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Abstract: Testicular morphology, sperm phenotypes and spermatogenesis process evolve
rapidly, andspermatogenesis research remains underdeveloped and only a limited number are
available, aggravating the study of the mechanisms of spermatogenesis and reproductive
dysfunctions. In this study, attempts were made to clarify the molecular evolution of the testicle,
the cellular source, the molecular mechanisms and evolutionary forces, which underlie the rapid
phenotypic evolution of the testicle. Moreover, the development in recent years of single-cell
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transcriptome sequencing technology in the process of spermatogenesis has facilitated the
elucidation of how cellular interactions and the testicular microenvironment influence the
progression of spermatogonial stem cells through different stages of development, including self-
renewal, differentiation and eventual maturation in spermatozoa. At the same time, the application
of spatial transcriptomics in spermatogenesis research has not only improved our understanding
of molecular dynamics in the testicle, but has also provided a platform for perceiving the molecular
mechanisms of spermatogonial stem cell differentiation.
Keywords: testicle, spermatogenesis, molecular evolution, spermatogonal stem cells.

INTRODUCERE

In ultimii treizeci de ani, datoritd progreselor in biologia moleculari s-au inregistrat progrese
semnificative in domeniul biologiei celulelor stem spermatogoniale si reproducerii in deblocarea
evenimentelor moleculare si biochimice, care regleaza spermatogeneza in testiculul mamiferelor.

Spermatogeneza, un proces extrem de complex si coordonat de tesutul testicular, mentine
productia de sperma pe toatd durata vietii. Eficienta procesului de spermatogeneza depinde de
componenta moleculara, proliferarea si diferentierea continua a celulelor stem spermatogoniale [1,
7]. Celulele stem spermatogoniale, situate pe membrana bazala a tubilor seminiferi ai testiculului
prin proprietatile sistemice moleculare de suprafata, au capacitatea de a echilibra diviziunile de
auto-reinnoire atat pentru asi mentine concentratia stabild, cat si diviziunile de diferentiere in
celule spermatogene in diferite stadii de evolutie pentru a forma spermatozoizi printr-un proces
biologic reglementat [1, 8]. Acest echilibru mentine rezervorul de celule stem si satisface cererea
proliferativa a testiculelor de a produce milioane de spermatozoizi in fiecare zi printr-un proces
biologic complex si continuu. Spermatogeneza mamiferelor are loc in tubii seminiferi ai
testiculului, unde celulele stem spermatogoniale sufera proliferare si diferentiere prin trei etape
complexe: mitoza, meioza si spermatogeneza [13].

In mitoza spermatogoniile de tip A prolifereaza si produc spermatogonii de tip A si B.
Spermatogoniile de tip A nu se diferentiazd si continud sd mentind mitoza, in timp ce
spermatogoniile de tip B se diferentiaza in spermatocite primare [13, 15].

In meiozd spermatocitele primare suferd replicare cromozomiald, dupa care cromozomii
omologi sunt legati si separati si se supun primei faze a meiozei cu formarea spermatocitelor si
spermatidelor secundare. Spermatocitele secundare intra in a doua faza de diviziune meiotica, unde
cromatidele surori se separa pentru a forma spermatide rotunde haploide.

In spermatogeneza spermatidele rotunde sufera modificiri morfologice complexe si
transformari cu modificari ale nucleoproteinelor, care duc la formarea spermatozoizilor maturi.

In acelasi timp, tubii seminiferi, unde are loc spermatogeneza, organizeaza nisa biologica
necesard pentru germinarea, maturarea si transportul spermatozoizilor. Mai mult, dezvoltarea
tehnologiei de secventiere a transcriptomului unicelular poate imbunatati cunostintele referitor la
intelegerea procesului de evolutie moleculara a spermatogenezei. Prin urmare, in acest articol
descriem unele caracteristici moleculare si principii secventionale ale celulelor germinale in
procesul de spermatogeneza.

ASPECTE  MOLECULARE ALE EVOLUTIEI TESTICULARE  SI
SPERMATOGENEZEI

Spermatogeneza este un proces complex si strans reglementat, care include proliferarea
spermatogoniei, diferentierea spermatogoniei in spermatocite, diviziunea meiotica a
spermatocitelor producatoare de spermatide, maturarea spermatidelor si eliberarea de
spermatozoizi maturi foarte specializati [12]. Evolutia rapida a testiculului se reflecta la nivel
molecular si este explicatd, in principal, prin selectia pozitivd asociatd cu competitia
spermatozoizilor, care reflecta presiunea evolutiva asupra masculilor pentru a obtine succesul
reproductiv [14]. In acelasi timp, evolutia moleculard a tipurilor individuale de celule
spermatogene ramane in mare parte necaracterizata. Studiile recente au stabilit, ca evolutia rapida
a testiculului se reflecta la nivel molecular, in special, secventieri evidente, incepand de la acizii
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nucleici prin selectii pozitive in secventele lor de codificare, pana la dezvoltarea caracteristicilor
specifice spermatogenezei [11].

Variatiile caracteristicilor spermatogenezei si de reproducere, cum ar fi dimensiunea
testiculului, rata de productie a spermatozoizilor, morfologia spermatozoizilor si caracteristicile
altor celule somatice testiculare, sunt reglementate in mod fundamental la nivel molecular in
interiorul testiculului [14], unde ratele de modificare a expresiei evolutive sunt cele mai mari
datorita schimbarilor adaptive frecvente' [17].

In plus, majoritatea proceselor moleculare evolutive sunt exprimate, predominant in testicul,
detinand un rol semnificativ in evolutia fenotipurilor testiculare, in special, mentin
spermatogeneza prin auto-reinnoire si diferentiere continud pentru a produce spermatozoizi in
testicul [7].

Evolutia moleculara a testiculului este demonstrata prin studiile evolutive recente ale acizilor
nucleici, care s-au confirmat prin descoperiri inovatoare privind sursa celulara si evolutia, fortele
care stau la baza evolutiei rapide a testiculului, auto-reinnoirea, proliferarea, diferentierea si
apoptoza celulelor spermatogene, inclusiv si evenimente importante, care apar in timpul meiozei,
replicarea ADN-ului si condensarea cromatinei [5, 16]. Cromatina din celulele spermatogene
sufera o remodelare extinsa in timpul spermatogenezei, un proces care se produce concomitent cu
asamblarea stransda a ADN-ului in jurul protaminelor, care permit impachetarea densa a ADN-ului
in capul compact al spermatozoizilor [5]. Aceastd remodelare a cromatinei are implicatii pentru
transcriptie si evolutia moleculara si duce la o transcriere larg raspandita a unui numar mic de gene
din genom, care, la randul sau, faciliteaza transcrierea initiala si, in consecintd duce la aparitia
frecventa de noi gene exprimate in testicule in timpul evolutiei [10, 11].

Aceste gene cu expresie specifica in testicule tind sd fie imbogatite cu gene, ale caror
secvente de codificare au fost modelate prin selectie pozitiva. Mai mult, noile gene care apar in
timpul evolutiei sunt exprimate predominant in testicul si, prin urmare, contribuie la evolutia
moleculara fenotipica [11, 13].

MECANISME DE DIFERENTIERE DE LA CELULE STEM
SPERMATOGONIALE LA SPERMATOZOIZI TESTICULARI

Desfasurarea spermatogenezei are loc preponderent sub influenta celulelor stem
spermatogoniale, care produc milioane de spermatozoizi zilnic, se auto-reinnoiesc si se
diferentiazd prin reglarea nisei acestora, printr-un proces reglementat de factorii solubili si
moleculari din micromediul inconjurator [7]. Desi multe studii au explorat rolul acestor factori in
spermatogenezd, modul in care celulele stem spermatogoniale echilibreazd auto-reinnoirea si
diferentierea ramane pana in prezent incomplet inteles, iar aplicarea tehnologiei de secventiere a
transcriptomului unicelular ofera noi cai pentru a explora si aborda aceastd problema. Remedierea
acestei stari ale celulelor stem spermatogoniale este posibild prin secventierea transcriptomului
unicelular in timpul spermatogenezei [2, 13, 17]. In rezultat evolueaza auto-reinnoirea exprimati
prin cantitati semnificative de factori moleculari de transcriptie legati de celulele stem. In special,
celulele stem in aceasta stare inhiba absorbtia glucozei, cu dezvoltarea mecanismului, care
determina diferentierea acestora in testicul atunci cand nutrientii, precum glucoza, sunt absorbiti
[2]. Evolutia spermatogenezei continud prin atenuarea semnalizarii celulelor stem, splicing-ul
ARN si multe activitati mitocondriale critice in producerea adenozintrifosfatului si a lipidelor
pentru crestere si diferentiere [11, 13]. In acest sens, analiza testiculelor a identificat o stare
dominanta in celulele stem spermatogoniale, caracterizata prin markeri specifici [2]. Aceste
constatari aduc claritati in prezenta fenotipurilor celulare substabile, care in acelasi timp, permit
celulelor stem spermatogoniale sa se adapteze la reglarea dinamica a nisei ecologice si sd mentina
reglarea homeostaticd in testicul. Celulele stem spermatogoniale sunt esentiale nu doar pentru
mentinerea homeostaziei testiculare, dar si pentru rolul lor esential in stabilirea si mentinerea
niselor ecologice pe toata lungimea peretelui tubular, facilitind auto-reinnoirea si diferentierea
ordonatd a celulelor stem spermatogoniale [3, 14].
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Desi tehnologia de secventiere a transcriptomului unicelular a dezvaluit, cd celulele stem
spermatogoniale sunt mai diverse decat pot fi clasificate folosind cariotipuri, un profil
transcriptional complet asociat cu categorizarea cariotipica pana in prezent nu a fost inca stabilit.
Mai mult, s-a demonstrat ca existenta diversitatii starilor celulelor stem spermatogoniale denota
faptul, ca diferentierea spermatogoniald nu este binard, dar reprezintd un proces cu crestere si
scadere treptata, dependent de rolurile lor functionale. Identificarea si recunoasterea acestui proces
dinamic reprezinta o importantd semnificativd pentru intelegerea mecanismelor, care regleaza
proliferarea si diferentierea celulelor stem, precum si comportamentele acestora referitor la
reproductie, senescenta si integritatea liniei germinale.

DINAMICA TRANSCRIPTOMULUI iN PROCESUL SPERMATOGENEZEI

Biologii moleculari au fost constienti de zeci de ani ca testiculul exprima multe sau chiar
majoritatea genelor, mai multe gene decat alte organe si, ca testiculul reprezinta o complexitate
exceptionald a transcriptomului. In mod special, analizele transcriptomului, populatiilor
imbogatite pentru tipuri individuale de celule spermatogene au dezvaluit sursa celulara a acestei
transcriptii larg raspandite: spermatocite pachitenice si spermatide rotunde [16]. In plus, datele
epigenomice corelate la nivelul genomului au stabilit o stare generala a cromatinei laxe in aceste
tipuri de celule [16]. La randul sau, histonele specifice testiculelor, introduse in timpul remodelarii
masive a cromatinei produc o stare generala deschisa si permisiva din punct de vedere
transcriptional al cromatinei in spermatocite si spermatidele rotunde in concordantd cu
proprietatile acestor tipuri de histone [5, 6]. In acelasi timp, procesul de reambalare necesita o stare
de ambalare libera pentru incorporarea histonelor si contribuie la o stare deschisa a cromatinei in
aceste celule si, prin urmare, faciliteaza in continuare transcriptia, iar referitor la cromozomii
sexuali s-a evidentiat reducerea masiva a abundentei transcriptelor in timpul si dupa meioza din
Cauza inactivarii cromozomilor sexuali meiotici [3, 9, 16].

In timpul spermatogenezei reglarea translationala la nivel molecular este deosebit de
pronuntata si complicata [11, 17], iar traducerea este, in general, reprimata pentru multe transcrieri
moleculare in spermatocite si spermatide si, partial, intarziata la stadiile spermatogenice ulterioare
ale experimentelor moleculare [11, 17]. Traducerea intarziata a transcrierilor are loc deoarece
proteinele codificate sunt necesare doar in stadiile spermatogene foarte tarzii, in spermatide sau
spermatozoizi, cand genomul devine inert din punct de vedere transcriptional datorita condensarii
cromatinei In proteinele de tranzitie si protamine [6]. Explicatie alternativa exista si din
considerentele, ca represiunea moleculara translationald in spermatocitele tardive si spermatidele
rotunde poate contracara transcriptia in aceste tipuri de celule din cauza starii permisive de
cromatind si astfel, poate preveni consecintele negative ale proteinelor sau fragmentelor de
proteine potential ddundtoare in regiuni intergenice [6, 11].

In acest context, cercetirile au identificat, de asemenea, procese transcriptionale si modele
conservate de expresie a genelor la diverse nivele, gene exprimate predominant in spermatogonii
si celulele care sustin testiculele grupandu-se de-a lungul evolutiei, oferind potential un avantaj
selectiv pentru masculi [11]. Studiul a elucidat diferente transcriptionale intre spermatozoizi si
inactivarea cromozomilor sexuali meiotici ce denota despre o posibila caracteristica universala a
sistemului cromozomial sexual al mamiferelor [11]. In prezent sunt disponibile multe seturi de
date transcriptomice, care dezvaluie evolutia rapida a testiculului cu o singura celuld, dar date
adecvate despre transcriptoamele cu lungime completd unicelulare, care indica schimbari
evolutive ale nivelurilor de expresie, raman limitate. Transcriptomele unicelulare de lungime
completd oferd avantajul unic de a identifica diferite variante transcriptionale, vitale pentru
elucidarea mecanismelor moleculare specifice. Pentru a intelege efectele modificarilor post-
transcriptionale asupra spermatogenezei, sunt necesare date, care se concentreazd exclusiv pe
traducerea unicelulara si a secventelor de legare a ribozomului.
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CONCLUZII

In studiul dinamicii moleculare a celulelor germinale in timpul spermatogenezei si ale
evolutiei moleculare a spermatogenezei am recurs la datele disponibile referitor la biologia
secventiere a celulelor unice si la perspectivele instrumentelor de analiza a transcriptoamelor
unicelulare cu lungime completd pentru investigatiile moleculare viitoare ale diversitdtii evolutive
a testiculului.

Celulele stem spermatogoniale stau la baza spermatogenezei, sunt cele mai rare dintre toate
celulele germinale ale testiculelor si depasite numeric de diferentierea spermatogoniilor,
spermatocitelor, spermatidelor si spermatozoizilor pe care le produc. Aceste celule stem au
capacitatea de a echilibra diviziunile de auto-reinnoire si diviziunile de diferentiere, de a mentine
rezervorul de celule stem si satisface necesitatile proliferative ale testiculelor. Studiul celulelor
stem spermatogoniale sunt deosebit de complicate, deoarece aceste celule sunt putine la numar si
nu existd in literatura disponibild caracteristici unice de identificare si de reglare de tesutul
testicular in mentinerea liniei spermatogene. Viitorul studiului domeniului biologiei moleculare si
potentialului celulelor stem spermatogoniale va reveni originilor, reglementarii si activitatii
acestor celule in tractul testicular.
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