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Come costruire un testicolo: istruzioni per il montaggio

Le opinioni sono come le palle: ognuno ha le sue.
Clint Eastwood,
in Scommessa con la morte, 1988

La fertilita dei mammiferi dipende dalla generazione di ovuli e spermatozoi sani da cellule
germinali primordiali che vengono specificate (determinate) nelle prime fasi dello sviluppo. Nei
maschi, cio si traduce in spermatozoi che hanno poca somiglianza con la loro cellula di origine.

Le cellule germinali richiedono l'interazione con cellule somatiche specializzate che supportano la
loro differenziazione in spermatozoi. | modelli di laboratorio in grado di riprodurre queste
popolazioni di cellule testicolari costituiscono promettenti applicazioni cliniche nell'infertilita
maschile.

| ricercatori del Premium Research Institute for Human Metaverse Medicine (WPI-
PRIMe), The University of Osaka, Suita, Osaka

nel report

Yoshino T et al.
Reconstitution of sex determination and

the testicular niche using mouse pluripotent stem cells.
Science. 2026 Feb 26,;391(6788):eaea0296.

riportano la generazione artificiale di cellule staminali pluripotenti ingegnerizzate capaci di
formare cellule somatiche e germinali che imitano un testicolo funzionale




La determinazione del sesso nei mammiferi dipende dalla differenziazione delle cellule somatiche
gonadiche, che creano un ambiente sesso-specifico che orienta il destino delle cellule germinali e
garantisce la fertilita.

Sebbene il sesso genetico sia fissato al momento della fecondazione, le cellule germinali
inizialmente rimangono sessualmente indifferenziate e acquisiscono l'identita maschile o
femminile dopo l'interazione con le cellule somatiche gonadiche.

La ricostituzione di questo processo in vitro fornirebbe una potente piattaforma per studiare i
meccanismi alla base della determinazione del sesso e consentire la gametogenesi in vitro.

Tuttavia, nonostante i progressi nella creazione di cellule germinali primordiali (PGCLC) da cellule
staminali pluripotenti, la ricostruzione di un ambiente somatico gonadico funzionale, in
particolare per quanto riguarda la nicchia testicolare, rimane una sfida importante.

Le cellule germinali primordiali (PGC) sono i precursori embrionali dei gameti (spermatozoi e
ovociti), che si formano fuori dalle gonadi e migrano verso le creste genitali nelle prime fasi dello
sviluppo. Sviluppate da cellule staminali pluripotenti, le PGCLC (Primordial Germ Cell-Like Cells)
rappresentano un modello in vitro in grado di differenziarsi in gameti funzionali

In vivo, la gonade bipotenziale subisce la determinazione del sesso attraverso una rete genica
strettamente regolata, avviata dall'espressione di Sry negli embrioni XY, che porta alla
differenziazione delle cellule del Sertoli e alla formazione dei testicoli. Questo processo &
stabilizzato da vie di segnalazione antagoniste e interazioni paracrine che inibiscono il destino
femminile.

Il gene Sry (Sex-determining Region Y) é il fattore chiave localizzato sul braccio corto del
cromosoma Y che innesca lo sviluppo maschile negli embrioni XY, attivando il gene Sox9 e
promuovendo la formazione dei testicoli. In sua assenza o disfunzione, I'embrione si sviluppa
come femmina

Gli autori ipotizzano che la fedele ricostituzione dello sviluppo testicolare in coltura richieda

(i) la generazione di uno stato gonadico bipotenziale,

(ii) la somministrazione di appropriati segnali che determinano il sesso e

(iii) interazioni coordinate tra cellule somatiche testicolari e cellule germinali primordiali.
Per testare cio, abbiamo sviluppato un sistema basato su cellule staminali



pluripotenti che ricostruisce la determinazione del sesso gonadico e supporta la
differenziazione delle cellule germinali maschili in vitro.

Utilizzando cellule staminali embrionali di topo contenenti i geni reporter sesso-specifici, Sox9-GFP
(testicolo) e FoxI2-tdTomato (ovaio), sono state create condizioni di coltura che guidano le cellule
attraverso uno stato gonadico bipotenziale in cellule somatiche testicolari (TesLC) in modo
dipendente dal cromosoma Y.

La modulazione della proteina morfogenetica ossea (BMP) e della segnalazione WNT ha indotto
cellule di supporto SOX9-positive esclusivamente da cellule XY, accompagnate dalla formazione di
strutture simili ai tubuli seminiferi contenenti cellule di Sertoli e cellule interstiziali.

Le analisi del trascrittoma a singola cellula hanno rivelato che la traiettoria di differenziazione in
vitro ricordava da vicino il processo di determinazione del sesso in vivo, con I'emergere di una
popolazione maschio-specifica arricchita per

Sry, Sox9, Amh e Dmrtl,
geni importanti per la differenziazione e/o
la funzione delle cellule di Sertoli.

Combinate con PGCLC, le TesLC hanno formato organoidi testicolari che hanno supportato la
differenziazione delle cellule germinali maschili. In questi organoidi, le PGCLC si sono differenziate
sequenzialmente in prospermatogoni e spermatogoni e hanno ulteriormente progredito in
spermatociti che hanno avviato la meiosi.

Generazione di organoidi testicolari
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Le cellule testicolari (TesLC) possono essere indotte da cellule staminali pluripotenti attraverso il processo
di determinazione del sesso e assemblate con PGCLC derivate da cellule staminali pluripotenti per formare
organoidi testicolari, in cui le PGCLC si differenziano in cellule staminali spermatogoniali funzionali, capaci
di dare origine a spermatozoi maturi dopo il trapianto nei testicoli del ricevente. In basso a destra e
presente un'immagine a fluorescenza di un organoide testicolare. Cromosoma Y.

Cellule staminali germinali (GSCLC) sono state generate dagli organoidi e propagate
indefinitamente in vitro. Dopo il trapianto in topi riceventi infertili, le GSCLC hanno ricostituito la
spermatogenesi e prodotto spermatozoi maturi capaci di fecondazione, dando origine a una prole
sana e fertile. Il sistema ha anche rivelato caratteristiche intrinseche della determinazione del
sesso.

Mentre la differenziazione delle cellule SOX9-positive dipendeva strettamente dalla presenza di un
cromosoma Y, le cellule FOXL2-positive potevano essere generate da cellule XY e supportare
I'oogenesi, sottolineando una fondamentale asimmetria tra i percorsi di determinazione del sesso
maschile e femminile.

Questo studio stabilisce un modello di sviluppo testicolare derivato da cellule staminali
completamente pluripotenti che ricostruisce il processo di determinazione del sesso e genera
cellule staminali spermatogoniali funzionali senza I'uso di tessuto embrionale.

Pertanto gesta piattaforma consente analisi_meccanicistiche dello sviluppo gonadico, della
determinazione del sesso e delle interazioni germo-somatiche e fornisce una base per estendere
la ricostruzione della linea germinale ad altre specie di mammiferi, con ampie implicazioni per la
biologia e la medicina riproduttiva.




