermatogonia, białe strzałki – spermatocyty, białe groty – spermatydy okrągłe, czarne groty – spermatydy wydłużone, czarne 
gwiazdki – komórki Leydiga. Wstawki – tkanka śródmiąższowa. Skala = 10 μm (C). W analizach wykorzystano startery i przeciwciała pierwszorzędowe 

wymienione w artykule Kamińska i wsp. (2020b).

Fig. 3. Expression and localization of Notch pathway components in the mature rat testis following androgen deprivation. Male Wistar rats (80-90 days 
old; n = 6/group) received injections of flutamide (FLU; 50 mg/kg body weight/day for 7 days), ethanedimethanesulfonate (EDS; 75 mg/kg body weight, 
once), vehicle (corn oil or dimethyl sulfoxide:water; not shown) or saline (K, control group). Experiments were approved by the 2nd Local Institutional 
Animal Care and Use Committee in Krakow (189/2018, 85/2019). Relative mRNA expression in the testes was determined using RT-qPCR analysis. The 
histograms represent mRNA expression of Jag1, Dll1, Dll4, Notch1, Hey1 and Hes1 normalised to the mean expression of the reference genes (Rn18s, B2m 
and Actb). RQ - relative quantification (A). The expression of JAG1, DLL1, DLL4, N1ICD, HEY1, and HES1 proteins was determined using western blot; the 
histograms present relative level of studied proteins normalised against its corresponding actin data point (B). n = 6/group; mean ± SD, *P < 0.05, **P < 0.01, 
and ***P < 0.001 (Dunnet test). The localization of JAG1, DLL1, DLL4, N1ICD, HEY1, and HES1 proteins in the cells of male gonad was visualised using 
immunohistochemical analysis. Black arrows – Sertoli cells, open arrows – spermatogonia, white arrows – spermatocytes, white arrowheads – round 
spermatids, black arrowheads – elongated spermatids, black asterisks – Leydig cells. Scale bar = 10 μm (C). Primers and primary antibodies listed in the 

paper by Kamińska et al. (2020b) were used in the analyses.
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regulacji DLL4 nie został dotąd ustalony, można przy-
puszczać, że pośredniczą w nim inne receptory aktywo-
wane przez androgeny (Lustofin i wsp., 2022a). Kwestia 
ta wymaga jeszcze wyjaśnienia.

Poza bezpośrednim działaniem w komórkach gonady 
męskiej, androgeny (testosteron i androstendion) są też 
substratem do lokalnej syntezy estrogenów. Hormony 
te powstają w jądrze dojrzałych płciowo gryzoni przede 
wszystkim w komórkach Leydiga i komórkach plemni-
kotwórczych, w wyniku aktywności aromatazy, a ich 
działanie odbywa się za pośrednictwem wewnątrzkomór-
kowych receptorów estrogenowych: receptora estrogeno-
wego α (ERα, ang. oestrogen receptor α) i receptora estroge-
nowego β (ERβ, ang. oestrogen receptor β) oraz błonowego 
receptora estrogenowego GPER (ang. G-protein coupled 
oestrogen receptor) (Carreau i wsp., 2011; Lucas i wsp., 2010). 
Doświadczenia, w których komórki Sertolego gryzoni 
poddano działaniu 17β-estradiolu, specyficznych anta-
gonistów receptorów estrogenowych (ICI 182,780 i G15) 
lub wyciszono ekspresję tych receptorów, wykazały, 
że w odróżnieniu od testosteronu, estrogeny wywierają 
stymulujący wpływ na ekspresję wszystkich trzech bada-
nych białek DSL. Wzrost ekspresji JAG1 i DLL1 induko-
wany był głównie z udziałem ERα, zaś poziom DLL4 był 
kontrolowany przez ERβ i GPER (Lustofin i wsp., 2022a). 
Ponadto, wyniki najnowszych badań wskazują, że również 
ekspresja i aktywacja receptora Notch1 oraz genów efek-
torowych szlaku Notch podlegają kontroli przez estro-
geny (dane niepublikowane). Podsumowując, uzyskane 
dotąd dane wskazują na współdziałanie jądrowych i bło-
nowych receptorów androgenowych i estrogenowych 
zarówno w kontroli ekspresji białek DSL, jak i aktywacji 
szlaku Notch w komórkach Sertolego. Równowaga między 
sygnalizacją androgenową a estrogenową jest zatem 
istotna dla utrzymania właściwego poziomu aktywności 
szlaku Notch, a jej zaburzenia mogą zakłócać działanie 
tego szlaku w gonadzie męskiej. 

Zmiany ekspresji komponentów szlaku Notch były 
na przykład obserwowane w odpowiedzi na działanie 
środowiskowych związków o aktywności hormonalnej 
(EDCs, ang. endocrine disrupting chemicals). Wykazano, 
że substancje o potwierdzonej aktywności estrogennej 
lub anty-androgennej, takie jak bisfenol A i ftalan dibu-
tylu, zaburzały ekspresję białek N1ICD, DLL4, HEY1 
i HES5 w eksplantach jąder dojrzałych szczurów ex vivo 
(Kamińska i wsp., 2018). Zmiany ekspresji białek Notch1 
i HES1 w jądrach szczurów wywoływał również ftalan 
di-2-etyloheksylu (Tang i wsp., 2018). Ostatnie badania 
dowodzą, że  bisfenol A oraz antyandrogennie dzia-
łający acetaminofen, mogą modyfikować aktywność 
sygnalizacji Notch w gonadzie męskiej gryzoni również 
w trakcie rozwoju embrionalnego (Park i wsp., 2021; Liu 
i wsp., 2023). 

W świetle dotychczasowych badań fizjologiczna regu-
lacja aktywności szlaku Notch w kanaliku nasiennym 
wydaje się być związana nie tylko z działaniem steroidów 

(Lustofin et al., 2022a). Nevertheless, this issue requires 
further research.

In addition to direct effects on the male gonad, 
androgens (testosterone and androstenedione) are also 
substrates for the local synthesis of oestrogens. In the 
testes of sexually mature rodents, oestrogens are pro-
duced as a result of aromatase activity primarily in 
Leydig cells and germ cells, and their action is medi-
ated by intracellular oestrogen receptors [oestrogen 
receptor α (ERα) and oestrogen receptor β (ERβ)] and 
a membrane oestrogen receptor [G-protein coupled oes-
trogen receptor (GPER)] (Carreau et al., 2011; Lucas et 
al., 2010). The experimental exposure of rodent Sertoli 
cells to 17β-oestradiol, a specific antagonist of oestrogen 
receptors (ICI 182,780 and G15), or a specific siRNA 
(to  knockdown oestrogen receptor expression) has 
revealed that oestrogen has a stimulatory effect on the 
expression of all tested DSL proteins. The increase in 
JAG1 and DLL1 expression is induced mainly by ERα, 
while the increase in DLL4 expression is controlled 
by ERβ and GPER (Lustofin et al., 2022a). Moreover, 
recent studies have indicated that the expression and 
activation of the Notch1 receptor and effector genes of 
the Notch pathway are also controlled by oestrogens 
(unpublished data). In summary, the data obtained thus 
far indicate the interaction of nuclear and membrane 
androgen and oestrogen receptors in both the control 
of DSL protein expression and the activation of the 
Notch pathway in Sertoli cells. The balance between 
androgen and oestrogen signalling is therefore impor-
tant for maintaining the appropriate level of Notch 
pathway activity, and disturbance of this balance may 
disrupt the function of Notch signalling in the male 
gonad.

Changes in the expression of Notch pathway compo-
nents have been observed in response to environmental 
endocrine disrupting chemicals (EDCs). Compounds 
with confirmed oestrogenic or antiandrogenic activity, 
such as bisphenol A and dibutyl phthalate, impair the 
expression of N1ICD, DLL4, HEY1, and HES5 in ex 
vivo testicular explants of mature rats (Kamińska et al., 
2018). Di-2-ethylhexyl phthalate induces changes in 
Notch1 and HES1 expression in rat testes (Tang et al., 
2018). Recent studies have indicated that bisphenol A 
and acetaminophen, an antiandrogenic agent, can affect 
the activity of Notch signalling in the male gonad during 
embryonic development (Park et al., 2021; Liu et al., 2023).

According to previous research, the physiological reg-
ulation of Notch pathway activity in the seminiferous 
tubules involves not only the action of sex steroids but 
also the influence of follicle-stimulating hormone (FSH). 

In the peripubertal period and in seasonally breeding 
rodents (e.g., Djungarian hamster Phodopus sungorus 
and bank vole Myodes glareolus) induction or recovery 
of reproductive activity is also associated with a sig-
nificant increase in FSH secretion (Lerchl et al., 1993; 
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płciowych, ale również z wpływem hormonu folikulo-
tropowego (FSH, ang. follicle-stimulating hormone). 

Okres okołopokwitaniowy, a w przypadku gryzoni 
o rozrodzie sezonowym (np. chomik dżungarski Phodopus 
sungorus, nornica ruda Myodes glareolus) także wejście 
w fazę aktywności rozrodczej, wiąże się z wyraźnym wzro-
stem wydzielania FSH (Lerchl i wsp., 1993; Hejmej i wsp., 
2013). Doświadczenia przeprowadzone na szczurach, 
u których zahamowano aktywność osi podwzgórzowo-
-przysadkowej poprzez iniekcje antagonisty gonadolibe-
ryny, cetroreliksu, a następnie zastosowano substytucję 
FSH, pozwoliły po raz pierwszy zidentyfikować tę gona-
dotropinę jako czynnik regulujący sygnalizację Notch 
w nabłonku nasiennym gryzoni w okresie dojrzewania 
płciowego. Badania z użyciem samców nornicy rudej eks-
ponowanych na krótki fotoperiod (co spowodowało fizjo-
logiczny spadek wydzielania FSH), a następnie otrzymują-
cych iniekcje FSH, przyczyniły się do wykazania zależności 
między stężeniami FSH w surowicy a ekspresją kompo-
nentów szlaku Notch w jądrach sezonowo rozmnażających 
się gryzoni. Wyniki tych prac oraz dane z doświadczeń 
in vitro, dowiodły, że w komórkach Sertolego FSH kon-
troluje przede wszystkim ścieżkę Notch1-HES1 (Lustofin 
i wsp., 2022b). Chociaż w odpowiedzi na działanie FSH 
dynamicznym zmianom podlega też ekspresja Hey1, inne 
czynniki wydają się odgrywać dominującą rolę w regu-
lacji tego genu (Sadate-Ngatchou i wsp., 2004; Lustofin 
i wsp., 2022b). Zarówno u szczurów, jak i nornic stwier-
dzono ponadto pośredni wpływ FSH na komórki linii 
płciowej związany z kontrolą ekspresji receptora Notch3 
w spermatogoniach, spermatocytach i okrągłych sper-
matydach (Lustofin i wsp., 2022b). Obserwacje te sugerują 
istnienie wspólnego mechanizmu działania FSH na sygna-
lizację Notch w nabłonku plemnikotwórczym podczas 
inicjacji oraz wznowienia spermatogenezy u gryzoni. 

Rolę gonadotropin w  kontroli sygnalizacji Notch 
u naczelnych potwierdzają wyniki badań z wykorzy-
staniem rezusów (Macaca mulatta). Stymulacja niedoj-
rzałych płciowo samców gonadotropinami skutkowała 
wzrostem ekspresji mRNA HEY1, a spadkiem mRNA 
HES7 i HEYL. Nie stwierdzono natomiast zmian poziomu 
transkryptów ligandów, receptorów Notch i pozosta-
łych genów efektorowych z rodziny Hes (Ramaswamy 
i wsp., 2017). Należy zauważyć, że ze względu na wzrost 
sekrecji testosteronu (wywołany podaniem rekombino-
wanej lutropiny) opisane efekty mogą przynajmniej czę-
ściowo wynikać z działania tego steroidu.

Poza regulacją hormonalną szlak Notch podlega kon-
troli przez czynniki parakrynowe. Okada i wsp. (2016) 
wykazali pobudzający wpływ TNFα na ekspresję JAG1 
w komórkach Sertolego myszy. Najnowsze badania Xu 
i wsp. (2022) ujawniły natomiast, że transformujący 
czynnik wzrostu β3 (TGF-β3, ang. transforming growth 
factor β3) hamuje ekspresję JAG1 i HES1 oraz aktywność 
sygnalizacji Notch, co modyfikuje produkcję mleczanów 
przez komórki Sertolego szczura. 

Hejmej et al., 2013). Experimental inhibition of the 
hypothalamic-pituitary axis activity in pubertal rats 
by injections of cetrorelix, a gonadotropin-releasing 
hormone antagonist, followed by FSH substitution has 
revealed the role of FSH as a factor regulating Notch 
signalling in the seminiferous epithelium. Studies using 
male bank voles exposed to a short photoperiod (causing 
a physiological decrease in FSH secretion) followed by 
FSH injections have demonstrated the relationship 
between serum FSH concentrations and the expression 
of Notch pathway components in the testes of season-
ally breeding rodents. These results and data from in 
vitro experiments suggest that FSH primarily controls 
the Notch1-HES1 pathway in Sertoli cells (Lustofin et 
al., 2022b). Although Hey1 expression also undergoes 
dynamic changes in response to FSH, other factors play 
a dominant role in the regulation of this gene (Sadate-
-Ngatchou et al., 2004; Lustofin et al., 2022b). In both 
rats and voles, an indirect effect of FSH on germ cells 
related to the control of Notch3 receptor expression in 
spermatogonia, spermatocytes, and round spermatids 
has been reported (Lustofin et al., 2022b). These obser-
vations suggest the existence of a common mechanism 
by which FSH affects Notch signalling in the spermato-
genic epithelium during the initiation and resumption 
of spermatogenesis in rodents.

The role of gonadotropins in the control of Notch sig-
nalling in primates has been confirmed by studies using 
rhesus monkeys (Macaca mulatta). Stimulation of imma-
ture males with gonadotropins results in an increase in 
the expression of HEY1 mRNA and a decrease in HES7 
and HEYL mRNA, but no changes in the transcript levels 
of DSL ligands, Notch receptors, or other effector genes 
of the Hes/Hey family are detected (Ramaswamy et al., 
2017). Due to the increase in testosterone secretion 
caused by the administration of recombinant lutropin, 
the described effects may at least partially result from 
the action of androgens.

In addition to  hormonal regulation, the Notch 
pathway is controlled by paracrine factors. Okada et 
al. (2016) demonstrated the stimulatory effect of TNFα 
on JAG1 expression in mouse Sertoli cells.  Moreover, 
Xu et al. (2022) recently reported that transforming 
growth factor β3 (TGF-β3) inhibits the expression of 
JAG1 and HES1, as well as the activity of Notch sig-
nalling, which modifies the production of lactate by 
rat Sertoli cells.
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Wnioski / Conclusions

Badania ostatniej dekady przyczyniły się do wykazania 
udziału zależnej od kontaktu komunikacji międzyko-
mórkowej opartej o szlak sygnałowy Notch w przebiegu 
płodowego rozwoju poszczególnych populacji komórek 
gonady męskiej, przede wszystkim komórek Leydiga oraz 
komórek linii płciowej. Pojawiające się w ostatnich latach 
doniesienia świadczą także o znaczeniu tego szlaku w doj-
rzałym jądrze. Wskazują one, że właściwa aktywność 
sygnalizacji Notch warunkuje funkcje komórek Sertolego 
i  ich wrażliwość na androgeny, odpowiada za utrzy-
manie niszy spermatogonialnych komórek macierzy-
stych, dalsze losy i przeżywalność komórek płciowych 
w  nabłonku nasiennym oraz parametry plemników 
najądrzowych, a  także ekspresję białek steroidogen-
nych w tkance śródmiąższowej gonady. Dostępne dane 
wciąż nie są jednak wystarczające do uzyskania pełnego 
obrazu roli sygnalizacji Notch w procesach steroidoge-
nezy i spermatogenezy. Ostatnio wykazano, że utrzy-
manie prawidłowego poziomu ekspresji komponentów 
szlaku Notch w jądrze gryzoni zależy od aktywności 
osi podwzgórze-przysadka-jądra oraz lokalnego dzia-
łania steroidów płciowych. Nie można zatem wykluczyć, 
że zakłócenia zależnej od sygnalizacji Notch komuni-
kacji międzykomórkowej w gonadzie męskiej stanowią 
jeden z czynników leżących u podłoża dysfunkcji jądra 
wywołanych zaburzeniami hormonalnymi. 

Kończąc, warto podkreślić, że  znaczenie szlaku 
Notch dla funkcji męskiego układu płciowego wydaje 
się być znacznie szersze, wykraczające poza kontrolę pro-
cesów przebiegających w samej gonadzie. Stwierdzono, 
że u myszy regulowana przez testosteron oraz insulinopo-
dobny czynnik 3 ekspresja Notch1 w jądrowodzie warun-
kuje prawidłowy rozwój tej struktury, a tym samym może 
być istotna dla przebiegu zstępowania jąder (Yuan i wsp., 
2006; Kaftanovskaya i wsp., 2011). Najnowsze badania 
wskazują zaś na udział sygnalizacji JAG1/Notch w for-
mowaniu populacji neuronów GnRH. Potwierdzono jed-
nocześnie występowanie patogennych wariantów genu 
JAG1 w grupie pacjentów z wrodzonym hipogonadyzmem 
hipogonadotropowym i zespołem Kallmanna (Cotellessa 
i wsp., 2023). Poświęcono też wiele uwagi roli szlaku Notch 
w rozwoju prostaty oraz w patogenezie raka tego gruczołu. 
Wyniki tych badań zostały przedyskutowane w innych 
pracach przeglądowych (Deng i wsp., 2016; Lefort i wsp., 
2016; O’Brien i Marignol, 2017; Anusewicz i wsp., 2021).
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Research in the past decade has contributed to revealing 
the significance of contact-dependent intercellular com-
munication based on the Notch pathway in the foetal 
development of individual cell populations of the male 
gonad, primarily Leydig cells and germ cells. Reports 
published in recent years have also pointed to the impor-
tance of this pathway in the mature testis. These findings 
indicate that the proper activity of Notch signalling has 
the following biological roles: determines the functions 
of Sertoli cells and their sensitivity to androgens; main-
tains the spermatogonial stem cell niche; controls the 
fate and survival of germ cells in the seminiferous epi-
thelium; controls the parameters of epididymal sperm; 
and regulates the expression of steroidogenic proteins in 
the interstitial tissue of the testis. However, the avail-
able data are still not sufficient to obtain a complete 
picture of the role of Notch signalling in the processes 
of steroidogenesis and spermatogenesis. Recently, it 
has been shown that the expression of Notch pathway 
components in rodent testes depends on the activity of 
the hypothalamic-pituitary-testicular axis and the local 
action of sex steroids. Therefore, it cannot be ruled out 
that disruption of Notch signalling-dependent inter-
cellular communication in the male gonad is one of 
the factors underlying testicular dysfunction caused 
by hormonal disorders.

Finally, it is worth emphasizing that the importance 
of the Notch pathway for the functions of the male repro-
ductive system is much broader, going beyond the control 
of processes taking place in the gonad itself. In mice, 
the regulation of Notch1 expression by testosterone and 
insulin-like factor 3 determines the proper development 
of the gubernaculum and thus may be important for 
testicular descent (Yuan et al., 2006; Kaftanovskaya et al., 
2011). Recent research has indicated the involvement 
of JAG1/Notch signalling in the formation of GnRH 
neurons. Pathogenic variants of the JAG1 gene have 
been confirmed in a group of patients with congenital 
hypogonadotropic hypogonadism and Kallmann syn-
drome (Cotellessa et al., 2023). Much attention has also 
been given to the role of the Notch pathway in pros-
tate cancer development and pathogenesis. The results 
of these studies have been discussed in other reviews 
(Deng et al., 2016; Lefort et al., 2016; O’Brien and Marignol, 
2017; Anusewicz et al., 2021).

This article presents the results of research financed by 
the National Science Centre (Program OPUS13, Grant 
no. 2017/25/B/NZ4/01037).
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