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ZNACZENIE I REGULACJA SYGNALIZACJI NOTCH W GONADZIE MESKIEJ

l Streszczenie

Szlak sygnatowy Notch, zaangazowany w zalezna od kontaktu komunikacje miedzykomoérkowa (tzw. komunikacje jukstakrynowa),
peini kluczowa role w rozwoju i utrzymaniu homeostazy tkanek zwierzat oraz cztowieka. Badania prowadzone w ostatnich dekadach
przyczynily sie do scharakteryzowania ekspresji komponentéw tego szlaku oraz dowiodty jego znaczenia w gonadzie meskiej ssakow.
Nieliczne dotad doniesienia sugeruja tez mozliwo$¢ udziatu zaburzen szlaku Notch w patogenezie choréb jader. W artykule przedsta-
wiono podsumowanie prac, ktére pozwolity na zrozumienie roli szlaku Notch w ksztattowaniu populacji komérek linii ptciowej oraz
komoérek Leydiga w okresie ptodowym. Oméwiono takze udziat tego szlaku w regulacji funkcji nabtonka plemnikotwérczego i tkanki
$rédmigzszowej w rozwoju pourodzeniowym oraz w dojrzatym jadrze. Ostatnia czes$¢ artykutu poswiecono mechanizmom kontro-
lujacym sygnalizacje Notch w gonadzie meskiej ssakéw, szczegdélng uwage zwracajac na wyniki najnowszych badan, wskazujacych
na znaczenie hormonu folikulotropowego, androgenéw i estrogenéw w regulacji aktywnosci tego szlaku.

Stowa kluczowe: sygnalizacja Notch, gonada meska, androgeny, estrogeny, hormon folikulotropowy

B 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

B Skréty / Abbreviations

ADAM - biatko zawierajace domene dezintegryny i metaloproteinazy (ang. a disintegrin and metalloproteinase); ANK — powtérzenia ankiry-
nowe (ang. ankyrin repeats); APH-1 — podjednostka y-sekretazy APH-1 (ang. anterior pharynx defective 1); AR — receptor androgenowy (ang.
androgen receptor); ARP2 — biatko zwigzane z aktyna 2 (ang. actin-related protein 2); BAX — regulator apoptozy X zwiazany z BCL-2 (ang.
BCL-2 associated X apoptosis regulator); BCL-2 — regulator apoptozy BCL-2 (ang. BCL-2 apoptosis regulator); bHLH — motyw helisa-petla-helisa
(ang. basic helix-loop-helix); CRD — domena bogata w cysteine (ang. cysteine rich domain); DAPT — inhibitor y-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 - biatka podobne do Delta (ang. Delta-like); DNER — receptor pokrewny EGF podobny do Delta/Notch (ang. Delta/
Notch-like EGF-related receptor); DSL — domena lub biatko Delta/Serrate/Lag2 (ang. Delta/Serrate/Lag2); EDCs — zwiazki zaburzajace gospo-
darke hormonalna (ang. endocrine disrupting chemicals); EDS — etanodimetanosulfonian (ang. ethanedimethanesulfonate); EGF-like — motywy
o budowie podobnej do nabtonkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor - like); EPS8 — substrat 8 dla kinazy receptora naskér-
kowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor pathway substrate 8); ERa — receptor estrogenowy a (ang. oestrogen receptor a);
ERp - receptor estrogenowy P (ang. oestrogen receptor p); FGF4 — czynnik wzrostu fibroblastéw 4 (ang. fibroblast growth factor 4), Fas — receptor
$mierci Fas (ang. Fas cell surface death receptor); FasL — ligand receptora Fas (ang. Fas ligand); FSH — hormon folikulotropowy (ang. follicle-
-stimulating hormone); GCT — nowotwory jader wywodzace sie z komorek ptciowych (ang. germ cell tumors); GDNF - glejopochodny czynnik
neurotroficzny (ang. glial cell-derived neurotrophic factor); GFP — biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescence protein); GPER — receptor
estrogenowy sprzezony z biatkiem 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 - biatka Jagged (ang. Jagged); JEDI - biatko podobne do Jagged i Delta (ang. Jagged and
Delta protein); Lfng — glikozylotransferaza Lunatic fringe (ang. lunatic fringe); LNR — sekwencja bogata w cysteine (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 zewnatrzkomoérkowa receptora Notch (ang. Notch extracellular domain); NF-kB — jadrowy czynnik transkrypcyjny
kappaB (ang. nuclear factor kappa light chain enhancer of activated B cells); NICD — domena wewnatrzkomdérkowa receptora Notch (ang. Notch
intracellular domain); PDZL — domena PSD-95/Dlg/Z0O-1 (ang. PSD-95/Dlg/Z0-1 ligand); PEN-2 — wzmacniacz preseniliny 2 (ang. presenilin
enhancer 2); PEST — sekwencja peptydowa bogata w proline, kwas glutaminowy, seryne i treonine (ang. proline (P), glutamid acid (E), serine (S),
threonine(T)); POFUT1 - biatkowa O-fukozylotransferaza 1 (ang. protein O-fucosyltransferase 1); POGLUT1 - biatkowa O-glukozylotransferaza
1 (ang. protein O-glucosyltransferase 1); RAM — domena zwiagzana z biatkiem 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 — wzgledna liczba kopii genu (ang. relative
quantification); RT-qPCR - ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy poprzedzona odwrotng transkrypcja (ang. reverse transcription - quantitative
polymerase chain reaction); SF1 — steroidogenny czynnik 1 (ang. steriodogenic factor 1); SMAD - biatko z rodziny SMAD (ang. suppressor of mothers
against decapentaplegic); StAR — biatko natychmiastowo regulujace steroidogeneze (ang. steroidogenic acute regulatory protein); TAD — domena
transaktywujaca (ang. transcriptional activation domain); TGF-B3 — transformujacy czynnik wzrostu p3 (ang. transforming growth factor f3);
TNFa - czynnik martwicy nowotworu a (ang. tumor necrosis factor a); ZIP9 — btonowy receptor androgenowy ZIP9 (ang. Zrt- and Irt-like protein 9)
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B Wprowadzenie / Introduction

Komunikacja zalezna od kontaktu jest jednym z podsta-
wowych mechanizméw interakeji miedzykomérkowych
w tkankach zwierzecych iludzkich. W przeciwieristwie
do sygnalizacji parakrynowej, ktéra wymaga obecnosci
dyfundujacego produktu posredniego (np. czynnika
wzrostu, cytokiny), bezposredni kontakt pomiedzy sasia-
dujacymi komérkami umozliwia wigzanie czasteczki
sygnatowej (liganda), zlokalizowanej w blonie jedne;j
z komorek, z biatkiem receptorowym, znajdujacym sie
w btonie drugiej komorki. Ten typ komunikacji okresla sie
mianem sygnalizacji jukstakrynowej (Fagotto i Gumbiner,
1996; Mattes i Scholpp, 2018). Jednym z najlepiej dotad
poznanych mechanizméw oddziatywan jukstakrynowych
jest szlak sygnatowy Notch, ewolucyjnie konserwatywny
sposéb komunikacji, funkcjonujacy zaréwno u bezkre-
gowcédw, jak i kregowcéw (Artavanis-Tsakonas i wsp.,
1999). Swoja nazwe szlak ten zawdziecza opisanemu
po raz pierwszy w 1914 roku fenotypowi muszki owo-
cowej (Drosophila melanogaster) z mutacja genu koduja-
cego receptor Notch. Charakterystyczna cecha mutantéw
sa bowiem wciecia nadajace ich skrzydtom ,karbowany”
wyglad (ang. notch — karb, naciecie) (Dexter, 1914; Mohr,
1919). Badania zmierzajace do wyjasnienia molekular-
nego mechanizmu oraz roli szlaku Notch u kregowcéw
zapoczatkowato odkrycie homologa Notch u Xenopus
(Coffman i wsp., 1990). W kolejnych latach wykazano,
ze szlak sygnatowy Notch odgrywa kluczowa role w spe-
cyfikacji losu komérek na wezesnych etapach rozwoju oraz
w tkankach dorostych organizméw. Transdukeja sygnatu
w tym szlaku przebiega bez udziatu wtérnych przekaz-
nikéw, a zasadnicza role odgrywa w niej proteoliza recep-
toréw Notch (Siebel i Lendahl, 2017, Tiemeijer i wsp., 2022).

U cztowieka mutacje gendéw, kodujacych podstawowe
elementy szlaku Notch, takie jak receptory, ligandy,
czynniki transkrypcyjne i geny docelowe, wywotuja
szereg rzadkich choréb genetycznych (skatalogowanych
w bazie Online Mendelian Inheritance in Man, OMIM),
m.in. zespét Adamsa-Olivera, zespét Alagille’a, zespét
Hajdu-Cheneya, zespét Fallota, chorobe zastawki aor-
talnej, autosomalng dominujaca dysplazje kregowo-
-zebrowa, dziedziczng demencje wielozawatows, zespot
Lehmana, czy miofibromatoze noworodkéw (McKusick,
2024). Coraz wiecej dowoddéw wskazuje, ze nieprawi-
dtowa regulacja sygnalizacji Notch moze mie¢ zwigzek
z zaburzeniami neuropsychiatrycznymi i metabolicz-
nymi (Salazar i Yamamoto, 2018). Mutacje somatyczne
w genach tego szlaku oraz zaklécenia jego regulacji
sa takze zwigzane z rozwojem i progresja nowotworéw
(Zhou i wsp., 2022). W 2004 roku Hayashi i wsp. opisali
zalezno$¢ miedzy réznymi podtypami histologicznymi
nowotwordw jader wywodzacych sie z komoérek picio-
wych (GCT, ang. germ cell tumors) a wzorem ekspresji
biatek sygnalizacji Notch. Te badania oraz pdzniejsze
analizy wykazaty m.in. zanik ekspresji liganda Jagged?
(JAG2) i receptora Notchl w nasieniakach. W tym typie
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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 Jagged?2 (JAG2) ligand and Notch1
receptor in seminomas, whereas Notch? and Notch4
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nowotworu, a takze w wewnatrzkanalikowym raku jadra
wykrywano natomiast Notch?2 i Notch4 (Hayashi i wsp.,
2004a; Adamah i wsp., 2006). Utrate ekspresji Notch1
i/lub JAG2 stwierdzono w spermatydach pacjentéw
z azoospermia nieobturacyjng wywotang zatrzymaniem
dojrzewania komoérek spermatogenezy (ang. spermatoge-
nesis maturation arrest) (Hayashi i wsp., 2004b). Zmiany
poziomu ekspresji receptoréw Notchl i Notch2 opisano
réwniez w jadrach szczuréw z doswiadczalnie induko-
wanymi zylakami powrézka nasiennego (Sahin i wsp.,
2005). Obserwacje te, a takze pojawiajace sie réwno-
cze$nie doniesienia dotyczace ekspresji komponentéw
szlaku Notch w poszczegélnych populacjach komérek
gonady meskiej wskazywaty, ze komunikacja miedzy-
komérkowa z udziatem tego szlaku moze petnic istotna
role w rozwoju i funkcji jadra. Jednak dopiero badania
ostatniej dekady prowadzone na modelach zwierzecych
przyniosty wyjasnienie niektérych aspektéw dziatania
szlaku Notch w gonadzie meskiej ssakéw.

are commonly detected in seminoma and carcinoma
in situ (Hayashi et al., 2004a; Adamah et al., 2006). Loss
of Notchl 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 Notchl and Notch?2 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 sygnatowego Notch

Mechanism of Notch signalling activation

U ssakéw kanoniczny szlak sygnatowy Notch jest zwia-
zany z aktywacja jednego z czterech receptoréw Notch
(Notch1, Notch?2, Notch3 i Notch4) zaliczanych do gli-
koprotein transbtonowych typu 1 (Bray, 2016). Biatka
te syntetyzowane sa w siateczce $rédplazmatycznej
w formie prekursorowej i nastepnie w aparacie Golgiego
ulegaja obrébce proteolitycznej z udziatem konwertazy
biatkowej — furyny. Powstate dwie zwiazane niekowa-
lencyjnie podjednostki sg transportowane do btony
komérkowej i stanowia dojrzata, heterodimeryczng
postac receptora obecng na powierzchni komorki (Sachan
iwsp., 2023). Dojrzaty receptor zbudowany jest z domeny
zewnatrzkomoérkowej (NECD, ang. Notch extracellular
domain), domeny transbtonowej (TMD, ang. transmem-
brane domain) oraz domeny wewnatrzkomoérkowej (NICD,
ang. Notch intracellular domain). Domena NECD sktada sie
z (1) 29-36 powtdrzen motywédw podobnych do nabtonko-
wego czynnika wzrostu (EGF-like, ang. epidermal growth
factor-like), kluczowych dla wigzania liganda, (ii) trzech
sekwencji bogatych w cysteine (LNR, ang. Lin-12/Notch
repeat), ktére zapobiegaja niezaleznej 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 zawierajacej powtdrzenia ankiryny (ANK,
ang. ankyrin repeats), ktére sa odpowiedzialne za interakcje
NICD z biatkiem RBP-J (ang. recombination signal binding
protein for immunoglobulin kappa J region), nalezacym
do kompleksu biatkowego wigzacego DNA. Z domeng ANK
sasiaduje sygnat lokalizacji jadrowej. Dalej zlokalizowana
jest domena transaktywujaca (TAD, ang. transcriptional
activation domain), obecna jedynie w strukturze recep-
toréow Notchl i Notch2. Na koncu czeéci wewnatrzko-
morkowej receptora wystepuje domena PEST (ang. proline

In mammals, the canonical Notch signalling pathway
is associated with the activation of one of four Notch
receptors (Notchl, 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;
(i) 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 Notchl and Notch?2 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).
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(P), glutamid acid (E), serine (S), threonine(T)), uczestniczaca
w regulacji degradacji biatka Notch (Hori i wsp., 2013;
Andersson i Lendahl, 2014; Sachan i wsp., 2023) (Rycina 1).

Przed wbudowaniem w btone komdérkows recep-
tory Notch podlegajqa w aparacie Golgiego modyfi-
kacjom potranslacyjnym, ktére sa istotne dla akty-
wacji szlaku Notch (Fortini, 2009). Powtdrzenia
EGF-like w obrebie NECD ulegajq O-fukozylacji przy
udziale O-fukozylotransferazy POFUT1 (ang. protein
O-fucosyltransferase 1) oraz O-glikozylacji katalizowanej
przez O-glukozylotransferaze POGLUT1 (ang. protein
O-glucosyltransferase 1) (Varshney i Stanley, 2018). Trzecim
istotnym typem modyfikacji jest wydtuzanie O-fukozy
poprzez przytaczanie reszt N-acetyloglukozaminy, ktére
katalizowane jest przez rodzine glikozylotransferaz Fringe
(u ssakow sa to biatka Lunatic, Manici Radical fringe). Ten
rodzaj modyfikacji moduluje zdolnos¢ receptoréw Notch
do wigzania réznych ligandéw oraz moze bra¢ udziat
w regulacji aktywacji receptora (Pandey i wsp., 2021).

Role ligandéw receptoréw Notch petnig biatka DSL
(ang. Delta/Serrate/Lag?), ktére — podobnie jak receptory —
sa transbtonowymi biatkami typu 1. U ssakéw ze wzgledu
naliczbe powtérzen EGF-like w domenie zewnatrzkomor-
kowej oraz obecnos¢ lub brak domeny bogatej w cysteine
(CRD, ang. cysteine rich domain) wyrdznia sie ligandy
Jagged (JAG1 i JAG2) oraz Delta-like (DLL1, DLL3,
DLL4). W poblizu N-konica kazdego liganda znajduje sie
domena DSL, ktéra wraz z pierwszymi powtdérzeniami
EGF-like uczestniczy w oddziatywaniach z receptorem
(D’Souza i wsp., 2008). W czesci wewnatrzkomorkowej
ligandéw JAG1, DLL1 i DLL4 wystepuje domena PDZL
(ang. PSD-95/Dlg/Z0-1 ligand), ktéra uczestniczy w inte-
rakcjach z innymi biatkami, m.in. biatkami potaczen
przylegania (Chillakuri i wsp., 2012) (Rycina 1). Nowo
zsyntetyzowane i wbudowane w btone komoérkowa biatka
DSL podlegaja procesowi endocytozy i recyklingu, ktére
warunkuja zdolnos¢ do aktywacji receptora, prawdopo-
dobnie dzieki grupowaniu ligandéw w miejscach wiekszej
dostepnosci receptoréw lub obrébce proteolitycznej tych
biatek (D'Souza i wsp., 2010; Kandachar i Roegiers, 2012).

W kanonicznym szlaku Notch, ligand obecny
w btonie komdérki wysylajacej sygnat wiaze sie z recep-
torem w komorce odbierajacej sygnat, co zapoczatkowuje
endocytoze liganda przy udziale ligaz ubikwitynowych
(u ssakéw gtéwnie ligazy MIB1, ang. mindbombl) (Guo
i wsp., 2016). Generuje to site ciagnaca, ktéra wywotuje
zmiany konformacyjne receptora, umozliwiajace pro-
teolityczne odciecie 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 komoérki wysylajacej sygnal. Kolejne
ciecie proteolityczne katalizowane jest przez kompleks
y-sekretazy, sktadajacy sie z preseniliny 1, nikastryny,
biatka PEN-2 (ang. presenilin enhancer 2) oraz biatka APH-1
(ang. anterior pharynx defective 1). Prowadzi to do uwol-
nienia po wewnetrznej stronie btony komérkowej domeny
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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 JAGI,
DLL1, and DLL4 ligands contains a PSD-95/Dlg/Z0-1-
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 y-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


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23729744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24781550
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/37166442
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19460341
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30207383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32472127
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18758484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22326375
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20816393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22818956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27285058
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27285058
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22306180
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/PMC8105286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/PMC8105286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19460341
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19460341
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30207383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30207383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32472127
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18758484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22326375
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22326375
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20816393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22818956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22818956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27285058
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22306180
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/PMC8105286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/PMC8105286

ZNACZENIE I REGULACJA SYGNALIZACJI NOTCH W GONADZIE MESKIEJ

NICD

Cytoplazma
Cytoplasm

™D

EGF
-like

NECD

receptory Notch3/4

receptory Notch1/2
Notch1/2 receptors

Notch3/4 receptors

TMD| CM
CRD
EGF
-like
23
& S
DSL =9
Qo
32 B3
D2 28
8> 8§29
S Ba
53
<))
S8
=
Przestrzen
zewngtrzkomorkowa
Extracellular space

Ryc. 1. Struktura receptoréw Notch oraz ligandéw Delta/Serrate/LAG2. ANK — domena ztozona z powtérzen ankirynowych, CM - btona komérkowa,

CRD - domena bogata z cysteine, DSL — domena Delta/Serrate/LAG2, EGF-like — motywy o budowie podobnej do nabtonkowego czynnika wzrostu,

LNR - sekwencje Lin-12/Notch, NECD - domena zewnatrzkomérkowa receptora Notch, NICD — domena wewnatrzkomaérkowa receptora Notch, PEST —

sekwencja peptydowa bogata w proline, kwas glutaminowy, seryne i treonine, PDZL — domena PSD-95/Dlg/Z0O-1, RAM — domena wiazaca sie z biatkiem
RBP-J, TAD - domena transaktywujaca, TMD — domena transbtonowa.

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/Z0-1 ligand, RAM —
RBPjk — associated molecule domain, TAD - transcriptional activation domain, TMD - transmembrane domain.

NICD, ktéra nastepnie ulega translokacji do jadra komor-
kowego, gdzie wigze sie z czynnikiem transkrypcyjnym
RBP-J. Efektem tej interakeji jest oddysocjowanie zwia-
zanych z RBP-J korepresoréw i jednoczesna rekrutacja
koaktywatoréw transkrypcji, m.in. biatka MAMLI (ang.
mastermind-like protein 1) (Giaimo i wsp., 2021). Kompleks
transkrypcyjny reguluje ekspresje docelowych genéw
efektorowych szlaku Notch, do ktérych zalicza sie m.in.
czynniki transkrypcyjne o budowie helisa-petla-helisa
(bHLH, ang. basic helix-loop-helix) nalezace do dwéch
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 sygnatowego Notch. Nowo zsyntetyzowany receptor Notch podlega cieciu proteolitycznemu z udziatem
furyny w aparacie Golgiego (1), skad jest transportowany do btony komérkowej (2). Zwigzanie zlokalizowanego w blonie komaérki wysytajacej sygnat
liganda Delta-like (DLL) lub Jagged (JAG) z receptorem Notch generuje site ciagnaca, co skutkuje zmianami konformacyjnymireceptora, umozliwiajacymi
dwuetapowe ciecie proteolityczne, najpierw przez metaloproteinazy ADAM (3), a nastepnie przez kompleks y-sekretazy (4). Czes¢ zewnatrzkomorkowa
receptora Notch (NECD) wraz z ligandem ulega endocytozie przez komérke wysyltajaca sygnat (5), a uwolniona domena wewnatrzkomérkowa Notch
(NICD) ulega translokacji do jadra komérkowego. Po zwigzaniu NICD z czynnikiem transkrypcyjnym RBP-J nastepuje oddysocjowanie korepresoréw (CoR)
irekrutacja koaktywatoréw (CoA) m.in. biatek Mastermind-like (MAMLs). Tak powstaty kompleks transkrypcyjny reguluje ekspresje genéw docelowych,
gtéwnie 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 y-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 (MAMLSs) — 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). Biatka kodowane przez te geny pelnia role regu-
latoréw transkrypcji, gtéwnie o wlasciwosciach repre-
soréw (Fischer i Gessler, 2007) (Rycina 2).

W przedstawionym powyzej mechanizmie ligand
aktywuje receptor obecny w btonie komoérki sasiedniej
(ang. trans-activation). Opisano jednak takze wigzanie
liganda z receptorem znajdujacym sie na powierzchni
tej samej komérki (Fleming, 2020). Chociaz oddziaty-
wanie to powoduje zazwyczaj hamowanie aktywacji
receptoréw Notch (ang. cis-inhibition), ostatnie badania
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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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wskazuja tez na mozliwos¢ aktywacji szlaku (ang. cis-
-activation) (Nandagopal i wsp., 2019). Wykazano ponadto,
ze interakcja pomiedzy dwoma receptorami Notch
obecnymi w tej samej komérce moze wptywac hamu-
jaco na ich aktywnos¢ (James i wsp., 2014). W zwigzku
z tym nawet niewielka zmiana wzglednego poziomu
ekspresji ligandéw i/lub receptoréw moze wptywaé
na trans- lub cis-interakcje, a w konsekwencji na prze-
taczanie pomiedzy réznymi stanami aktywnosci sygna-
lizacji Notch (Sprinzak i wsp., 2010).

Poza kanonicznym szlakiem Notch, badania ostatnich
dwoch dekad wskazuja na mozliwos¢ aktywacji tego szlaku
w sposo6b niekanoniczny, w ktérym transdukeja sygnatu
zachodzi niezaleznie od co najmniej jednego elementu
kanonicznego szlaku Notch (Heitzler, 2010). Wykazano
istnienie niekanonicznych ligandéw aktywujacych 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), ktére
przypominaja ligandy Delta-like, ale w swojej budowie
nie maja motywu DSL (D’Souza i wsp., 2010). Opisano tez
niezalezng od wigzania liganda aktywacje receptoréw
Notch oraz interakcje pomiedzy szlakiem Notch a czyn-
nikami transkrypcyjnymi bioracymi udziat w innych
$ciezkach sygnatowych, 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).

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).

I Lokalizacja komponentéw kanonicznego szlaku Notch w gonadzie meskiej ssakow
Localization of canonical Notch pathway components in the mammalian male gonad

Pierwsze doniesienia dotyczace ekspresji komponentéw
szlaku Notch (detekcja mRNA Notchl, Notch3 i Jag2)
w gonadzie meskiej ssakéw pojawity sie pod koniec
ubiegtego wieku (Lardelli i wsp., 1994; Luo i wsp., 1997,
Hayashiiwsp., 2001). Dalsze badania potwierdzity obec-
no$¢ mRNA komponentéw tego szlaku w jadrach myszy
juz podczas rozwoju embrionalnego. W ptodowych
komoérkach Sertolego wykazano ekspresje genéw Notchl,
Heyl, HeyL i Hes5 (Tang i wsp., 2008; Garcia i wsp., 2013).
Obecnosé receptora Notch? zostata stwierdzona zaréwno
w komoérkach Sertolego, jak i w komoérkach Leydiga, ale
wz0r ekspresji tego biatka zmieniat sie wraz z rozwojem
gonady (Tang i wsp., 2008; DeFalco i wsp., 2013). W tkance
interstycjalnej wykryto tez transkrypty Jagl, Notch3
i Hes1, a w komérkach érédbtonka naczyn ptodowych -
Dll4, Jagl, Jag2, Notch1 i Notch4 (Tang i wsp., 2008; DeFalco
iwsp., 2013; Weniwsp., 2016). Wykorzystanie transgenicz-
nych myszy, wykazujacych ekspresje biatka zielonej fluore-
scencji (GFP, ang. green fluorescence protein) w komérkach
z aktywnym szlakiem Notch pozwolito ustali¢, ze sygna-
lizacja ta w ptodowym jadrze dziata przede wszystkim
w komérkach tkanki interstycjalnej oraz komérkach
Sertolego, natomiast wyraznie nizsza jej aktywnos¢ stwier-
dzano w komérkach linii ptciowej (DeFalco i wsp., 2013).

The first reports on the expression of Notch pathway
genes (Notchl, 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, Heyl, HeyL, and Hes5 (Tang et
al., 2008; Garcia et al., 2013). The presence of the Notch?2
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 Jagl, Notch3, and
Hes1 have also been detected in interstitial tissue, while
DIl4, Jagl, Jag2, Notchl, 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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We wczesnym rozwoju pourodzeniowym myszy,
w oparciu o analizy immunohistochemiczne, Dirami
iwsp. (2001) wykazali w spermatogoniach obecnos¢ biatek
Notch1, Notch?2 i Notch3 orazliganda DLL1. W komérkach
Sertolego tych samcéw wykryto natomiast Notch?2 oraz
JAG1. Z kolei Murta i wsp. (2013) uwidocznili ekspresje
Notch3 i DLL4 w spermatogoniach w pierwszych dniach
po urodzeniu, zas obecno$¢ Notch1 i Notch?2 stwierdzili
dopiero w dalszym rozwoju, w komérkach rozpoczyna-
jacych podziat mejotyczny. W komérkach Sertolego tych
myszy wykazano immunoekspresje Notch3 1 DLL4, za$
w komorkach Leydiga — Notch?2, Notch3, DLL1 i DLL4.
W okresie okotodojrzewaniowym oraz w jadrze doj-
rzatych plciowo myszy i szczuréw wykazano ekspresje
mRNA Notchl, Notch2, Notch3, DIi1, DIl4, Jagl, Jag2,
a takze Hesl, Hes2, Hes5, Heyl (Hayashi i wsp., 2004c;
Hasegawa i wsp., 2012; Murta i wsp., 2013; Kaminska i wsp.,
2020b). W komérkach Sertolego wykryto obecnos¢ biatek
Notch1, DLL1, DLL4, JAG1, HES1, HESS5 oraz HEY1,
natomiast w komdérkach plemnikotwérezych dodatkowo
stwierdzono ekspresje Notch?2, Notch3 oraz Notch4 (Mori
i wsp., 2003; Murta i wsp., 2013; Kamiriska i wsp., 2018;
2020b). W komérkach Leydiga dojrzatych gryzoni wyka-
zano obecnog$¢ biatek Notch1, Notch2 i Notch3, DLL4,
HES1, HES5 i HEY1 (Sahin i wsp., 2005; Murta i wsp.,
2013; Kamiriska i wsp., 2018; 2020b) (Tabela 1). Ostatnio
ustalono tez wzor ekspresji komponentéw szlaku Notch
wjadrach nornicy rudej (Myodes glareolus), gryzonia o roz-
rodzie sezonowym, u ktérego aktywno$¢ rozrodcza uwa-
runkowana jest dtugoscia dnia $wietlnego. W komor-
kach Sertolego i w komérkach plemnikotworczych obecna
byta aktywna forma Notchl oraz biatka HES1 i HEY1,
natomiast ekspresje Notch2 i Notch3 wykazywaty tylko
komérki ptciowe. Zauwazono, ze wzrost poziomu eks-
presji Notch1 1 HEY1, a jednoczesnie obnizenie Notch3
i HES1 zwiazane byto z ekspozycja nornic na dtugi foto-
period, a tym samym z nasileniem aktywnosci osi pod-
wzgbrze-przysadka-jadra (Lustofin i wsp., 2022b).
Nalezy jednak podkredli¢, ze dane literaturowe
dotyczace rozmieszczenia komponentéw szlaku Notch
w komérkach gonady meskiej gryzoni nie sa spéjne. Moze
to wynikac z wielu czynnikéw, takich jak metody utrwa-
lania i przygotowania tkanek lub komérek do analiz, czy
przeciwciata wykorzystane w analizach western blot
i immunohistochemicznych. Warto réwniez zazna-
czy¢, ze ekspresja komponentéw szlaku Notch podlega
dynamicznym zmianom w réznych populacjach komérek
gonady meskiej nie tylko w trakcie rozwoju, ale takze
w cyklu nabtonka plemnikotwérczego u dojrzatych
samcow gryzoni. Murta i wsp. (2013) stwierdzili na przy-
ktad, ze receptor Notchl jest obecny w okragtych sper-
matydach w stadiach VII-VIII, kiedy komérki te zaczy-
naja sie wydtuza¢, natomiast DLL1 ulega ekspresji tylko
w wydtuzajacych sie spermatydach w stadiach IX-IIL.
Obecnos¢ biatek szlaku Notch potwierdzono
takze w ludzkim jadrze. Ekspresje Notch2 wykryto
w komérkach Sertolego, a DLL3 w prespermatogoniach
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Notch?2, Notch3, and DLL1 proteins in spermatogonia,
as well as the presence of Notch? 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
Notch?2 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 Notchl, Notch2, Notch3,
DIll1, Dli4, Jagl, Jag2, Hes1, Hes2, Hes5, and Heyl 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; Kaminska 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; Kaminska et al., 2018; 2020b). The protein
expression of Notch1, Notch?2, Notch3, DLL4, HEST,
HESS5, and HEY1 has been reported in the Leydig cells
of mature rodents (Sahin et al., 2005; Murta et al., 2013;
Kamiriska 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 Notchl 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
etal, 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-VIIIL, 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. Notch?2 expression has
been detected in neonatal Sertoli cells, and DLL3 has
been detected in neonatal prespermatogonia (Sohni et
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ZNACZENIE I REGULACJA SYGNALIZACJI NOTCH W GONADZIE MESKIEJ

Tabela 1. Ekspresja komponentéw szlaku Notch w poszczegdlnych populacjach komorek dojrzalej gonady meskiej gryzonii czlowieka. Wjadrze myszy
wykryto tez mRNA DII3 (Sharmaiwsp., 2017), a u cztowieka i naczelnych mRNA NOTCH4, DLL1, DLL3, HES1, HES2, HES4, HES6 i HES7 (Uhlén
iwsp., 2015; Ramaswamy i wsp., 2017), jednak nie okreslono komérkowej lokalizacji tych transkryptow.

Gryzonie Czlowiek
Biatko Bibliografia
KL KS KP KL KS KP

Hayashi i wsp, 2001; Mori i wsp., 2003; Sahin i wsp, 2005; Hasegawa i wsp., 2012; Murta i wsp, 2013;
Notchl — + + + + + +  Huangiwsp, 2013; Uhlén i wsp, 2015; Kaminska i wsp,, 2018; Kamitiska i wsp., 2020b; Kumar i wsp,
2020; Lustofini wsp., 2022b

Moriiwsp, 2003; Sahin i wsp, 2005 Murta i wsp., 2013; Uhlén i wsp, 2015; Kaminska i wsp., 2020b;

Notch2 g ! ! ! Lustofiniwsp, 2022b

Notch3  + o , N N . i\fvos;i”ilzxuosgéiooy; Sahiniwsp, 2005; Murtaiwsp., 2013; Murta i wsp., 2014; Uhlén i wsp., 2015; Lustofin
Notch4 + Uyttendaele i wsp, 1996; Morii wsp, 2003

DLL1 + + Murtaiwsp., 2013; Kamiriska i wsp., 2020b

DLL4 + + + + Murtaiwsp, 2013; Murta i wsp., 2014; Uhlén i wsp., 2015; Kaminska i wsp, 2018; Kamiriska i wsp., 2020b

Hasegawa i wsp., 2012; Murta i wsp, 2013; Murta i wsp., 2014; Uhlén i wsp, 2015; Okada i wsp., 2016;

JAGL ® ! ! ’ ! Kamiriska i wsp., 2020b; Kumar i wsp., 2020

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

Hasegawa i wsp., 2012; Murta i wsp, 2013; Uhlén i wsp, 2015; Garcia i wsp, 2017; Kamiriska i wsp., 2020b;

HESY ' ' ! Kumar iwsp., 2020; Lustofin i wsp, 2022b

HES5 + + + +  Murtaiwsp, 2013; Kamirska i wsp, 2018; Kaminska i wsp., 2020b

HEY1 + + + Garciaiwsp, 2017; Kamiriska i wsp., 2018; Kamiriska i wsp, 2020b; Lustofin i wsp, 2022b
HEY?2 + +  Uhléniwsp, 2015

HEYL ® + +  Uléniwsp, 2015; Garciaiwsp, 2017

KL - komorki Leydiga, KS — komoérki Sertolego, KP — komoérki plemnikotworcze, + potwierdzona ekspresja biatka, (+) 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. DI[3 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.
Rodents Humans

Protein References

LC SC GC LC SC GC

Hayashi et al, 2001; Mori et al, 2003; Sahin et al, 2005; Hasegawa et al, 2012; Murta et al, 2013; Huang
Notchl  + + + + + +  etal,2013; Uhlén et al, 2015; Kaminska et al, 2018; Kamiriska et al, 2020b; Kumar et al, 2020; Lustofin

etal, 2022b
. Mori et al, 2003; Sahin et al, 2005 Murta et al, 2013; Uhlén et al, 2015; Kamiriska et al, 2020b; Lustofin
Notch?2  + + + + +
etal, 2022b
. Mori et al, 2003" Sahin et al, 2005; Murta et al, 2013; Murta et al, 2014; Uhlén et al, 2015; Lustofin et
Notch3  + + + + + +
al, 2022b
Notch4 + Uyttendaele et al, 1996; Mori et al, 2003
DLL1 + + Murta et al, 2013; Kamirska et al, 2020b
DLL4 + + + + Murta et al, 2013; Murta et al, 2014; Uhlen et al, 2015; Kamirnska et al, 2018; Kaminska et al, 2020b

Hasegawa et al, 2012; Murta et al, 2013; Murta et al, 2014; Uhlén et al, 2015; Okada et al, 2016;

JAGL ® ! ! ! ! Kaminska et al, 2020b; Kumar et al, 2020

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

Hasegawa et al, 2012; Murta et al, 2013; URlén et al, 2015; Garcia et al, 2017; Kamirska et al, 2020b;

HESL ! ! * Kumar et al, 2020; Lustofin et al, 2022b

HES5 + + + +  Murtaet al, 2013; Kaminska et al, 2018; Kamirska et al, 2020b

HEY1 + + + Garcia et al, 2017; Kaminiska et al, 2018; Kamiriska et al, 2020b; Lustofin et al, 2022b
HEY?2 + +  Uhlénetal, 2015

HEYL (@) + +  Uhlénetal, 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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noworodkéw (Sohni i wsp., 2019). W jadrach dojrzatych
mezczyzn w komérkach linii piciowej Hayashi i wsp.
(2001) opisali obecnosé biatek Notchl i JAG2. Wedtug
danych zmieszczonych w bazie ,The Human Protein
Atlas” zaréwno komérki Sertolego, jak i komoérki linii
plciowej wykazuja ekspresje mRNA i biatek Notchl,
Notch2, Notch3 i JAG2. Ponadto, w komérkach plem-
nikotwérczych ujawniono ekspresje biatek efektoro-
wych HES5, HEY?2 oraz HEYL. W komérkach Leydiga
stwierdzono obecnosé Notchl, Notch3, DLL4, JAGI,
JAG2, HEY2 i HEYL. W jadrze wykryto tez transkrypty
NOTCH4, DLL1, DLL3, HES1 i HES6, jakkolwiek brak
dotad danych dotyczacych ekspresji odpowiednich biatek.
Warto tez zauwazy¢, ze biatka Notchl, Notch2, DLL4,
JAG1, JAG2, HEY? oraz HEYL ulegaja ekspresji w naja-
drzach dojrzatych mezczyzn (Uhlén i wsp., 2015).

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, Notch?2, Notch3, and JAG2
mRNA and protein expression are present in both Sertoli
cells and germ cells. In addition, HES5, HEY?2, 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,
HES]1, 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).

I Rola szlaku sygnatowego Notch w gonadzie meskiej

Role of Notch signalling in the male gonad

Chociaz juz w pierwszych latach XXI w. uzyskano modele
mysie z delecja genéw kodujacych poszczegélne ligandy,
receptory i geny efektorowe szlaku Notch, rola tego szlaku
w gonadzie meskiej pozostawata przez dtugi czas trudna
do ustalenia. Wynikalo to w znacznej mierze z pewnej
redundandji tych biatek i zwigzanej z tym mozliwosci
dziatania kompensacyjnego w przypadku wytaczenia
funkcji pojedynczych komponentéw szlaku (Luna-
Escalante i wsp., 2018). U myszy z catkowitym nokautem
pojedynczych genéw kodujacych receptory Notch3
i Notch4 lub biatka efektorowe HES5, HEY1 i HEYL
nie obserwowano zaburzen rozwoju, ani funkcji gonady
meskiej (Ohtsuka i wsp., 1999; Krebs i wsp., 2000; 2003;
Fischer iwsp., 2004; 2007). Nieprawidtowosci nie stwier-
dzono tez w gonadzie samcéw myszy z selektywnym
nokautem Notchl w komérkach Sertolego lub komérkach
linii ptciowej (Batista i wsp., 2012; Huang i wsp., 2013).

W przypadku catkowitego nokautu genéw Notchl,
Notch2, Jagl, Jag2, DII1, DII3, DIl4, Hes1, Hes7 i Hey2 nie-
mozliwa byta ocena funkcji rozrodczych samcéw, poniewaz
myszy wykazywaty fenotyp letalny w okresie embrio-
nalnym lub przeddojrzewaniowym (Swiatek i wsp., 1994;
Ishibashiiwsp., 1995; Jiangi wsp., 1998; Hamada i wsp., 1999;
Xueiwsp., 1999; Bessho i wsp., 2001; Donovan i wsp., 2002;
Dunwoodie i wsp., 2002; Duarte i wsp., 2004; Fischer i wsp.,
2007; Sorensen i wsp., 2009). Zauwazono jednak, ze delecja
Hes1 wigzata sie ze wzrostem liczby komérek Leydiga oraz
utrata komorek linii piciowej w ptodowym jadrze (Tang
iwsp., 2008). Réwniez warunkowy nokaut Notch2 w komor-
kach somatycznych gonady prowadzit do zwiekszenia liczby
komérek Leydiga w jadrach noworodkéw myszy (Liv i wsp.,
2016). Obserwacje te wskazywaty na mozliwo$¢ udziatu
szlaku Notch w rozwoju tkanki interstycjalnej jadra. Dalsze
badania potwierdzity znaczenie sygnalizacji Notch w pro-
cesie réznicowania sie ptodowej populacji komérek Leydiga.
Nie tylko wspomniana delecja gendéw Hes1 i Notch2, ale tez
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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 Notchl in Sertoli cells or germ cells
(Batista et al., 2012; Huang et al., 2013).

Complete knockout of the Notchl, Notch2, Jagl,
Jag2, DII1, DII3, DIl4, Hes1, Hes7, and Hey? 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; Sérensen 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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ZNACZENIE I REGULACJA SYGNALIZACJI NOTCH W GONADZIE MESKIEJ

zahamowanie aktywnosci szlaku Notch poprzez zastoso-
wanie inhibitora y-sekretazy powodowato wzrost liczby
komérek Leydiga w ptodowych jadrach. Przeciwnie, kon-
stytutywna aktywacja sygnalizacji Notch w somatycznych
komérkach progenitorowych gonad skutkowata zmniejsze-
niem populacji komoérek Leydiga, a jednoczesnie wzrostem
liczby niezréznicowanych komérek mezenchymalnych.
Obserwacje te wskazywaly, ze aktywna sygnalizacja Notch
ogranicza réznicowanie ptodowych komérek Leydiga (Tang
iwsp., 2008). Kolejne prace dowiodty, ze za aktywacje szlaku
Notch w progenitorach komérek Leydiga odpowiada ligand
JAG1, ulegajacy ekspresji w okotonaczyniowych komér-
kach §ré6dmiazszowych (DeFalco i wsp., 2013). Zauwazono
ponadto zalezno$¢ ekspresji JAG1 od poziomu testoste-
ronu. Wysokie stezenie tego hormonu indukowato ekspresje
JAG1 w tkance $rédmiazszowej, co uruchamiato sygnali-
zacje Notch, tym samym hamujac réznicowanie komérek
progenitorowych. Niski poziom testosteronu wigzat sie
natomiast z inhibicja sygnalizacji Notch i wzmozonym
réznicowaniem ptodowych komdrek Leydiga wytwarzaja-
cych androgeny. Opisany mechanizm ma zatem charakter
ujemnego sprzezenia zwrotnego, ktére warunkuje utrzy-
manie réwnowagi miedzy zréznicowanymi ptodowymi
komorkami Leydiga a ich progenitorami (DeFalco i wsp.,
2013). Dalsze badania wykazaty, ze aktywacja receptora
Notch2 w okotonaczyniowych komoérkach mezenchy-
malnych przez $rédbtonkowe ligandy (prawdopodobnie
DLL4) utrzymuje pule progenitoréw zapewniajac ich
samoodnowe lub utrzymanie stanu niezréznicowanego.
Obserwacje te wskazuja na udziat szlaku Notch w interakcji
miedzy komérkami srédbtonka a okotonaczyniowymi
progenitorami komérek Leydiga (Kumar i DeFalco, 2018).

Wyniki doswiadczen w uktadach in vitro sugeruja,
ze sygnalizacja Notch moze by¢ tez zaangazowana
w regulacje rozwoju i funkgji dorostej populacji komérek
Leydiga. Stwierdzono, ze inhibicja aktywnosci szlaku
Notch w mysiej linii komérek Leydiga TM3 spowodo-
wala zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie GO/G1
i zahamowanie proliferacji tych komoérek (Lu i wsp.,
2019). Kilka prac wskazuje tez na udziat sygnalizacji
Notch w kontroli steroidogenezy. George i wsp. (2015)
wykazali, ze aktywacja receptoréw Notch ogranicza
synteze steroidéw w linii nowotworowej komérek Leydiga
MA-10. Przeciwny efekt aktywacji szlaku Notch opisali
natomiast Zhang i wsp. (2023) w linii komérkowej TM3.
Eksperymentalna nadekspresja Notchl w tych komérkach
nasilata ekspresje enzymow steroidogennych oraz biatek
StAR (ang. steroidogenic acute regulatory protein) i SF1 (ang.
steriodogenic factor 1), nadekspresja Notch3 wigzala sie
ze wzrostem poziomu transkryptu Star, a zastosowanie
inhibitora szlaku Notch obnizylo ekspresje biatek stero-
idogennych. Nalezy jednak zauwazy¢, ze zahamowanie
aktywnosci szlaku Notch in vivo, wywotane dtugotrwaty
ekspozycja myszy na inhibitor y-sekretazy DAPT (ang.
N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine
t-butyl ester), nie miato wptywu na stezenie testosteronu
w surowicy dojrzatych samcéw myszy (Murta i wsp., 2014).

abovementioned deletion of the HesI and Notch?2 genes,
as well as the blockade of Notch pathway activity using
a y-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 GO/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
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W oparciu o dotychczas uzyskane dane znaczenie
aktywnosci szlaku Notch w komérkach Leydiga w okresie
pourodzeniowym i w dojrzatym jadrze pozostaje zatem
wciaz niejasne. Warto tez zaznaczy¢, ze biatka DSL ule-
gajace ekspresji w komérkach Leydiga moga potencjalnie
petni¢ regulacyjng role w biosyntezie androgenéw, dzia-
tajac w sposéb niezalezny od aktywacji sygnalizacji Notch.
Stwierdzono bowiem, ze nadekspresja wewnatrzko-
moérkowej domeny JAG1 w mysich komérkach Leydiga
thumita ekspresje genéw kodujacych biatka steroidogenne,
w konsekwencji obnizajac produkcje testosteronu (Kumar
i wsp., 2020).

Przezywanie, proliferacja oraz réznicowanie komérek
linii ptciowej podczas rozwoju osobniczego, a takze w trakcie
spermatogenezy w dojrzatym jadrze, sa precyzyjnie kontro-
lowane przez somatyczne komérki nabtonka nasiennego,
jakimi sg komorki Sertolego (Thumfart i Mansuy, 2023).
Jednoczesnie komérki plemnikotwoércze wplywaja na szereg
aspektéw funkcjonowania komoérek Sertolego. Ze wzgledu
na $cisty fizyczny kontakt miedzy obydwoma typami
komorek we wzajemne oddziatywania zaangazowane
sa nie tylko wydzielane przez te komorki czynniki parakry-
nowe, ale takze bezposrednie interakcje miedzykomarkowe,
takie jak potaczenia szczelinowe oraz komunikacja juksta-
krynowa (Kidder i Cyr, 2016; Hofmann i McBeath, 2022).

Dowodéw na udziat szlaku Notch w kontroli nabtonka
plemnikotwdrczego ssakéw dostarczyt cykl doswiadczen
z wykorzystaniem transgenicznych myszy z konstytu-
tywna ekspresja wewnatrzkomérkowej domeny recep-
tora Notch1 (N1ICD, ang. Notchl intracellular domain)
oraz myszy z nokautem genu Rbpj (kodujacego klu-
czowy mediator kanonicznego szlaku Notch) w komér-
kach Sertolego (Garcia i wsp., 2013; 2014; 2017; Garcia
i Hofmann, 2013). Zauwazono, iz komorki Sertolego
myszy z konstytutywna ekspresjg N1ICD, mimo pra-
widtowej morfologii w okresie ptodowym, wykazywaty
defekty funkcjonalne, ktére przyczynialy sie do przed-
wczesnego réznicowania gonocytéw, a nastepnie ich
apoptozy. Prowadzito to do utraty komoérek linii ptciowej
tuz po urodzeniu, i w konsekwencji p6zniejszej bezptod-
noséci tych samcéw. Analizy molekularne wykazaty,
ze nasilona aktywno$¢ receptora Notch1 w komoérkach
Sertolego powodowata represje genu Gdnf, kodujacego
glejopochodny czynnik neurotroficzny (GDNF, ang. glial
cell-derived neurotrophic factor) (kontrolujacy zdolnosc
spermatogonialnych komérek macierzystych do samo-
odnowy) oraz genu Cyp26b1, kodujacego enzym inak-
tywujacy kwas retinowy (niezbedny do inicjacji mejozy)
(Garcia i wsp., 2013; Garcia i Hofmann, 2013). Przeciwnie,
nokaut genu Rbpj w komérkach Sertolego prowadzit
do zwiekszonej ekspresji Gdnf i Cyp26b1 oraz znacz-
nego wzrostu liczby przed- i pomejotycznych komérek
plciowych. Skutkiem tego byt poczatkowy wzrost obje-
toéci gonad, a pézniej ich niewydolnoé¢ i atrofia (Garcia
i wsp., 2014). Wyniki opisanych badan ujawnity zatem
decydujaca role sygnalizacji Notch w utrzymaniu niszy
spermatogonialnych komérek macierzystych poprzez
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t-butyl ester (DAPT) y-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 JAGI 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 Notchl
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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ZNACZENIE I REGULACJA SYGNALIZACJI NOTCH W GONADZIE MESKIEJ

regulacje ekspresji czynnikéw kontrolujacych samo-
odnowe i réznicowanie tych komérek. Dalsze prace
potwierdzily udziat biatek efektorowych szlaku Notch
HES1 i HEY1 w regulacji ekspresji GDNF i CYP26B1
w komoérkach Sertolego. Dowiodty ponadto znaczenia
biatka JAGI, ulegajacego ekspresji w niezréznicowanych
spermatogoniach typu A, w kontroli aktywnosci szlaku
Notch w komérkach Sertolego, takze u dojrzatych ptciowo
samcow (Garcia i wsp., 2017; Parekh i wsp., 2019). Wedtug
ostatnich doniesien szlak Notch wspétdziata z sygna-
lizacja czynnika martwicy nowotworu a (TNFa, ang.
tumor necrosis factor a) w regulacji produkcji czynnika
GDNF przez komérki Sertolego (Di Persio i wsp., 2021).

Kolejne prace przyczynity sie do ujawnienia roli szlaku
Notch w regulacji sygnalizacji androgenowej i biatek
bariery krew—jadro w komérkach Sertolego. Wykazano
bowiem, ze zablokowanie aktywnosci szlaku Notch
prowadzi do wzrostu ekspres;ji jadrowych oraz btono-
wych receptoréw androgenowych, tj. AR (ang. androgen
receptor) i ZIP9 (ang. Zrt- and Irt-like protein 9), w mysiej
linii komérek Sertolego TM4 (Kamiriska i wsp., 2020¢).
Opisano réwniez specyficzng role dwéch ligandéw szlaku
Notch, JAG1 i DLL1, w zaleznej od ZIP9 i AR regulacji
ekspresji biatek bariery krew—jadro, klaudyny 5 i klau-
dyny 11. W odpowiedzi na aktywacje szlaku Notch przez
JAG1 dochodzito do obnizenia poziomu klaudyny 5,
co korelowato ze spadkiem ekspresji ZIP9. Natomiast
ekspozycja komérek na DLL1 spowodowata obnizenie
ekspresji klaudyny 11, ktéremu towarzyszyta redukcja
poziomu AR. Udziat obu receptoréw androgenowych
w tym mechanizmie potwierdzono wykorzystujac tech-
nike wyciszania ekspresji genéw (Kamiriska i wsp., 2020¢).
Co wiecej, w komorkach Sertolego wykazano ostatnio
mozliwos¢ bezposrednich interakeji efektora szlaku
Notch, HEY1, z promotorem genu Ar oraz biatkiem AR
(Kamiriska i wsp., 2024). Warto zauwazy¢, ze ekspresja
klaudyny 11 w kanaliku nasiennym gryzoni jest regulo-
wana przez antagonistyczne dziatanie testosteronu (ktéry
aktywujac AR, stymuluje ekspresje tego biatka) oraz
pomejotycznych komérek plciowych (negatywnie regulu-
jacych poziom klaudyny 11) (Florin i wsp., 2005). Mozna
zatem postawic hipoteze, ze hamujacy wptyw pomejo-
tycznych komérek ptciowych na ekspresje klaudyny 11,
wynika — przynajmniej w pewnym stopniu — z udziatu
obecnego w wydtuzajacych sie spermatydach liganda
DLL1 w aktywacji szlaku Notch w komoérkach Sertolego.

Ostatnio zaproponowano tez role sygnalizacji Notch
w kontroli metabolizmu komérek Sertolego. Xuiwsp. (2022)
przedstawili dowody na zaangazowanie szlaku Notch
w regulacje glikolizy i produkeji mleczanéw w tych komér-
kach. Interesujace wyniki, wskazujace na znaczenie szlaku
Notch w mechanizmach molekularnych zwigzanych z tole-
rancja immunologiczng zalezna od komdrek Sertolego, uzy-
skali Campese i wsp. (2014). Stwierdzili oni udziat rozpusz-
czalnej formy liganda JAG1, wydzielanej przez komoérki
Sertolego, w aktywacji szlaku Notch w limfocytach, co przy-
czynia sie do ich konwersji w komérki 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 a (TNFa) 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
(Kamiriska 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 (Kamirnska 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 (Kaminska 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 nabtonku plemnikotwdérczym poza dziataniem
sygnalizacji Notch w komérkach Sertolego, opisano tez
role tego szlaku w bezposredniej kontroli loséw komérek
linii ptciowej. Myszy z warunkows aktywacjg N1ICD
w tych komérkach wykazywaty postepujace z wiekiem
ostabienie spermatogenezy, zmniejszenie masy jader
iliczby plemnikéw. U samcéw tych wykryto wzrost eks-
presji genu efektorowego Hes5 oraz nasilenie apoptozy
komorek plemnikotwérczych. Sugeruje to, ze sygnalizacja
Notch w meskich komoérkach piciowych jest istotna dla
ich przezywania i réznicowania (Huang i wsp., 2013).
Udziat szlaku Notch w kontroli loséw komérek linii
plciowej zostat tez stwierdzony w gonadzie meskiej ryb
i ptakéw (Zuo i wsp., 2018; Moreno Acosta i wsp., 2023).

Nalezy zaznaczy¢, ze wobec niektérych obserwacji
fizjologiczne znaczenie aktywacji szlaku sygnatowego
Notch w komérkach plemnikotwérczych pozostaje wciaz
niejasne. W oparciu o doswiadczenia z wykorzystaniem
transgenicznych myszy, wykazujacych ekspresje GFP
w komoérkach z aktywna sygnalizacja Notch, Garcia i wsp.
(2013) stwierdzili, ze kanoniczny szlak sygnatowy Notch
jest aktywny w gonadzie meskiej w okresie okotoporo-
dowym wytacznie w komérkach Sertolego. Co wiecej,
wyniki najnowszych badan Sambe i wsp. (2023) z zasto-
sowaniem trzech transgenicznych linii myszy suge-
ruja, ze sygnalizacja z udziatem receptora Notch1 nie
wplywa na rozwéj meskich komoérek ptciowych. Stad
tez konieczno$¢ podjecia dalszych prac, ktére pozwola
jednoznacznie ustali¢ role szlaku Notch i jego poszcze-
gélnych komponentéw w komérkach spermatogenezy.

Niemniej jednak wyniki do§wiadczen in vivo z wyko-
rzystaniem inhibitora y-sekretazy DAPT pokazaty, iz ogra-
niczenie aktywnosci szlaku Notch u dojrzatych ptciowo
myszy prowadzi do nieprawidtowosci morfologicznych
i funkcjonalnych gonady meskiej. Blokada sygnalizacji
Notch zaburzata bowiem wzér ekspresji biatek tego szlaku
wjadrach i przebieg spermatogenezy, a takze indukowata
defekty morfologiczne plemnikéw najadrzowych (Murta
i wsp., 2014). Powstawanie komérek wielojadrzastych
i wzmozona apoptoza komérek piciowych przechodza-
cych konicowe etapy podziatu mejotycznego moga wska-
zywad na udzial sygnalizacji Notch w regulacji mejozy.
Zaktocenia procesu wydtuzania spermatyd i przedwczesne
uwalnianie tych komoérek do $wiatta kanalikéw nasien-
nych moga natomiast $wiadczy¢ o roli szlaku Notch w kon-
troli adhezji spermatyd do komoérek Sertolego (Murta
iwsp., 2014). Wplyw sygnalizacji Notch na ekspresje biatek
zaangazowanych w regulacje apoptozy komérek plemni-
kotwdrczych (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-
trole 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) potwierdzaja
wyniki najnowszych badan (Kaminska i wsp., 2024).
Warto wspomnie¢, ze u myszy ograniczenie sygnalizacji
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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 (Huanget 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
etal., 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.

Invivo experiments have shown that suppression of
Notch pathway activity in sexually mature mice with the
DAPT y-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
etal., 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,
Fasligand, 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)
(Kaminska 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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ZNACZENIE I REGULACJA SYGNALIZACJI NOTCH W GONADZIE MESKIEJ

Notch in vivo zaburzato tez wzdr ekspresji komponentéw
szlaku Notch w nabtonku najadrza i plemnikach naja-
drzowych oraz znaczaco zmniejszato ruchliwos¢ plem-
nikéw. Nie stwierdzono jednak spadku ptodnosci tych
samcéw, co — wedtug autoréw — mozna ttumaczyé
jedynie czesciowa blokada sygnalizacji Notch uzyskang
w tym modelu doswiadczalnym (Murta i wsp., 2016).

Znaczenie sygnalizacji Notch dla meskiej ptodnosci
moze wynika¢ z udziatu tego szlaku w rozwoju i funkeji
sieci jadra, przewodzikéw wyprowadzajacych oraz naja-
drza. Lupien i wsp. (2006) zauwazyli, ze transgeniczna
ekspresja konstytutywnie aktywnej formy receptora
Notchl w jadrze, najadrzu i nasieniowodzie prowadzi
do nieprawidtowego réznicowania i hiperplazji nabtonka
przewodzikéw wyprowadzajacych i przewodu najadrza,
czego konsekwencja jest zaburzony rozwéj przewodzikéw
wyprowadzajacych, ich niedrozno$¢ oraz bezptodnosc.
Z kolei u samcéw myszy z mutacja genu Lfng (ang. lunatic
fringe) — kodujacego glikozylotransferaze zaangazowana
w potranslacyjna modyfikacje receptoréw Notch — stwier-
dzano brak potaczenia miedzy siecia jadra a przewodzi-
kami wyprowadzajacymi, co $wiadczy¢ moze o roli szlaku
Notch w rozwoju tych struktur (Hahn i wsp., 2009). Na taka
mozliwo$¢ wskazuja tez obserwacje, ze szlak Notch reguluje
w komoérkach plemnikotwérczych myszy produkcje czyn-
nika wzrostu fibroblastéw 4 (FGF4, ang. fibroblast growth
factor 4), ktéry — oddziatujac na drodze lumikrynowej —
warunkuje prawidtowy rozwdj sieci jadra (Cao i wsp., 2022).

Podsumowujac, wyniki dotychczasowych badan
wskazuja, ze utrzymanie prawidtowej aktywnosci szlaku
Notch w ptodowym jadrze ssakéw kontroluje rozwdj
populacji ptodowych komérek Leydiga oraz warunkuje
losy komérek linii ptciowej, a takze wptywa na formo-
wanie sieci jadra i przewodzikéw wyprowadzajacych.
W rozwoju pourodzeniowym oraz dojrzatej gonadzie
meskiej opisano znaczenie sygnalizacji Notch w regu-
lacji steroidogenezy, kontroli funkeji komérek Sertolego,
utrzymaniu niszy spermatogonialnych komérek macie-
rzystych, przebiegu mejozy i spermiogenezy, a takze
parametréw funkcjonalnych plemnikéw. Dostepne dane
sa jednak w znacznej mierze fragmentaryczne, a tym
samym udziat szlaku Notch w kontroli wymienionych
proceséw wymaga potwierdzenia w toku dalszych badan.

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.

I Hormonalna regulacja szlaku sygnatowego Notch w gonadzie meskiej ssakow
Hormonal regulation of the Notch signalling pathway in the mammalian male gonad

Badania prowadzone w ostatnich latach dowiodty,
ze ekspresja komponentéw i aktywnos¢ szlaku Notch
w gonadzie meskiej pozostaja pod kontrolg hormonalna.
Wspomniane w poprzednim rozdziale prace DeFalco i wsp.
(2013) dowiodty, ze poziom ekspresji JAG] i aktyw-
nosc¢ szlaku Notch w tkance §rédmiazszowej ptodo-
wych jader zalezy od lokalnego stezenia testosteronu.
Doswiadczenia, polegajace na ograniczeniu sygnalizacji
androgenowej poprzez zastosowanie anty-androgenu

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 produkdji testosteronu
(z wykorzystaniem etanodimetanosulfonianu EDS,
powodujacego selektywna eliminacje komérek Leydiga)
pozwolity na wykazanie udziatu androgenéw w regu-
lacji ekspresji ligandéw DLL1, DLL4 i JAGL, receptoréw
Notchl i Notch?2 oraz biatek efektorowych szlaku Notch,
HES1, HESS5 i HEY1 w jadrze szczuréw w okresie dojrze-
wania ptciowego (Kaminska i wsp., 2020b).

Sygnalizacja androgenowa jest takze regulatorem eks-
presji mRNA i biatek komponentéw szlaku Notch wjadrze
dojrzatych ptciowo szczuréw (Rycina 3). U samcéw podda-
nych dziataniu flutamidu i EDS obserwowano zaburzenia
ekspresji ligandéw JAG1, DLL1 i DLL4. Analiza immuno-
histochemiczna ujawnita wzrost ekspresji DLL1 gtéwnie
w komérkach Sertolego, natomiast w wydtuzonych sper-
matydach - zmniejszenie intensywno$ci sygnatu JAG1I,
anasilenie ekspresji DLL4. W obydwu modelach doswiad-
czalnych stwierdzono obnizenie wzglednej ekspresji recep-
tora Notch1, jego aktywnej formy N1ICD oraz biatka efek-
torowego HES1, a po ekspozycji na flutamid - réwniez
spadek poziomu HEY1. Ostabienie immunoekspresji
N1ICD obserwowano gtéwnie w komorkach Sertolego,
immunoekspresja HES1 po zastosowaniu flutamidu
obnizyta sie w komérkach Leydiga, natomiast po eks-
pozycjina EDS — w nabtonku nasiennym. Z kolei sygnat
HEY1 ulegat redukeji w obu przedziatach jadra przede
wszystkim u szczuréw poddanych dziataniu flutamidu.
Wyniki tych badan wskazuja, ze sygnalizacja androge-
nowa kontroluje ekspresje ligandéw oraz aktywacje szlaku
Notch w jadrze dorostych szczuréw, zaréwno w kana-
liku plemnikotwérczym, jak i tkance srédmiazszowej.
Obserwowane réznice w odpowiedzi komérek na flutamid
i EDS moga $wiadczy¢ o zaangazowaniu w te regulacje nie
tylko klasycznego receptora androgenowego AR (Rycina 3).

Czesciowe wyjasnienie mechanizméw bioracych
udziat w kontroli szlaku Notch przez androgeny przy-
niosty wyniki badan z wykorzystaniem modeli in vitro
(linii i pierwotnych hodowli komérkowych). Stwierdzono
stymulujacy wplyw testosteronu na ekspresje Notchl
oraz poziom jego aktywnej formy, a takze na aktywnos¢
transkrypcyjna czynnika RBP-J, wskazujace na wzrost
aktywnosci kanonicznej $ciezki Notch. Zastosowanie
farmakologicznych antagonistéw receptoréw androge-
nowych AR i ZIP9 (flutamidu i bikalutamidu) oraz wyci-
szenie ekspresji genéw kodujacych te receptory w komér-
kach Sertolego gryzoni pozwolito wykazac, ze AR i ZIP9
pelnia rézne, ale uzupelniajace sie role w kontroli szlaku
Notch. Regulacja ekspresji genu efektorowego Heyl
zalezata bowiem od sygnalizacji z udziatem AR, nato-
miast genu Hes1 — od aktywno$ci ZIP9 (Kaminska i wsp.,
2020a). Kolejno podjete badania przyczynity sie do wyka-
zania kontroli biatek DSL w komérkach Sertolego przez
androgeny. Wyniki komplementarnych analiz ujawnity,
ze testosteron hamuje ekspresje biatek JAG1 1 DLL1, dzia-
tajac odpowiednio przez ZIP9 lub AR. Ekspresja DLL4
byta natomiast stymulowana przez testosteron w sposéb
niezalezny od tych receptoréw. Pomimo, iz mechanizm
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selective elimination of Leydig cells) demonstrates the
involvement of androgens in the regulation of ligands
(DLL1, DLL4, and JAG1), Notch receptors (Notch1 and
Notch?2), and Notch pathway effector proteins (HEST,
HESS5, and HEY1) in the testes of pubertal rats (Kamiriska
etal., 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 Notchl 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
Notchl 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
Heyl expression depends on AR signalling, while the
regulation of Hesl expression depends on the activa-
tion of ZIP9 by testosterone (Kamirnska 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


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32299422
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33167316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33167316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32299422
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32299422
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33167316

ZNACZENIE I REGULACJA SYGNALIZACJI NOTCH W GONADZIE MESKIEJ

A B
OK BEFLU ®EDS

251 K FLU EDS
’ x* JAGT | S | 134 kDa

g T DLL1 [=7 % 78 kDa
gis * = DLL4 | == ==| 74kDa
3 N1icD B8 B T 110 kDa
Yo HEY1 [== — = [34kDa
ke % %

0s) HEST[==  ~|30kDa
B-aktyna | empe——1 47 |0,

B-actin

Lo
[l

*k

Relative protein expression (AU)

Wzgledny poziom ekspresji biatek

Jagl DII1

\ 1 -',"’ - . ."ﬂ
4 ‘5;%@/;‘

Ryc. 3. Ekspresja ilokalizacja komponentéw szlaku Notch w jadrze dojrzatych ptciowo szczuréw w warunkach ograniczonej dostepnosci androgenéw. Samce
szczuréw Wistar (80-90-dniowe; n = 6/grupa) otrzymywaty iniekcje flutamidu (FLU; 50 mg/kg masy ciata/dzien przez 7 dni), etanodimetanosulfonianu
(EDS; 75 mg/kg masy ciata, jednorazowo), nosnika (olej kukurydziany lub dimetylosulfotlenek:woda; nie pokazano) albo soli fizjologicznej (K, grupa
kontrolna). Na przeprowadzenie do§wiadczen uzyskano zgode II Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Do$wiadczen na Zwierzetach w Krakowie (189/2018,
85/2019). Wzgledna ekspresje mRNA w jadrach okreslono za pomoca analizy RT-qPCR. Histogramy przedstawiaja poziom mRNA Jagl, DII1, Dil4, Notch1,
Heyl i Hes1 znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji genéw referencyjnych (Rn18s, B2miActb). RQ - wzgledna liczba kopii genu (A). Ekspresje biatek
JAG1,DLL1, DLL4, N1ICD, HEY1 i HES1 okreslono na podstawie analizy western blot; histogramy przedstawiaja wzgledny poziom poszczegdlnych biatek
znormalizowany wzgledem poziomu p-aktyny (B). n = 6/grupa; $rednia + SD, *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 (test Dunnet’a). Lokalizacje biatek JAGI,
DLL1, DLL4, N1ICD, HEY1 i HES1 w komérkach gonady meskiej uwidoczniono z zastosowaniem analizy immunohistochemicznej. Czarne strzatki — komorki
Sertolego, otwarte strzatki — spermatogonia, biate strzatki — spermatocyty, biate groty — spermatydy okragte, czarne groty — spermatydy wydtuzone, czarne
gwiazdki — komorki Leydiga. Wstawki — tkanka sr6dmigzszowa. Skala = 10 pm (C). W analizach wykorzystano startery i przeciwciata pierwszorzedowe
wymienione w artykule Kamiriska 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 Jagl, DIl1, DIl4, Notch1, Heyl 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 um (C). Primers and primary antibodies listed in the
paper by Kamirnska et al. (2020b) were used in the analyses.
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regulacji DLL4 nie zostal dotad ustalony, mozna przy-
puszczad, ze posrednicza w nim inne receptory aktywo-
wane przez androgeny (Lustofin i wsp., 2022a). Kwestia
ta wymaga jeszcze wyjasnienia.

Poza bezposrednim dziataniem w komérkach gonady
meskiej, androgeny (testosteron i androstendion) sg tez
substratem do lokalnej syntezy estrogenéw. Hormony
te powstaja w jadrze dojrzatych ptciowo gryzoni przede
wszystkim w komérkach Leydiga i komérkach plemni-
kotworczych, w wyniku aktywnosci aromatazy, a ich
dziatanie odbywa sie za posrednictwem wewnatrzkomor-
kowych receptoréw estrogenowych: receptora estrogeno-
wego a (ERa, ang. oestrogen receptor a) i receptora estroge-
nowego p (ERp, ang. oestrogen receptor p) oraz btonowego
receptora estrogenowego GPER (ang. G-protein coupled
oestrogen receptor) (Carreau i wsp., 2011; Lucas i wsp., 2010).
Doswiadczenia, w ktérych komérki Sertolego gryzoni
poddano dziataniu 17p-estradiolu, specyficznych anta-
gonistéw receptoréw estrogenowych (ICI 182,780 1 G15)
lub wyciszono ekspresje tych receptoréw, wykazaty,
ze w odréznieniu od testosteronu, estrogeny wywieraja
stymulujacy wptyw na ekspresje wszystkich trzech bada-
nych biatek DSL. Wzrost ekspresji JAG1 i DLL1 induko-
wany byt gtéwnie z udziatem ERq, za$ poziom DLL4 byt
kontrolowany przez ERP i GPER (Lustofin i wsp., 2022a).
Ponadto, wyniki najnowszych badan wskazuja, ze réwniez
ekspresja i aktywacja receptora Notch1 oraz genéw efek-
torowych szlaku Notch podlegaja kontroli przez estro-
geny (dane niepublikowane). Podsumowujac, uzyskane
dotad dane wskazuja na wspétdziatanie jadrowych i bto-
nowych receptoréw androgenowych i estrogenowych
zaréwno w kontroli ekspresji biatek DSL, jak i aktywacji
szlaku Notch w komérkach Sertolego. Réwnowaga miedzy
sygnalizacja androgenows a estrogenows jest zatem
istotna dla utrzymania wtasciwego poziomu aktywnosci
szlaku Notch, a jej zaburzenia moga zaktécac¢ dziatanie
tego szlaku w gonadzie meskie;j.

Zmiany ekspresji komponentéw szlaku Notch byty
na przyktad obserwowane w odpowiedzi na dziatanie
$rodowiskowych zwigzkéw o aktywnosci hormonalnej
(EDCs, ang. endocrine disrupting chemicals). Wykazano,
ze substancje o potwierdzonej aktywnosci estrogenne;
lub anty-androgennej, takie jak bisfenol A i ftalan dibu-
tylu, zaburzaty ekspresje biatek N1ICD, DLL4, HEY1
i HESS w eksplantach jader dojrzatych szczuréw ex vivo
(Kaminska i wsp., 2018). Zmiany ekspresji biatek Notch1
i HES1 w jadrach szczuréw wywotywat réwniez ftalan
di-2-etyloheksylu (Tang i wsp., 2018). Ostatnie badania
dowodza, ze bisfenol A oraz antyandrogennie dzia-
tajacy acetaminofen, moga modyfikowaé aktywnos¢
sygnalizacji Notch w gonadzie meskiej gryzoni réwniez
w trakcie rozwoju embrionalnego (Park i wsp., 2021; Liu
i wsp., 2023).

W $wietle dotychczasowych badan fizjologiczna regu-
lacja aktywnosci szlaku Notch w kanaliku nasiennym
wydaje sie by¢ zwigzana nie tylko z dziataniem steroidéw
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(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 a (ERa) and oestrogen receptor f (ERp)] 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 17B-oestradiol, a specific antagonist of oestrogen
receptors (ICT 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
JAGI and DLL1 expression is induced mainly by ERa,
while the increase in DLL4 expression is controlled
by ERp 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 HESS in ex
vivo testicular explants of mature rats (Kaminska 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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plciowych, ale réwniez z wptywem hormonu folikulo-
tropowego (FSH, ang. follicle-stimulating hormone).

Okres okotopokwitaniowy, a w przypadku gryzoni
o rozrodzie sezonowym (np. chomik dzungarski Phodopus
sungorus, nornica ruda Myodes glareolus) takze wejscie
w faze aktywno$ci rozrodczej, wigze sie z wyraznym wzro-
stem wydzielania FSH (Lerchl i wsp., 1993; Hejmej i wsp.,
2013). Doswiadczenia przeprowadzone na szczurach,
u ktérych zahamowano aktywno$c osi podwzgérzowo-
-przysadkowej poprzez iniekcje antagonisty gonadolibe-
ryny, cetroreliksu, a nastepnie zastosowano substytucje
ESH, pozwolity po raz pierwszy zidentyfikowac te gona-
dotropine jako czynnik regulujacy sygnalizacje Notch
w nabtonku nasiennym gryzoni w okresie dojrzewania
plciowego. Badania z uzyciem samcéw nornicy rudej eks-
ponowanych na krétki fotoperiod (co spowodowato fizjo-
logiczny spadek wydzielania FSH), a nastepnie otrzymuja-
cych iniekcje FSH, przyczynity sie do wykazania zaleznoéci
miedzy stezeniami FSH w surowicy a ekspresja kompo-
nentéw szlaku Notch w jadrach sezonowo rozmnazajacych
sie gryzoni. Wyniki tych prac oraz dane z doswiadczen
in vitro, dowiodty, ze w komdrkach Sertolego FSH kon-
troluje przede wszystkim $ciezke Notch1-HES1 (Lustofin
i wsp., 2022b). Chociaz w odpowiedzi na dziatanie FSH
dynamicznym zmianom podlega tez ekspresja Heyl, inne
czynniki wydaja sie odgrywa¢ dominujaca role w regu-
lacji tego genu (Sadate-Ngatchou i wsp., 2004; Lustofin
i wsp., 2022b). Zaréwno u szczuréw, jak i nornic stwier-
dzono ponadto posredni wpltyw FSH na komérki linii
plciowej zwigzany z kontrolg ekspresji receptora Notch3
w spermatogoniach, spermatocytach i okragtych sper-
matydach (Lustofin i wsp., 2022b). Obserwacje te sugeruja
istnienie wspélnego mechanizmu dziatania FSH na sygna-
lizacje Notch w nabtonku plemnikotwérczym podczas
inicjacji oraz wznowienia spermatogenezy u gryzoni.

Role gonadotropin w kontroli sygnalizacji Notch
u naczelnych potwierdzaja wyniki badan z wykorzy-
staniem rezuséw (Macaca mulatta). Stymulacja niedoj-
rzatych piciowo samcéw gonadotropinami skutkowata
wzrostem ekspresji mRNA HEY1, a spadkiem mRNA
HES7 i HEYL. Nie stwierdzono natomiast zmian poziomu
transkryptéw ligandéw, receptoréw Notch i pozosta-
tych genéw efektorowych z rodziny Hes (Ramaswamy
i wsp., 2017). Nalezy zauwazy¢, ze ze wzgledu na wzrost
sekrecji testosteronu (wywotany podaniem rekombino-
wanej lutropiny) opisane efekty moga przynajmniej cze-
$ciowo wynikac z dziatania tego steroidu.

Poza regulacja hormonalna szlak Notch podlega kon-
troli przez czynniki parakrynowe. Okada i wsp. (2016)
wykazali pobudzajacy wptyw TNFa na ekspresje JAG1
w komoérkach Sertolego myszy. Najnowsze badania Xu
i wsp. (2022) ujawnity natomiast, ze transformujacy
czynnik wzrostu p3 (TGF-$3, ang. transforming growth
factor f3) hamuje ekspresje JAG1 i HES1 oraz aktywnos¢
sygnalizacji Notch, co modyfikuje produkcje mleczanéw
przez komérki 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 Heyl 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 TNFa
on JAGI expression in mouse Sertoli cells. Moreover,
Xu et al. (2022) recently reported that transforming
growth factor f3 (TGF-P3) 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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B Whnioski / Conclusions

Badania ostatniej dekady przyczynity sie do wykazania
udziatu zaleznej od kontaktu komunikacji miedzyko-
morkowej opartej o szlak sygnatowy Notch w przebiegu
ptodowego rozwoju poszczegélnych populacji komérek
gonady meskiej, przede wszystkim komérek Leydiga oraz
komérek linii piciowej. Pojawiajace sie w ostatnich latach
doniesienia $wiadcza takze o znaczeniu tego szlaku w doj-
rzatym jadrze. Wskazuja one, ze wlasciwa aktywnosc
sygnalizacji Notch warunkuje funkcje komorek Sertolego
i ich wrazliwo$¢ na androgeny, odpowiada za utrzy-
manie niszy spermatogonialnych komérek macierzy-
stych, dalsze losy i przezywalnos¢ komérek piciowych
w nabtonku nasiennym oraz parametry plemnikéw
najadrzowych, a takze ekspresje biatek steroidogen-
nych w tkance §rédmiazszowej gonady. Dostepne dane
wciaz nie sa jednak wystarczajace do uzyskania petnego
obrazu roli sygnalizacji Notch w procesach steroidoge-
nezy i spermatogenezy. Ostatnio wykazano, ze utrzy-
manie prawidtowego poziomu ekspresji komponentéw
szlaku Notch w jadrze gryzoni zalezy od aktywnosci
osi podwzgérze-przysadka-jadra oraz lokalnego dzia-
tania steroidéw piciowych. Nie mozna zatem wykluczyt¢,
ze zaklécenia zaleznej od sygnalizacji Notch komuni-
kacji miedzykomoérkowej w gonadzie meskiej stanowia
jeden z czynnikéw lezacych u podtoza dysfunkeji jadra
wywotanych zaburzeniami hormonalnymi.

Koniczac, warto podkresli¢, ze znaczenie szlaku
Notch dla funkeji meskiego uktadu piciowego wydaje
sie by¢ znacznie szersze, wykraczajace poza kontrole pro-
ceséw przebiegajacych w samej gonadzie. Stwierdzono,
ze umyszy regulowana przez testosteron oraz insulinopo-
dobny czynnik 3 ekspresja Notchl w jadrowodzie warun-
kuje prawidlowy rozwdj tej struktury, a tym samym moze
by¢ istotna dla przebiegu zstepowania jader (Yuan i wsp.,
2006; Kaftanovskaya i wsp., 2011). Najnowsze badania
wskazuja za$ na udziat sygnalizacji JAG1/Notch w for-
mowaniu populacji neuronéw GnRH. Potwierdzono jed-
noczesnie wystepowanie patogennych wariantéw genu
JAGI w grupie pacjentéw z wrodzonym hipogonadyzmem
hipogonadotropowym i zespotem Kallmanna (Cotellessa
i wsp., 2023). Poswiecono tez wiele uwagi roli szlaku Notch
W rozwoju prostaty oraz w patogenezie raka tego gruczotu.
Wyniki tych badan zostaty przedyskutowane w innych
pracach przegladowych (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 Notchl 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 JAGI 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
(Dengetal., 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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