STRESZCZENIE

Kluczowa role W utrzymaniu prawidtowego przebiegu spermatogenezy odgrywaja
somatyczne komorki nabtonka plemnikotworczego — komorki Sertoliego. Jednym
z gtbwnych regulatorow funkcji tych komorek jest przysadkowy hormon
folikulotropowy (FSH), ktory stymuluje produkcje czynnikow parakrynnych
I sktadnikow  odzywczych niezbednych do prawidlowego rozwoju komorek
plemnikotworczych. Dotychczasowe badania wskazuja, ze réwniez estrogeny —
hormony powstajace w procesie aromatyzacji androgendéw — wplywaja na
funkcjonowanie komoérek Sertoliego, dziatajac poprzez jadrowe receptory estrogenowe
a i P (ERa, ERp) oraz za posrednictwem bltonowego receptora estrogenowego (GPER).
Aktywnos¢ komorek Sertoliego kontrolowana jest takze z udzialem zaleznej od
kontaktu komunikacji migdzykomorkowej. Jednym z typdéw takiej komunikacji jest
szlak sygnatowy Notch, opierajacy si¢ na interakcji miedzy ligandami i receptorami
zlokalizowanymi w btonach sgsiadujacych komoérek w nabtonku plemnikotworczym.

Zalozeniem prezentowanej pracy bylo wyjasnienie znaczenia FSH oraz estrogenow
w regulacji ekspresji ligandow, receptora i genoéw efektorowych szlaku Notch oraz
aktywnosci tego szlaku w komorkach Sertoliego gryzoni.

W celu poznania roli FSH w kontroli szlaku Notch przeprowadzono doswiadczenia
w uktadzie in vivo z wykorzystaniem okotopokwitaniowych samcow szczurow Wistar
oraz dojrzatych plciowo samcdé$w nornicy rudej, odpowiednio po farmakologicznym lub
fizjologicznym zahamowaniu produkcji gonadotropin, a nastepnie substytucji FSH. Do
wykazania udziatu sygnalizacji estrogenowej w regulacji szlaku Notch w gonadzie
meskiej wykorzystano model ex vivo - eksplanty jader szczuréw, inkubowane
w obecno$ci 17B-estradiolu i antagonistow receptorow estrogenowych (ICI 182,780;
G15). Badania w uktadzie in vitro przeprowadzono z uzyciem hodowli pierwotnej
szczurzych komorek Sertoliego oraz linii komodrek Sertoliego TM4. W celu
potwierdzenia udziatu FSH oraz jego receptora (FSHR) w kontroli szlaku Notch,
komorki Sertoliego stymulowano FSH lub wyciszano ekspresj¢ FSHR. Aby okresli¢
rolg¢ receptorow estrogenowych, komorki Sertoliego inkubowano z 17f-estradiolem
lub/i antagonistami receptoréw estrogenowych (ICI 182,780; G15), lub wyciszono
ekspresje receptorow ERa, ERB i GPER. Zmiany ekspresji komponentéw szlaku Notch

na poziomie mRNA i bialka wykazano z zastosowaniem, odpowiednio, analizy



RT-qPCR i western blot. Do okreslenia lokalizacji badanych biatek wykorzystano
analiz¢ immunohistochemiczng I immunofluorescencyjng. Do oceny st¢zenia FSH oraz
cAMP postuzyty testy immunoenzymatyczne. Aktywnos¢ czynnika transkrypcyjnego
RBP-J oraz jego wigzanie z promotorami genow efektorowych szlaku Notch okreslono
z wykorzystaniem, odpowiednio, uktadu reporterowego lucyferazy
I Immunoprecypitacji chromatyny.

Analizy qRT-PCR, western blot i immunohistochemiczna wykazaty, ze u szczurow
1 nornic po doswiadczalnym ograniczeniu produkcji gonadotropin, podanie FSH
powodowato wzrost ekspresji liganda DLL1 oraz aktywnosci receptora Notchl,
a spadek ekspresji genéw efektorowych Hesl i Heyl na poziomie mRNA i/lub biatka.
Podobne zmiany ekspresji komponentéw szlaku Notch u obu gatunkow wskazuja na
wspélny mechanizm dziatania FSH na sygnalizacj¢ Notch w komodrkach Sertoliego
podczas inicjacji oraz wznowienia spermatogenezy u gryzoni. Badania w uktadzie
in vitro dowiodly bezposredniego udziatu sygnalizacji FSH-FSHR w regulacji
komponentow oraz aktywnos$ci szlaku Notch w komoérkach Sertoliego gryzoni.

Analizy RT-qPCR i western blot wykazaty, ze ekspozycja na ICI 182,780 lub G15
obnizyta ekspresjc mRNA i/lub biatka DLL1, DLL4, Notchl, HES1, a zwickszyta
poziom HEY1 w eksplantach jader szczura. Wyniki do§wiadczen w uktadzie in vitro
dowiodly, ze estrogeny, dziatajac gtéwnie poprzez ERa, reguluja ekspresje ligandow
DLL1 i JAG1, natomiast ERB oraz GPER sg zaangazowane w kontrole DLLA4.
Wykazano ponadto, iz 17B-estradiol, wiazac si¢ z ERa, obniza ekspresje genu
efektorowego Heyl, natomiast dziatajac przez ERp, nasila aktywacj¢ receptora Notchl,
aktywno$¢ transkrypcyjng RPB-J 1 ekspresj¢ Hesl. Uzyskane wyniki dowodza zatem
roli estrogenéw w kontroli sygnalizacji Notch w gonadzie mgskiej oraz wspotdziatania
receptorow ERa, ERB i GPER w specyficznej regulacji komponentéw szlaku Notch
w komorkach Sertoliego.

Podsumowujac, wyniki przedstawionych badan wskazuja na udziat FSH
i estrogenow w regulacji szlaku sygnalizacyjnego Notch w komorkach Sertoliego.
Interakcja miedzy sygnalizacja hormonalng a szlakiem Notch moze zatem stanowié
molekularny mechanizm kontrolujgcy funkcje komorek Sertoliego, a w konsekwencji

zapewniajacy prawidtowy przebieg procesu spermatogenezy.



