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REFERAT:

Zielstellung: MicroRNAs sind kleine (21-25 Nukleotide), nichtkodierende RNAs
endogenen Ursprungs, die intrazellular die Translation verschiedener Gene regulieren.
Ziel dieser Arbeit war es, das Vorliegen einer Assoziation zwischen der microRNA-

Expression im Seminalplasma und abnormalen Ejakulatparametern zu untersuchen.

Material und Methoden: Das Kollektiv (n=94) setzte sich aus sechs verschiedenen
Gruppen zusammen, die nach den Kriterien der WHO von 2012 klassifiziert wurden:
Normozoospermie  (n=50), Azoospermie (n=7), Oligozoospermie (n=11),
Asthenozoospermie (n=13), OAT (n=8) und Oligoasthenozoospermie (n=5). Im ersten
Schritt erfolgte eine microRNA-Array-Untersuchung von drei verschiedenen Mannern
(diagnostiziert mit Normozoospermie, Oligozoospermie und Azoospermie), um einen
Uberblick tber das microRNA-Expressionsprofil im Seminalplasma in Bezug auf das
Vorliegen eines abnormalen Spermiogramms zu erhalten. Im zweiten Schritt wurde die
Expression dreier Kandidaten-microRNAs - miR-143 (Prostata-spezifisch), miR-210
(Hypoxie-assoziiert) und miR-375 (Androgen-reguliert) - mittels quantitativer real-time-
PCR (qRT-PCR) am gesamten Kollektiv vermessen und deren Expression zu klinischen
Spermienvariablen wie Konzentration, Motilitdt und Morphologie korreliert.

Ergebnisse: Die makroskopische Auswertung der microRNA-Arrays ergab
unterschiedliche Expressionsintensitaten bei Normozoospermie, Oligozoospermie und
Azoospermie fir die selektierten Kandidaten-microRNAs miR-143, miR-210 und miR-
375. In den folgenden gRT-PCR-Analysen konnte kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen dysregulierter microRNA-Expression zu klinischen
Parametern wie Spermienkonzentration, Samenqualitat, progressiver Spermienmotilitat
und Morphologie gefunden werden. Fir die miR-375-Expression in Korrelation zum
Vorliegen eines abnormalen Spermiogramms war ein Trend zur Signifikanz zu erkennen
(p=0,06).

Schlussfolgerung: In dieser Arbeit konnten wir makroskopische Unterschiede in der
microRNA-Array-Expression bei Vorliegen eines abnormalen Spermiogramms zeigen.
Bei der quantitativen Messung der microRNA-Expression im gesamten Kollektiv waren
nichtsignifikante Unterschiede in der Expression der miR-143, miR-210 und miR-375 zu
erkennen. Es sind weitere Studien zur Analyse der Rolle der microRNA-Expression im

Seminalplasma und deren Zusammenhang mit mannlicher Infertilitat notwendig.

Nalazek, Nicoletta: Nachweis und Rolle von microRNAs im Seminalplasma als Faktoren des unerfillten
Kinderwunsches, Halle (Saale), Univ., Med. Fak.; Diss., 55 Seiten, 2015
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VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN UND SYMBOLE

A: Azoospermie

Abb.: Abbildung

Bp: Basenpaare

bzw.: beziehungsweise

ca.: circa

DNA: Desoxyribonukleinsaure

d.h.: das heiBt

cDNA: komplementare DNA

°C: Grad Celsius

D.I.R: Deutsches IVF-Register

engl.: englisch

FRET: Fluorescence resonance energy transfer
FSH: Follikelstimulierendes Hormon

g: Gramm

GnRH: Gonadotropin Releasing-Hormon
HIF-1a: Hypoxia-inducible factor-1a (Hypoxie-induzierter Faktor-1a)
ICSI: intrazytoplasmatische Spermieninjektion
IVF: In-vitro-Fertilisation

IM: Immotilitat

LH: luteinisierendes Hormon

LHRH: luteinisierendes Hormon-Releasing-Hormon
Kl: Konfidenzintervall

M: molar



max.: maximal

min: Minuten

mind.: mindestens

Mio.: Million

miR: microRNA

ml: Milliliter

pl: Mikroliter

mM: millimolar

N: Normozoospermie

nm: Nanometer

NP: nichtprogressive Motilitat

O: Oligozoospermie

OD: optical depth (optische Dichte)

p: statistische probability (Uberschreitungswahrscheinlichkeit, Signifikanzwert)
PCR: polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
PR: progressive Motilitat

gRT-PCR: quantitative real-time PCR (quantitative Echtzeit-PCR)
PSA: Prostata-spezifisches Antigen

pVHL: Von-Hippel-Lindau-Protein

RNA: Ribonukleinsaure

mRNA: messenger RNA (Boten-RNA)

OAT: Oligoasthenoteratozoospermie

ROS: reactive oxygen species (reaktive Sauerstoffspezies)

rBRNA: ribosomale RNA



s.: siehe

s: Sekunde

sRNA: small RNA

Tab.: Tabelle

tRNA: Transfer-RNA

U: Unit

u.a.: unter anderem

U/min: Umdrehungen pro Minute

v.a.: vor allen/allem

WHO: World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation)

z.B.: zum Beispiel
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1. EINLEITUNG

1.1 Ungewollte Kinderlosigkeit

Laut Definition der WHO liegt eine Infertilitat vor, wenn bei einem Paar nach 12 Monaten
trotz regelmaBigem, ungeschutzten Geschlechtsverkehr keine Schwangerschaft eintritt
(WHO, 2012). Es wird geschatzt, dass 10-15% aller Paare weltweit ungewollt kinderlos
sind (WHO, 2012). In ca. der Hélfte der Falle liegt die Ursache der Kinderlosigkeit beim
Mann (Nieschlag, 2009). Insgesamt liegt zudem in etwa 35% der Félle die Ursache bei
beiden Partnern (Schill et al., 2000).

Haufig ist die Diagnose Infertilitat fir die Betroffenen ein groBer Einschnitt im Leben und
kann den Verlust eines Lebensplans bedeuten. Es kénnen Geflihle der Angst, Wut,
Trauer, Scham, Hilflosigkeit, aber auch Hass und Neid auf Paare mit Kindern entstehen.
Fir die Paarbeziehung kann ein unerfillter Kinderwunsch sehr belastend sein, haufig
auch, weil die ,Schuldfrage® im Raum steht oder weil der Wunsch nach einem Kind
unterschiedlich  stark ausgepragt ist. Wenn ein Paar sich fir eine
Kinderwunschbehandlung entscheidet, ist diese gepragt von Phasen des Hoffens und
Bangens und endet mit groBer Enttduschung bei nicht eingetretener Schwangerschaft.

Die mediale Berichterstattung tber die Fortschritte in der Reproduktionsmedizin lasst in
der breiten Offentlichkeit den Eindruck entstehen, dass sich niemand mit einem
dauerhaften unerfiillten Kinderwunsch abfinden muss. Im Deutschen IVF-Register
(D.I.R) werden fast alle Paare erfasst, die sich in einem deutschen Zentrum einer
kinstlichen Befruchtung unterzogen haben. 2012 wurden insgesamt 71.251
Behandlungszyklen in Deutschland durchgefihrt, davon insgesamt 51.958 ICSI- und
IVF-Zyklen (Blumenauer et al., 2014). Die Erfolgswahrscheinlichkeit einer kiinstlichen
Befruchtung, kombiniert aus allen ICSI- und IVF-Zyklen, lag bei 29,62% (Blumenauer et
al., 2014). Die Baby-Take-Home-Rate, definiert als die Anzahl der Geburten pro Anzahl
der durchgefthrten Behandlungen in Prozent, betrug 19,29% (Blumenauer et al., 2014),
das bedeutet, nur knapp jeder finfte Behandlungsversuch mit ICSI/IVF fihrt zur Geburt
eines Kindes. Aus diesem Grund sind in der Regel mehrere Behandlungszyklen
notwendig.

Ein unerfillter Kinderwunsch ist in zunehmendem MaBe auch ein gesellschaftliches
Problem. Durch langere Ausbildungszeiten und personlichen Lebensstil wird der
Kinderwunsch in spéatere Phasen des reproduktiven Alters aufgeschoben. Die damit
verbundene nachlassende Fertilitat sorgt flr eine wachsende Nachfrage an assistierten



reproduktiven Behandlungen. Das spiegeln auch die Daten des Deutschen IVF-
Registers wider: Das Durchschnittsalter von Mannern, die sich mit ihrer Partnerin in
Kinderwunschbehandlung begeben, ist seit 1997 kontinuierlich angestiegen
(Blumenauer et al, 2014). Im Jahre 2013 waren die Manner im Mittel 38,6 Jahre alt
(Blumenauer et al., 2014). Bei Frauen zeigt sich ein ahnlicher Trend; sie waren
durchschnittlich 35,2 Jahre alt (Blumenauer et al., 2014). Zusatzlich kommen mehrere
Studien zu dem Ergebnis, dass sich die Samenqualitat in den industrialisierten Landern
seit den letzten Jahrzehnten verschlechtert hat (Skakkebaek et al., 2006; Pacey, 2012;
Yadav und Kotaja, 2014).

In diesem Zusammenhang besteht groBes Interesse an der Erforschung der Grundlagen
der mannlichen Infertilitit sowie potentiellen Ansatzen zur Verbesserung der

reproduktionsmedizinischen Diagnostik.

1.2 Mannliche Infertilitat

Ungefahr 7% aller Manner sind von Infertilitdt betroffen (Nieschlag, 2009). Die Ursachen
mannlicher Fertilitdtsstérungen sind vielfaltig und auf verschiedenen Ebenen lokalisiert.
Man unterscheidet u.a. endokrine Stérungen, Testesschdden und posttestikulare
Stérungen, die zur reduzierten Samenqualitat fihren (Pacey, 2012). Aber auch
Lebensstilfaktoren wie z.B. Rauchen und Ubergewicht kdnnen negative Auswirkungen
auf die Fertilitat haben (Pacey, 2012). Bei ca. 10% der Manner kann keine Ursache fir
ihre Infertilitat gefunden werden, sodass man von einer idiopathischen Infertilitat spricht
(Nieschlag, 2009).

Bei der Diagnostik méannlicher Reproduktionsstérungen wird ein stufenweises Vorgehen
empfohlen. Nach ausfihrlicher Anamnese und kérperlicher Untersuchung erfolgen
laborchemische Tests und ein Spermiogramm. Die Auswertung erfolgt seit Gber 40
Jahren nach den Kriterien der WHO, basierend auf Parametern wie Ejakulatvolumen,
pH, Spermienkonzentration, -motilitdt und -morphologie (WHO, 2012). Zur Beurteilung
der Fertilitdt eines Mannes nimmt das Spermiogramm den grdBten Stellenwert ein
(Nieschlag, 2009). Haufig gehen méannliche Fertilitatsstérungen mit einem abnormalen
Spermiogramm einher, jedoch kann kein Rickschluss auf die zugrunde liegende
Ursache getroffen werden (Nieschlag, 2009; WHO 2012). Eine prazise Unterscheidung
zwischen fertilen und infertilen M&nnern mittels Spermiogramm ist aber nicht immer ohne
Einschrankungen mdglich, da zwischen diesen beiden Gruppen ein Uberlappender
Bereich existiert (Guzick et al., 2001; Garrido et al., 2008; Natali und Turek, 2011). Auch



eine Prognose Uber die Wahrscheinlichkeit des Eintretens einer Schwangerschaft mittels
Spermiogramm ist nur bedingt méglich (Nieschlag, 2009).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass zum jetzigen Zeitpunkt verlassliche Marker
auf molekularer Ebene zur Diagnostik von méannlicher Infertilitat rar sind (Guzick et al.,
2001; Garrido et al., 2008). Es besteht also zusatzlich zum Spermiogramm ein Bedarf
an nichtinvasiven, aussagekraftigen Markern, um die Diagnostik mannlicher Infertilitat zu

erganzen.

1.3 Spermien und Seminalplasma

Das Spermium (Spermatozoon) ist eine motile mannliche Keimzelle, die ca. 55-60 um
lang ist und aus einem Kopf, einem Mittelstiick und dem Schwanz besteht. Im Kopf
befindet sich der haploide Chromosomensatz, aufsitzend findet sich das kappenartige
Akrosom. Im Mittelstlick sind die Mitochondrien lokalisiert, die die nétige Energie fur die
Fortbewegung des Spermiums zur Eizelle liefern. Der bewegliche Schwanz ermdglicht
die Fortbewegung des Spermiums. Die Bildung der Spermien, auch Spermatogenese
genannt, dauert beim Menschen ca. 75 Tage und lauft Gber mehrere Entwicklungsstufen
(Cooke und Saunders, 2002). Die Passage der Spermien vom Hoden in den
Nebenhoden dauert zusatzlich 12 Tage (Bergmann, 2005). Die Spermatogenese wird
im nachsten Abschnitt (1.3.1) genauer beschrieben.

Das Ejakulat setzt sich aus den Spermien und dem Seminalplasma, in das die Spermien
eingebettet sind, zusammen. Das Seminalplasma ist ein Sekret, das von den
akzessorischen Drisen des mannlichen Geschlechtstraktes sowie auch im Hoden und
Nebenhoden sezerniert wird. Zu den akzessorischen Drisen gehéren die Prostata, die
paarige Samenblase und die Bulbourethraldrisen. Diese steuern ca. 90% des
Ejakulatvolumens bei, wahrend Sekrete aus dem Hoden und Nebenhoden die restlichen
10% ausmachen (Hu et al., 2014). Das Seminalplasma spielt eine wichtige Rolle bei der
Reifung der Spermien und ist zugleich ein wichtiges Transportmedium (Cooper und
Yeung, 2009). Das Seminalplasma ist ein komplexes Gemisch, das u.a. Fructose,
Glycerophosphocholin, Cholesterin, Phospholipide, Prostaglandine, Proteasen,
Prostata-spezifisches Antigen (PSA), saure Phosphatase, Lymphozyten, Ascorbinsaure,
Zink und Urat enthalt (Cooper und Yeung, 2009; Aitken und De luliis, 2010; Gupta et al.,
2011).

Vor der Ejakulation sezernieren die Bulbourethraldrisen ein klares Sekret zur
Neutralisation der Harnréhre. Wahrend der Ejakulation kommt es zur Vermengung der



spermienhaltigen Nebenhodensekrete mit den Sekreten der akzessorischen Drlisen
(Cooper und Yeung, 2009).

1.3.1 Spermatogenese

Das primare mannliche Geschlechtsorgan besteht aus dem Hoden (Testis) und dem
Nebenhoden (Epididymis). Der Hoden ist der Ort der Spermien- und Hormonproduktion.
Die Reifung und Lagerung der Spermatiden findet im Nebenhoden statt, wobei die
Spermatiden sich durch die zahlreichen Ductuli efferentes bewegen, die Hoden mit
Nebenhoden verbinden.

Im Hoden unterscheidet man Leydig- und Sertolizellen. Leydigzellen dienen der
Hormonproduktion und befinden sich im Interstitium. Sertolizellen sind in den
Samenkanélchen untereinander mit Tight-Junctions verbunden und bilden die Blut-
Hoden-Schranke; zusatzlich dienen sie der Versorgung und Reifung der Keimzellen
(Bergmann, 2005).

Die Spermatogenese lauft kontinuierlich ab und ist ein komplexer, streng regulierter
Prozess (Okada et al., 2008). Dabei befinden sich die Spermatogonien an der Wand der
Samenkanélchen und wandern wéahrend ihrer Reifung schraubenférmig ins Lumen
(Cooke und Saunders, 2002). Die Entwicklung von der primaren Keimzelle bis hin zum
reifen Spermium kann in drei Stadien unterteilt werden (Bergmann, 2005):

1) Mitotische Proliferation und Differenzierung von Spermatogonien
2) Meiotische Teilung der Spermatozyten
3) Differenzierung der haploiden Spermatiden zu den Spermien (Spermiogenese)

Aus einer Spermatogonie mit diploiden Chromosomensatz entstehen nach der ersten
mitotischen und zweiten meiotischen Teilung vier Spermatiden mit einem haploiden
Chromosomensatz (Bergmann, 2005). Im Nebenhoden erlangen die Spermatiden ihre
volle Bewegungs- und Befruchtungsfahigkeit durch Differenzierungsprozesse, die als
Spermiogenese zusammengefasst werden (Bergmann, 2005).

Die Spermatogenese wird hormonell Uber die Hypothalamus-Hypophysenachse
gesteuert. Aus dem Hypothalamus wird Gonadotropin Releasing-Hormon (GnRH) und
luteinisierendes Hormon-Releasing-Hormon (LHRH) pulsatil freigesetzt. Auf diesen Reiz
hin folgt die Freisetzung von Follikelstimulierendem Hormon (FSH) und luteinisierendem
Hormon (LH) aus der Hypophyse. FSH wirkt auf die Sertoli-Zellen und férdert die
Keimzellentwicklung. LH stimuliert die Androgenproduktion (insbesondere Testosteron)



in den Leydig-Zellen. Testosteron hemmt seinerseits Uber einen negativen Feedback-
Mechanismus die Ausschittung von LH und FSH. Die Produktion von FSH kann
ebenfalls Uber Inhibin, welches von den Sertoli-Zellen produziert wird, gehemmt werden
(Ubersicht in Weinbauer et al., 2009; Cooke und Saunders, 2002).

Testosteron ist ein Steroidhormon mit vielfaltigen Funktionen. Es fOhrt u.a. zur
Ausbildung und Aufrechterhaltung der Gonadenfunktion, zur Ausbildung von
sekundaren mannlichen Geschlechtsmerkmalen und zur Entwicklung des Muskel-
Skelett-Apparats (Weinbauer et al., 2009). Testosteron vermittelt seine Wirkung auf die
Keimzellentwicklung indirekt Uber Androgenrezeptoren, die an den Sertolizellen
lokalisiert sind (Gelmann, 2002).

1.4 MicroRNAs

1.4.1 Allgemeine Grundlagen

Man unterscheidet zwischen kodierenden RNAs (mRNA) und nichtkodierenden RNAs.
Die nichtkodierenden RNAs werden u.a. in ribosomale RNAs (rRNA), Transfer-RNAs
(tRNA) und small RNAs (sRNA) eingeteilt. MicroRNAs werden zur Gruppe der sRNAs
gezahlt.

MicroRNAs sind kleine (21-25 Nukleotide), nichtkodierende RNAs endogenen
Ursprungs, die intrazellular die Translation verschiedener Gene regulieren (Filipowicz et
al., 2005). Es wird geschatzt, dass bis zu 30% aller humanen Gene von microRNAs
reguliert werden (Lewis et al., 2003; Filipowicz et al., 2008). Uber 2000 microRNAs in
unterschiedlichen Graden der Konservierung konnten im Menschen identifiziert werden
(Griffiths-dJones, 2004). Sie sind in unzahligen Spezies hochkonserviert und an der
Steuerung verschiedener zellularer Prozesse wie Proliferation, Differenzierung,
Stressantwort (z.B. bei Hypoxie, Azidose, DNA-schadigende Agenzien) und Apoptose
beteiligt und sorgen somit indirekt flr eine Veranderung des zelluldren Phénotyps
(Bartel, 2004; He und Hannon, 2004; Cortez et al., 2011). Eine Veranderung der
endogenen microRNA-Konzentration konnte bisher mit unterschiedlichen Erkrankungen
assoziiert werden. Es ist z.B. méglich nicht nur einzelne Zelltypen anhand ihres
microRNA-Expressionsprofils zu identifizieren, sondern auch Tumorentitdten und
Tumorstadien voneinander abzugrenzen (Camps et al., 2008; Cortez et al., 2011;
Greither et al., 2012).



Zum Vorliegen von zirkulierenden microRNAs im Serum und in anderen
Koérperflissigkeiten existieren momentan zwei Theorien: Einerseits wird davon
ausgegangen, dass die an RISC-Proteine gebundenen microRNAs durch Apoptose aus
lysierten Zellen freigesetzt werden. Diese bleiben aufgrund der Bindung Uber lange Zeit
stabil, sind aber biologisch inaktiv (Arroyo et al., 2011). Andererseits existiert die
Hypothese, dass microRNAs mittels Exozytose ins Serum sekretiert werden. Die
exosomal gebundenen microRNAs kdnnten dann von anderen Zellen aufgenommen
werden und deren zellularen Phanotyp unterschiedlich stark beeinflussen. Damit
kénnten microRNAs theoretisch hormonahnliche Funktionen erflillen (Cortez et al.,
2011).

1.4.2 Biogenese

Die fr die microRNAs kodierenden Gene kénnen entweder als eigenstandiges Gen mit
einem eigenem Promoter vorliegen (monocistronisch) oder als sogenanntes Cluster mit
anderen microRNAs von einem gemeinsamen Promotor aus transkribiert werden
(polycistronisch) oder in einem Intron eines proteinkodierenden Gens, mit welchem sie
zusammen transkribiert werden (intronisch), lokalisiert sein (Filipowicz et al., 2005,
2008).

Die Transkription einer microRNA erfolgt im Zellkern mittels RNA-Polymerase Il bzw. 111
Das dabei entstandene Transkript wird als pri-microRNA (primary microRNA)
bezeichnet; ist ca. 1000 Bp lang und besitzt am 3'-Ende einen Poly-A-Schwanz und am
5'-Ende eine 7-Methylguanosin-Kappe. Die pri-microRNA bildet eine Haarnadelstruktur
(engl. stem-loop) aus (Ubersicht in He und Hannon, 2004; Filipowicz et al., 2008).

Im nachsten Schritt wird die pri-microRNA durch den Mikroprozessorkomplex
enzymatisch gespalten; dabei entsteht die pre-microRNA (precursor microRNA; 60-70
Bp). Der Mikroprozessorkomplex setzt sich aus einer Endonuklease der RNase IlI-
Superfamilie, auch Drosha genannt und einem Co-Faktor DGCR8 (engl. DiGeorge
syndrome critical region gene 8) zusammen. Im nachsten Schritt wird die pre-microRNA
mittels Exportin 5 aus dem Zellkern ins Zytoplasma transportiert (Ubersicht in He und
Hannon, 2004; Filipowicz et al., 2008).

Dort erfolgt die Bindung der pre-microRNA an eine weitere Endonuklease der RNase IlI-
Superfamilie, namens Dicer. Dicer entfernt die Haarnadelstruktur der pre-microRNA und
es entsteht ein 21-25 Bp langer microRNA:microRNA-Duplex. Im nachsten Schritt wird
der Doppelstrang von einer Helikase entwunden. Der Strang, dessen 5-Ende am



thermodynamisch weniger stabilen Ende liegt, wird zur reifen microRNA prozessiert,
wahrend der Gegenstrang abgebaut wird (Ubersicht in He und Hannon, 2004; Filipowicz
et al., 2008).

AnschlieBend wird die microRNA in den RNA-induced silencing Complex (RISC)
inkorporiert, der die Interaktion zwischen microRNA und Ziel-mRNA vermittelt. Dabei
erfolgt die Erkennung der Ziel-mRNA durch die microRNA in den meisten derzeit
bekannten Fallen durch die Bindung von microRNAs an eine komplementare Sequenz
im 3 UTR-Sequenz der Ziel-mRNA. Der Grad der Komplementaritat zwischen der seed-
Sequenz der microRNA, die von Nukleotid 2-8 der microRNA reicht, zur 3 UTR-Sequenz
der mRNA bestimmt die weitere Prozessierung der mRNA: So flhrt eine partielle
Komplementaritat zu einer translationalen Repression (engl. translational repression),
wahrend eine perfekte Ubereinstimmung das Zerschneiden der mRNA (engl. mRNA
cleavage) zur Folge hat (Ubersicht in Bartel, 2004; Cortez et al., 2011; Fabian und
Sonenberg, 2012).

1.4.3 MicroRNA-Expressionsalterationen bei mannlicher Infertilitat — Stand
der Forschung

MicroRNAs sind sehr stabil und kommen reichlich in verschiedenen Kérperflissigkeiten
vor (Bartel, 2004; Wu et al., 2013). In forensischen Untersuchungen konnten microRNAs
u.a. im Blut und Serum, Speichel, Urin, Menstrualblut und Ejakulat nachgewiesen
werden (Michael et al., 2010; Wang et al., 2011). In der Arbeit einer chinesischen
Arbeitsgruppe wurden erstmals auch microRNA-Expressionsprofile im Seminalplasma
von fertilen und infertilen Mannern angelegt (Wang et al., 2011).

Die Expression der microRNAs ist von der Zellart und der Differenzierung des Gewebes
abhangig (Bartel, 2004; Krek et al., 2005). Jede microRNA kann verschiedene mRNAs
regulieren und umgekehrt kann auch jede einzelne mRNA von verschiedene microRNAs
reguliert werden, sodass microRNAs als Biomarker flr physiologische und
pathologische Zustande verwendet werden kénnen (Krek et al., 2005; Michael et al.,
2010).

Waéhrend der Spermatogenese spielt die posttranskriptionelle Genregulation durch
microRNAs eine essentielle Rolle (Braun, 1998; Yan et al., 2007; Okada et al., 2008).
Mehrere Studien konnten eine Dysregulation der microRNA-Expression bei
idiopathischer mannlicher Infertilitat belegen und lassen die Vermutung zu, dass eine

Assoziation zwischen mannlicher Infertilitdt und der microRNA-Expression im



Seminalplasma bestehen kénnte (Abu-Halima et al., 2013). Zum jetzigen Zeitpunkt ist
die Datenlage beziglich der microRNA-Expression im Ejakulat und ihrer Assoziation zu
abnormalen Ejakulatparametern schwach.



2. ZIELSTELLUNG

Ziel dieser Arbeit war es, das Vorliegen einer Assoziation zwischen der microRNA-
Expression im Seminalplasma und abnormalen Ejakulatparametern zu untersuchen. Die

Ejakulatanalyse erfolgte nach den Kriterien der WHO von 2012.

Es erfolgte sowohl eine qualitative Analyse mittels microRNA-Arrays sowie eine
guantitative Analyse mittels qRT-PCR. Daflir wurde im ersten Schritt das Seminalplasma
von drei verschiedenen Maénnern (diagnostiziert mit Normozoospermie,
Oligozoospermie oder Azoospermie) zur Erstellung eines microRNA-Expressionsprofil

verwendet und in Bezug zum Vorliegen eines abnormalen Spermiogramms gesetzt.

Im zweiten Schritt wurden nach ausfihrlicher Literaturrecherche drei interessante
Kandidaten-microRNAs selektiert und mittels gRT-PCR an einem Kollektiv von 94
Seminalplasma-Proben vermessen und in Verbindung zu den klassischen
Spermienvariablen gesetzt. Dabei wurde die Expression der miR-143 (Prostata-
spezifisch), miR-210 (Hypoxie-assoziiert) und miR-375 (Androgen-reguliert) vermessen,
weil eine Assoziation mit abnormalen Ejakulatparametern als wahrscheinlich

angenommen wurde. Als Referenz wurde die miR-93 verwendet.
In der Arbeit sollte folgenden Fragen nachgegangen werden:

(1) Unterscheidet sich die qualitative Expression der microRNAs im Seminalplasma bei
Normozoospermie, Oligozoospermie und Azoospermie in der microRNA-Array-

Untersuchung?

(2) Unterscheidet sich die quantitative microRNA-Expression zwischen normwertigen

und abnormalen Spermiogrammen?

(3) Bestehen Unterschiede in der qualitativen microRNA-Expression und der
quantitativen qRT-PCR?

(4) Gibt es eine Assoziation zwischen der H6he der microRNA-Expression und der
Spermienkonzentration sowie der progressiven Spermienmotilitdt oder Morphologie?

(5) Lasst sich eine Aussage Uber Zusammenhénge zwischen der microRNA-Expression

und dem Vorliegen eines abnormalen Spermiogramms machen?



3. MATERIAL UND METHODIK

3.1 Untersuchungskollektiv

Die Ejakulatproben wurden zuvor im Rahmen des durch die Ethik-Kommission der
medizinischen Fakultdt der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg beflirworteten
Forschungsvorhabens "Analyse der molekularen Faktoren mannlicher Infertilitat in
Ejakulat- und Blutproben" gesammelt. Insgesamt wurden 94 Ejakulatproben aus einem
Zeitraum vom 1. September 2010 bis 30. November 2011 ausgewertet. Pro Mann lag
genau eine Probe vor; weitere Nachuntersuchungen fanden nicht statt.

52 Proben stammen von Patienten des Zentrums fir Reproduktionsmedizin und
Andrologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, die sich mit lhrer Partnerin
bereits in einer Kinderwunschbehandlung befanden. Bei den Patienten erfolgte zuvor
eine komplette andrologische Diagnostik.

42 Proben stammen von freiwilligen Probanden. Bei einem Teil dieser Probanden konnte
die Fertilitat nicht sicher bestimmt werden, da die Manner zu dem Zeitpunkt noch keine
Kinder gezeugt bzw. keinen Kinderwunsch hatten. Eine genetische Diagnostik der
Probanden erfolgte nicht. Die weiter unten genannten Ausschlusskriterien wurden in der

Anamnese erfragt.

Personen mit bekannter Infertilitdt aufgrund von Kryptorchismus, Mumps, Varikozele,
Hydrozele, retrograder Ejakulation, erektiler Dysfunktion, chromosomalen Abnormitaten
oder Mikrodeletionen am Y-Chromosom wurden aus der Studie ausgeschlossen.
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3.2 Ejakulatanalyse

Die Ejakulatanalyse erfolgte nach den Kriterien der WHO von 2012 (WHO, 2012).

Tab. 1: Untere Grenzen der Referenzwerte (5%-Perzentilen und ihre 95%-
Konfidenzintervalle) fur Ejakulatparameter nach den Kriterien der WHO von 2012

Parameter (Einheit) Unterer Grenzwert
Volumen der Samenfllssigkeit (ml) 1,5 (1,4-1,7)
Gesamtspermienzahl (108 pro Ejakulat) 39 (33-46)
Spermienkonzentration (10%/ml) 15 (12-16)
Gesamtmotilitat (%) 40 (38-42)
Progressive Motilitat (%) 32 (31-34)
Vitalitat (%) (Eosintest) 58 (55-63)
Normalform (%) 4 (3,0-4,0)

Nach WHO erfolgt die Klassifizierung der Spermienmotilitat in progressive Motilitat (PR),
nichtprogressive Moatilitdt (NP) und Immotilitat (IM). Dabei meint die progressive Motilitat
Spermien, die sich linear oder im groBen Bogen aktiv vorwartsbewegen, ohne die
Geschwindigkeit zu bericksichtigen. Die nichtprogressive Motilitat definiert alle anderen
Muster der Spermienmotilitdt ohne Progression, z.B. Schwimmen in kleinen Kreisen,
Schwanzbewegungen, die den Kopf nicht fortbewegen, oder wenn nur
Schwanzbeweglichkeit beobachtet werden kann. Bei Immotilitat ist keine Beweglichkeit
zu sehen. Die Gesamtmotilitét ist die Summe aus progressiver und nichtprogressiver
Motilitat (WHO, 2012).

Tab. 2: Nomenklatur zur Beurteilung der Ejakulatparameter bzw. Samenqualitat
nach den Kriterien der WHO von 2012

Asthenozoospermie <32% progressiv-motile (PR) Spermien
Azoospermie keine Spermien im Ejakulat nachweisbar
Normozoospermie Gesamtzahl (oder Konzentration) von Spermien

im Ejakulat sowie Prozentanteil von progressiv-
motilen Spermien (PR) und morphologisch
normalen Spermien gleich oder Uber des

jeweiligen Referenzwertes
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Oligoasthenozoospermie

Gesamtzahl (oder Konzentration) und progressive
Motilitat (PR) eingeschrankt

Oligoasthenoteratozoospermie
(= OAT)

Gesamtzahl (oder Konzentration), progressive
Motilitdat  (PR) (< 4%
Normalformen) eingeschrankt

und  Morphologie

Oligozoospermie

Gesamtzahl (oder Konzentration) (< 15 Mio.
Spermien/ml) eingeschrankt

Teratozoospermie

Anteil

Spermatozoen (<4% normale Formen)

verminderter morphologisch normaler

3.3 Spermienseparation vom Seminalplasma

Im nachsten Schritt erfolgte die Abtrennung der Spermien vom Seminalplasma bei 4000

U/min fir 10 min. Die anschlieBenden Versuche wurden ausschlielich mit dem

Seminalplasma durchgefihrt. Bei 10 Proben erfolgte zur Sicherheit der mikroskopische

Ausschluss von Spermien.

3.4 Materialien

3.4.1 Chemikalien

Chloroform
Desoxyribonukleotid-Mix 10 mM
Ethanol (96% und 70%)
Entwickler (Kodak)

Fixierer (Kodak)

Isopropanol

Trizol-Reagenz

Wasser fir die Molekularbiologie (RNase-frei)

Roth (Karlsruhe)

Thermo Scientific (Rockford, USA)
Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (Hamburg)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Roth (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
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3.4.2 Kits, Tag-Man-microRNA-Assays und Arrays

HotStarTag DNA Polymerase
Human Apoptosis-Associated miRNA Array
Human MicroRNA Array | - IV

RevertAid™ H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit

RNase-Free DNase Set
TagMan microRNA Assays
Hsa-miR-143
Hsa-miR-210
Hsa-miR-375

Hsa-miR-93

3.4.3 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Analysenwaage

Becherglaser

Bio Photometer

Brutschrank 1G750

Einweghandschuhe

Einweg-Plastik-Artikel (Pipetten, Wageschalchen)
Greiner/Falconréhrchen

Hybridisierungsofen

iCycler™ Thermal Cycler (real-time-cycler)

Magnetic Stand

13

Qiagen (Hilden)
Signosis (Kalifornien, USA)
Signosis (Kalifornien, USA)

Thermo Scientific (St. Leon-Rot)

Quiagen (Hilden)

Applied Biosystems (Darmstadt)
Part-Number: 4427975/ 1D 000466
Part-Number: 4427975/ 1D 000512
Part-Number: 4427975/ 1D 000564

Part-Number: 4427975/ ID 000432

Kern (Balingen-Frommern)
Merck (Darmstadt)
Eppendorf (Hamburg)
Jouan (Unterhaching)
Sempermed (Wien)
Greiner (Frickenhausen)
Greiner (Frickenhausen)
UVP (Cambridge, UK)
Bio-Rad (Mlnchen)

Ambion (Texas, USA)



Messzylinder

Pipetboy (automatische Pipette)
Pipetten

Pipettenspitzen
gRT-PCR-GefaBe/Deckel
ReaktionsgefaBe
Rollenmischgerat

Roéntgenfilme CL-XPosure Film
Rontgenfilmkammer
Thermocycler T3000
Spitzenbox

Sprout™ Tischzentrifuge
UVette® routine pack (Kuvetten)
Vortex Mixer

Zentrifuge CR4 22

Zentrifuge 5415D

3.5 RNA-Praparation

Merck (Darmstadt)

IBS IntegraBiosciences (Fernwald)
Eppendorf (Hamburg)

Greiner (Frickenhausen)

Peqglab (Erlangen)

Biozym (Hessisch Oldendorf)
Kisker (Steinfurt)

Thermo Scientific (Rockford, USA)
Roth (Karlsruhe)

Biometra (Géttingen)

Greiner (Frickenhausen)

Kisker (Steinfurt)

Eppendorf (Hamburg)

StarLab (Ahrensburg)

Jouan (Unterhaching)

Eppendorf (Hamburg)

3.5.1 RNA-Isolation mittels Phenol-Chloroform-Extraktion (Trizol)

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte mittels Trizol-Reagenz (Invitrogen, Karlsruhe)

laut Herstellerprotokoll. Dazu wurden 200 pl Seminalplasma fir 10 min bei 4000 U/min

zentrifugiert und das Dekantat in 1 ml Trizol aufgenommen und gevortext. Nach einer

Inkubationszeit von 5 min wurden 200 pl Chloroform hinzugegeben und vorsichtig per

Hand gemischt. Das Gemisch wurde fur 10 min bei 12 000 U/min zentrifugiert und die

wassrige Oberphase in ein frisches GefaB pipettiert. Der Oberphase wurden 70 pl einer

DNase Lésung zugefligt und der Ansatz fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach



Zugabe von 500 ul Isopropanol wurde der Ansatz gevortext und Uber Nacht bei -20°C
inkubiert. Am n&chsten Tag wurde das Gemisch mit 12 000 U/min fir 10 min bei 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das RNA-Pellet mit eisgekiihltem
96%igen Ethanol gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Wiederholung des
Waschschrittes mit 70%igem Ethanol. Nach erneuter Zentrifugation wurde der
Uberstand abgenommen und das Pellet luftgetrocknet. Im Anschluss wurde das Pellet
in 25 pl RNase-freiem H,O aufgeldst. Die Lagerung erfolgte kurzzeitig bei -20°C und
langzeitig bei -80°C.

3.5.2 RNA-Konzentrationsbestimmung

Far die Konzentrationsbestimmung mittels Photometrie wurde die RNA-Probe 1:50 mit
Wasser (RNase-frei) verdinnt. Die Referenzlésung bestand aus 2 pl RNase-freiem
Wasser und 98 pl Aqua-bidest gemischt. Die Messung der gewonnenen RNA-Menge
erfolgte bei einer Absorption von 260 und 280 nm. Die mdgliche Proteinkontamination
errechnet sich aus dem Verhaltnis der OD,¢, und OD,g,. Der Wert stellt einen Indikator
fir den Reinheitsgrad der RNA-Probe dar und sollte idealerweise zwischen 1,7 und 2,1
liegen.

3.6 Qualitative microRNA-Expressionsanalysen

Um einen Uberblick Gber die microRNA-Expression im Seminalplasma zu erhalten,
erfolgte eine microRNA-Array-Untersuchung von drei verschiedenen Proben mit je
einmal Normozoospermie, Oligozoospermie und Azoospermie zur Erstellung eines

Expressionsprofils.

3.6.1 MicroRNA-Array-Expressionsprofile

Die microRNA-Arrays basieren auf dem Prinzip von Membran-gekoppelten Sonden.
Insgesamt wurden 244 verschiedene microRNAs im Seminalplasma mittels Human
microRNA Arrays |-IV und Human Apoptosis-Associated microRNA (Signosis,
Kalifornien, USA) untersucht. Die Durchfihrung der Schritte erfolgte geman
Herstellerprotokoll.
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3.6.2 Annealing der microRNA mit dem Oligo-Mix

Der Reaktionssatz setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:

5 ug Gesamt-RNA
5 ul Oligo mix |
ul Array Detection Oligo
20 pl Annealing Puffer
x ddH,0

40 Gesamtvolumen

Der microRNA/Oligo-Hybridmix wurde anschlieBend bei 72°C fir 5 min und bei 53°C far

weitere 90 min inkubiert.

3.6.3 Selektion der microRNA/oligo-Hybridstrange

5 ul Beads wurden mit 100 pl Annealing-Puffer gewaschen und daraufhin mit 40 pl Bead-
Binding-Puffer und 40 pl microRNA/Oligo-Hybridmix vermengt. Nach der Inkubation bei
37°C fur 30 min wurde der Ansatz fir 30 s auf eine Magnetplatte platziert und der Puffer
abgenommen. Danach wurden die Beads zweimal mit 100 pl Bead-Wasch-Puffer
gereinigt.

3.6.4 Ligation der microRNA-oligos
Die Beads wurden mit 50 pl Ligations-Puffer resuspendiert und fir 30 s auf die

Magnetplatte gestellt. Nach Abnehmen des Ligations-Puffers wurden die Beads erneut
mit 20 pl Ligations-Puffer und 2 pl Ligase gemischt und bei 37 °C fir 90 min inkubiert.

3.6.5 T7 RNA-Transkription des ligierten Molekiils

Im né&chsten Schritt wurde der Ansatz mit 100 pl Bead-Wasch-Puffer gereinigt und far
30 s auf die Magnetplatte platziert und der Puffer abpipettiert. Die Resuspension der
Beads erfolgte mit 20 pl Extension-Mix.
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Fir die Inkubation wurde folgendes Programm gewahlt:

94°C 2 min
54°C 1 min
72°C 90s
94°C 30s

E

AnschlieBend wurde der Ansatz fir 30 s auf die Magnetplatte gestellt und 20 pl
Extension-Mix wieder abgenommen und in ein neues GefaB transferiert. Es wurden 20
pl Labeling-Mix und 1 pl T7-RNA-Polymerase hinzugegeben und der Ansatz fir 60 min
bei 37 °C inkubiert.

3.6.6 Prahybridisierung und Hybridisierung

Die Arraymembran wurde in einem Réhrchen platziert und mit dH,O angefeuchtet.
AnschlieBend wurde warmer Hybridisations-Puffer hinzugegeben und die Membran bei
42°C far 60 min inkubiert.

Nach Dekantieren des Hybridisations-Puffers wurde die Membran bei 42°C Uber Nacht
mit 4 pl Hybridisations-Puffer und dem zuvor hergestellten Ansatz hybridisiert. Am
folgenden Tag wurde die Membran mit 20 ml Hybridisations-Wasch-Puffer gereinigt und
bei 42°C fir 20 min inkubiert.

3.6.7 Detektion

Im folgenden Schritt wurde die Membran in eine leere Spitzenbox transferiert und mit 10
ml Detektions-Wasch-Puffer abgespiilt. AnschlieBend wurde die Membran fir 30 min bei
Raumtemperatur unter leichtem Schatteln mit 15 ml Blocking-Puffer inkubiert. Es wurde
eine Mischung aus 15 pl Streptavidin-HRP-Konjugat und 1 ml Blocking-Puffer
hinzugeflgt und die Membran far weitere 45 min inkubiert. Danach wurde die Membran
far je 10 min mit je 15 ml Detektions-Wasch-Puffer gereinigt und im Anschluss auf eine
Detektionsfolie platziert. Die Inkubation erfolgte mit je 500 pl Substrat A und B fir 5 min
bei Raumtemperatur. Zur Detektion der microRNA-Spots wurde ein Film fir mehrere
Sekunden auf die Membran aufgelegt und anschlieBend mit der Entwicklersubstanz
inkubiert. Danach wurde der Film gewassert und fixiert.
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3.7 Quantitative microRNA-Expressionsanalysen

Die Quantifizierung der microRNA-Expression erfolgte in zwei Schritten. Zuerst wurde
eine cDNA-Synthese spezifischer microRNAs mittels stem-loop-Primer durchgefihrt.
AnschlieBend wird die hergestellte cDNA mittels qRT-PCR vermessen. Als Referenz
wurde die Expression der miR-93 verwendet.

3.7.1 cDNA-Synthese

Mit Hilfe der reversen Transkriptase wurde 1 pl isolierte RNA in cDNA umgeschrieben.
Das benétigte Volumen wurde mit folgender Gleichung bestimmit:
7 Cr \'_1(”.53/‘““
“'.;{_u_.: -1 ‘U{

2 ng

Der Ansatz zur cDNA-Synthese setzte sich wie folgt zusammen:

0,17 ul  dNTPs (100 mM)

1,1 pl - reverse Transkriptase (MuLV)
3,3 ul - 5x Puffer

0,21 ul RNase-Inhibitor

1,5 pl - stem-loop-Primer (5x)

3,72 ul RNase-freies H,O

5 pl - verdinnte RNA-LSsung (2 ng/ul)

15 ul - Gesamtvolumen

Fir die cDNA-Synthese wurde folgendes Programm gewahlt:

16°C 30 min
42°C 30 min
85°C 5 min
4°C

N

Die synthetisierte cDNA wurde bei -20°C gelagert.
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3.7.1 Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)

Im zweiten Schritt erfolgte die quantitative Messung der microRNA-Expression mittels
gRT-PCR. Bei der qRT-PCR kann die Anzahl der neu gebildeten cDNA-Produkte in
Echtzeit erfasst werden. Die eingesetzten TagMan-Sonden beruhen auf dem Prinzip des
Fluorescence resonance energy transfer (FRET). Die Sonde besitzt an einem Ende
einen Reporterfarbstoff und am anderen einen Quencher. Quencher unterdriicken die
Signale von fluoreszierenden Farbstoffen in ihrer Umgebung. Die Sonde bindet an
einzelstrangige cDNA-Sequenzen zwischen den Primern und wird im Verlauf der PCR
aufgrund der 5'-3'-Exonuklease-Aktivitdt der Polymerase abgebaut. Dabei wird der
Reporterfarbstoff freigesetzt und beginnt zu fluoreszieren. So kann der Produktverlauf
gemessen werden.

Fir den folgenden Reaktionsansatz wurde das HotStar-Tag-Kit (Qiagen, Hildesheim)
verwendet:

9,1 pl H.O

1,5 pl Puffer

1,2 ul MgCl, (25 mM)

1,0 ul dNTPs (100 mM)

1,0 ul TagMan-Primer

0,2 pl HotStar-Tag-Polymerase

14,0 ul Reaktionsansatz
+1,0 u cDNA
15 pl Reaktionsansatz

Fur die gRT-PCR wurde folgendes Programm gewahlt:

1. 95°C 15 min
2. 95°C 30s 40 Zyklen
3. 60°C 1 min

3.8 Statistik

Die Berechnung des relativen Expressionsunterschieds einer behandelten Probe zur
Kontrolle erfolgte mittels der 22°T-Methode (Livak und Schmittgen, 2001, 2008) . Dabei
handelt es sich um eine relative Quantifizierung bei dem die CT-Werte der einzelnen
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microRNAs auf die Expression der Referenz-microRNA (miR-93) bezogen werden. Der
CT-Wert (=threshold cycle) ist der Wert, bei dem die Produktmenge einen bestimmten
Schwellenwert Uberschreitet. Ein niedriger CT-Wert entspricht einer hohen Expression.
Eine 100% PCR-Effizienz wurde angenommen.

ACT = CT-Wert pProbe - CT-Wert Referenz

Die Daten wurden statistisch mittels des Mann-Whitney-U-Test, Spearman-Rank und
einfaktorieller ANOVA ausgewertet. Der nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test wird
bei nicht normal verteilten Datensatzen angewendet und vergleicht unabhangige,
ungepaarte Stichproben miteinander. Bei der Auswertung von einer Variablen zwischen
drei oder mehr Gruppen wurde eine einfaktorielle, parametrische ANOVA angewendet.
Der Spearman-Rank-Test ist ein nichtparametrischer Test und wurde firr die Korrelation
zwischen zwei verschiedenen Merkmalen verwendet. Fir die Messwerte unter der
Nachweisbarkeitsgrenze wurde ein Wert angenommen, der die zu erwartende
Verteilung abbildet, d.h. der angenommene Wert spiegelt das zu erwartende Mittel der
Messwerte unter der Nachweisbarkeitsgrenze wider um ein Bias zu vermeiden. Die
statistische Auswertung erfolgte mit der Software SAS Version 9.3 (SAS Institute, Carey,
NC).

Als signifikant wurden alle Werte eingestuft, die unterhalb der Signifikanzschwelle von
p=<0,05 lagen. Ein p-Wert zwischen 0,05-0,1 zeigte einen statistischen Trend an.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Untersuchungskollektiv

Das Kollektiv bestand aus insgesamt 94 Probanden und Patienten, davon 50 mit einem
normwertigen Spermiogramm und 44 mit einem abnormalen Spermiogramm. Die
Samenqualitat wurde nach den Vorgaben der WHO von 2012 klassifiziert und setzt sich

in dem Kollektiv wie folgt zusammen:

B Normozoospermie (55 %)
B Azoospermie (8 %)

M Oligozoospermie (12 %)

M Asthenozoospermie (14 %)

m OAT (6 %)

m Oligoasthenozoospermie (5 %)

Abb. 1: Zusammensetzung des Kollektivs aufgeteilt nach den Kriterien der WHO
von 2012

Tab. 3: Vergleich von klinischen Parametern zwischen den Patienten und
Probanden mit normwertigem und abnormalem Spermiogramm. Die Klassifikation

erfolgte nach den Kriterien der WHO von 2012

Parameter Normwertiges Abnormales p-Wert*
Spermiogramm, n=50 Spermiogramm, n=44

Median (25%-75% Quantil)  Median (25%-75% Quantil)

Alter [Jahre] 29 (25-33) 31,5 (28-37) 0,01*
Progressive Motilitat [%] 49 (39-60) 30 (2,5-33,5) <0,0001
Konzentration [108/ml] 48,7 (17,5-97,3) 6,1(0,1-19,7) <0,0001
Normalform [%)] 15 (8-21) 4 (2-10) <0,0001

* Mann-Whitney U-Test
** Sensitivitdtsanalyse
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Das mittlere Alter der Manner mit einem normwertigen Spermiogramm betrug 29 Jahre.
Die progressive Motilitat lag bei 49%, die Spermienkonzentration bei 48,7 x 108/ml und
der Anteil der Normalform bei 15%. Das Kollektiv mit abnormalem Spermiogramm wies
ein Durchschnittsalter von 31,5 Jahren auf. Die progressive Motilitat lag bei 30%, die
Spermienkonzentration bei 6,1 x 108ml und es fand sich ein Anteil von 4% der
Normalform. Aufgrund eines statistisch signifikanten Altersunterschieds zwischen den
beiden Gruppen (p=0,01; s. Tab. 3) wurden die Analysen in Form einer
Sensitivitdtsanalyse fir das Alter der Probanden und Patienten adjustiert, da Alter die
Ergebnisse als Confounder verzerren koénnte. Hier zeigten sich keine relevanten
Abweichungen der geschétzten Effekte von den unadjustierten Analysen; insbesondere
zeigten sich keine signifikanten Beziehungen nach Adjustierung fur Alter.

4.2 MicroRNA-Arrays

Im ersten Schritt erfolgte Analyse der Expression von insgesamt 244 verschiedenen
microRNAs aus dem Seminalplasma von drei verschiedenen Proben mit je einmal
Normozoospermie, Oligozoospermie und Azoospermie mittels flinf unterschiedlicher
microRNA-Arrays. Das Ziel war einen Uberblick {iber das microRNA-Expressionsprofil
in Bezug zum Spermiogramm zu erlangen und im Anschluss interessante Kandidaten-

microRNAs flr weitergehende Untersuchungen zu selektieren.

Tab. 4: Makroskopisches microRNA-Expressionsprofil im Seminalplasma bei je
einmal Normozoospermie (N), Azoospermie (A) und Oligozoospermie (O)

miR NI A|O miR N|A| O miR N| A O
1 + | - | - 33 + |+ | + 146a + | -] -
7 + |+ | + 33b + | + + 146b + - -
Let-7a - - - 34a + |+ | + 147 - -+
Let-7b - - - 34b + |+ | + 148 - -] -
Let-7c - - - 34c + - + 148a + |+ | +
Let-7d - - - 92 - - - 149 + | + | -
Let-7e + |+ |+ 92b - - - 150 + |+ | -
Let-7f + | - | - 93 + - - 151 + | - | -
Let-7g + |+ | + 95 + | + - 152 + |+ | +
Let-7i - -] - 96 + |+ | + 153 - - | -
9 + |+ | + 99a - - - 154 + |+ | +
9.1. + |+ | + 100 + | + + 154# + |+ | +
10a + |+ | + 101 + | + - 155 + |+ | +
10b + | - | - 101.1 + | + - 181a + |+ | +
15a - -] - 103 + | + - 181b + | - | -
15b - - - 105 + |+ | + 181c + |+ | +
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miR N A O miR N | A O miR N A|O
16 + |+ |+ 106a + |+ | + 181d + |+ |+
17.3. + | - |+ 106b + |+ | + 182 + |+ |+
17-3p + |+ | - 107 - -] - 183 + |+ |+
17-5p + | + - 122a + + + 184 + | + | +
18a + | - - 124a + - + 185 -+ | -
18b + | - - 125a + |+ | + 186 S ]
19a + | + | + 125b - - + 187 -+ |+
19b + |+ | + 126 + - + 188 + | + | +
20a + | - |- 127 -+ ] - 189 + | - |+
21 + |+ | - 128a N 190 N
22 + | - |+ 128b - -] - 191 A I I
23a + - |- 130a + |+ | + 192 v - |+
24 - - - 131 + - - 193a - -+
25 + |+ |+ 132 - - - 193b - - |+
26a - - - 133a + - - 194 + |+ | +
26b - - - 133b + - - 195 - - -
27a - - - 134 + - - 196a + |+ | +
27b - - - 135a - - + 196b + | - B
28 + |+ |+ 135b Y+ | o+ 197 T
29a - - - 136 + | + - 198 + |+ | -
29b - - - 137 + | + + 199a + |+ | +
29¢ - -] - 138 - -+ 199a*a o R
30a.1 + | - | - 139 + |+ |+ 199b + |+ | +
30a.2 - - - 140 + | + - 200a + | - B
30b - - - 141 + |+ - 200b + | + | -
30c - - - 142 - - - 200c + | - -
30d -+ |+ 142-3p - + - 2020 + |+ | +
30e.3 -+ |+ 142-5p - - + 203 + |+ | -
30e.5 + |+ | + 143 + |+ + 204 + - -
31 + |+ |+ 144 - - - 205 + |+ | +
32 -+ | - 145 + | + - 206 + | + | -
210 + | + - 329 + + + 379 + | + | +
211 + - + 330 + + + 380-3p + | + | +
212 + |+ | + 331 + - - 380-5p + |+ | +
213 + | + | + 335 + + + 381 + | + | +
214 + |+ | - 337 + + + 382 + | + | +
215 - -] - 338 + |+ | + 383 + |+ |+
216 + |+ | + 339 + | + + 384 + |+ | +
217 + | - |+ 340 - |+ | 4+ 409-5p + |+ |+
218 + |+ |+ 342 + |+ | + 410 + |+ | +
219 + | + | + 345 + + + 411 + | + | +
220 + |+ | + 346 - + + 412 + | + | +
221 + |+ | - 361 + | + + 422a + |+ | +
222 + | + - 362 + + + 422b + | + | +
223 + |+ | + 363 - + | + 423 + |+ | +
224 + | + | + 363# + |+ | + 424 + |+ | +
231 + |+ | + 365 - + + 425 + | + | +
296 + | - | - 367 + |+ | + 425-5p | + | + | +
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miR N A|O miR N | A| O miR N  A|O
299-3p + |+ | + 368 + | + + 429 + |+ | +
299-5p + |+ | + 369.3.3 + | + + 432 + |+ | +
301 - - + 369.5. + + + 432# + | + | +
302a - -+ 369-3p - - - 433 + |+ | +
302a# + | - | + 369-5p - + - 448 + |+ | +
302b + |+ | + 370 + + + 449 + |+ | +
302b# + |+ | + 371 + - + 449b + |+ | +
302c + |+ | + 372 + - - 450 + | + | +
302c# + |+ | + 373 + + + 451 + | + | +
302d + |+ | + 373# + + + 452 + |+ | +
320 + | - |+ 374 - - - 452# + |+ | +
323 + - - 375 + + + 453 + | + | +
324-3p + |+ | + 376a + | + + 455 + |+ | +
324-5p + |+ | + 376a# - + + 483 + |+ | +
325 + |+ | + 376b + + + 488 + |+ | +
326 + |+ | + 377 + + + RNU48 + |+ | +
328 + |+ | + 378 + + + U6 + |+ | +

+ Expression detektierbar / - keine Expression detektierbar

4.2.1 Venn-Diagramm

Die Anzahl der exprimierten microRNAs in den Arrays fir jede Probe wurde mit dem

Venn-Diagramm dargestellt. Es beruht auf den Arbeiten von John Venn (1834-1923) und

macht die graphische Darstellung verschiedener Mengen mdglich. Die Schnittmengen

beinhalten jeweils die Anzahl der gleich stark exprimierten microRNAs zwischen den

Gruppen, wahrend der Kreis ohne Uberlappung die Anzahl der exprimierten microRNAs

der spezifischen Probe enthalt. Die Anzahl der gleich stark exprimierten microRNAs fir

alle drei Gruppen ist in der Mitte dargestellt.
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Normozoospermie
184

139 147

127

136 Azoospermie

163

Oligozoospermie
157

Abb. 2: Venn-Diagramm mit der Anzahl exprimierter microRNAs zwischen drei
verschiedenen Mannern mit je einmal Normozoospermie, Oligozoospermie und

Azoospermie

Bei Normozoospermie und Oligozoospermie fanden sich 139 gemeinsam exprimierte
microRNAs, zwischen Normozoospermie und Azoospermie hingegen 147. Zwischen
Oligozoospermie und Azoospermie fanden sich 136 gemeinsame microRNAs. Zwischen
allen drei Gruppen fanden sich 127 gemeinsam exprimierte microRNAs.

4.2.2 Makroskopische Analyse der microRNA-Array-Expressionsprofile

Makroskopisch detektieren die microRNA-Arrays eine deutliche Expression der miR-375
Bei

Normozoospermie und Azoospermie ist die Expression optisch starker als bei

in allen drei Proben. Die miR-143 wird unterschiedlich stark exprimiert:

Oligozoospermie. Die miR-210 lasst sich bei Normozoospermie und Oligozoospermie
makroskopisch schwach detektieren, wohingegen keine Expression bei Azoospermie
besteht.
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Abb. 3: MicroRNA-Expressionsprofil bei Normozoospermie
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Das microRNA-Expressionsprofil detektiert makroskopisch eine deutliche Expression der miR-375 (grin)
und miR-143 (rot) bzw. eine schwache Expression der miR-210 (blau). Auf den microRNA-Arrays wird jede
microRNA aufgrund einer Doppelbestimmung durch zwei Spots reprasentiert. Bei der unteren horizontal
verlaufenden Reihe sowie den beiden senkrecht verlaufenden Reihen auf der rechten Seite handelt es sich

um (orange).
& w [ 1]
(1)
aE J o8
& L ' aE | s 88 et
Y ] "D e @98
e et °8
s9 oo BB . =
E B
L L] GEDEAIERSROCEODEDGRSR

Abb. 4: MicroRNA-Expressionsprofil bei Oligozoospermie

Das microRNA-Expressionsprofil detektiert makroskopisch eine deutliche Expression der miR-375 (griin),
eine moderate Expression der miR-143 (rot) und schwache Expression der miR-210 (blau). Auf den
microRNA-Arrays wird jede microRNA aufgrund einer Doppelbestimmung durch zwei Spots reprasentiert.
Bei der unteren horizontal verlaufenden Reihe sowie den beiden senkrecht verlaufenden Reihen auf der

rechten Seite handelt es sich um (orange).
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Abb. 5: MicroRNA-Expressionsprofil bei Azoospermie

Das microRNA-Expressionsprofil detektiert makroskopisch eine deutliche Expression der miR-375 (griin)
und der miR-143 (rot) und keine Expression der miR-210 (blau). Auf den microRNA-Arrays wird jede
microRNA aufgrund einer Doppelbestimmung durch zwei Spots reprasentiert. Bei der unteren horizontal
verlaufenden Reihe sowie den beiden senkrecht verlaufenden Reihen auf der rechten Seite handelt es sich

um (orange).

In Verbindung mit den oben aufgeflhrten Ergebnissen und nach detailliertem
Literaturstudium wurden die miR-143, miR-210 und miR-375 fir weitere
Untersuchungen ausgewahlt. Ausgewahlt wurde die miR-143 als Prostata-spezifische
microRNA, die miR-210 als Hypoxie-assoziierte microRNA in Zusammenhang mit

26



oxidativem Stress und die miR-375 als Androgen-regulierte microRNA. Als Referenzgen
diente die konstant exprimierte miR-93.

4.3 Quantitative Analyse der microRNA-Expression

Die Expression der miR-143, miR-210 und miR-375 wurde in 94 Seminalplasma-Proben
mittels gRT-PCR vermessen und die erhaltenen Ergebnisse zu klinischen Parametern
der Probanden und Patienten wie z.B. Spermienkonzentration, Samenqualitat,
progressiver Spermienmotilitdt, Morphologie und Fertilitdtsstatus statistisch korreliert.
Der Nachweis von miR-143 gelang in 71, von miR-210 in 77 und von miR-375 in 80 von
insgesamt 94 Seminalplasma-Proben. Der mediane ACT-Wert der miR-143 lag bei
0,0033 [0-7,88], der miR-210 bei 0,0062 [0-4,05] und der miR-375 bei 0,04 [0-132,89].

4.3.1 MicroRNA-Expression beim normwertigen und abnormalen
Spermiogramm

Zunachst wurden die Daten graphisch mittels Box-Plot-Analysen dargestellt, um die
microRNA-Expression zwischen Mannern mit normwertigen und abnormalen
Spermiogramm vergleichen zu kénnen. Dieser Plot bietet die Mdglichkeit, die Streuung
und Verteilung der Daten zu zeigen. Hier ist zu erkennen, dass die Expression der miR-
375 und miR-210 im Untersuchungskollektiv mit normwertigem Spermiogramm hdéher
sind als in der Gruppe mit abnormalem Spermiogramm. Jedoch unterscheidet sich die
microRNA-Expression der miR-375 (p=0,93) bzw. der miR-210 (p=0,67) nicht signifikant
zwischen den Gruppen. Dahingegen ist die Expression der miR-143 beim normwertigen
Spermiogramm niedriger; jedoch ist auch dieser Effekt statistisch nicht signifikant
(p=0,36).
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Abb. 6: Boxplot-Analyse der relativen microRNA-Expression beim normwertigen
(1) und abnormalen (2) Spermiogramm

Es werden die Verteilungen der Expression der miR-143, miR-210 bzw. miR-375 beim normwertigen (1) und
abnormalem Spermiogramm (2) unterschieden. In der Box sind 50% aller Daten enthalten und der Balken
innerhalb der Box entspricht dem Median der microRNA-Expression der jeweiligen Gruppe. Die Whisker
markieren das untere 2,5% - bzw. das obere 97,5% Quantil. Die schwarze, horizontale Linie markiert die
Detektionsgrenze (kleinster gemessener Wert > 0). Der Abstand zwischen dieser Linie und dem unteren
Whisker ist proportional zum geschétzten Mittel der Messungen unterhalb der Detektionsgrenze.
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4.3.2 MicroRNA-Expression und Spermienkonzentration

Um eine  Assoziation zwischen der  microRNA-Expression und der
Spermienkonzentration zu identifizieren, wurden die Daten mittels linearer
Korrelationsanalyse nach Spearman-Rank ausgewertet. Die Ergebnisse fir die miR-
143, miR-210 und mir-375 wurden als Streudiagramm dargestellt. Es konnte keine
Korrelation zwischen dem microRNA-Expressionslevel der miR-143 (r=-0,04; p=0,66),
miR-210  (r=-0,01; p=0,96) bzw. miR-375 (r=-0,04; p=0,74) und der

Spermienkonzentration gefunden werden.
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Abb. 7: Streudiagramme zur Veranschaulichung der Korrelation zwischen
microRNA-Expressionslevel und Spermienkonzentration

Gezeigt ist die relative microRNA-Expression der miR-143, miR-210 bzw. miR-375 (y-Achse) gegen die
Spermienkonzentration (x-Achse). Beim linearen Regressionskoeffizienten (r) ist mitr = 0 (r nach Spearman)
keine Korrelation vorhanden, wahrend bei r = -1 ein perfekt negativ korrelierter Zusammenhang vorliegt. Es
zeigt sich eine negative Assoziation zwischen den beiden Parametern bei allen microRNAs, die jedoch
statistisch nicht signifikant ausfallt.
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4.3.3 MicroRNA-Expression bei Azoospermie, schwerer und leichter

Oligozoospermie und Normozoospermie

Im nachsten Schritt wurde die microRNA-Expression zu verschiedenen Samenqualitaten
mittels ANOVA untersucht. Es wurden Azoospermie, schwere und leichte
Oligozoospermie sowie Normozoospermie miteinander verglichen. Bei schwerer
Oligozoospermie liegt der Median flir die Expression der miR-143 unterhalb der
Nachweisgrenze. Die anderen Gruppen zeigten keine statistisch signifikante Expression
der miR-143 (p=0,47). Die Expression von miR-375 und miR-210 in allen Gruppen
annd&hernd homogen, sodass sich auch hier kein statistisch signifikanter Unterschied
zeigt (p=0,96 und p=0,61).
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Abb. 8: Boxplot-Analyse der relative microRNA-Expression bei Azoospermie (0),
schwerer (1) und leichter (2) Oligozoospermie und Normozoospermie (3)

Es werden die Verteilungen der microRNA-Expression miR-143, miR-210 bzw. miR-375 zwischen
Azoospermie (0), schwerer Oligozoospermie (1), leichter Oligozoospermie (2), Normozoospermie (3)
verdeutlicht (statistische Testung mittels einfaktorieller ANOVA). Der Cut-off fir eine schwere
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Oligozoospermie wurde flir eine Spermienanzahl von unter 5 x 10%/ml festgelegt. In der Box sind 50% aller
Daten enthalten und der Balken innerhalb der Box entspricht dem Median der microRNA-Expression der
jeweiligen Gruppe. 95% der Werte liegen innerhalb der Whisker. Die schwarze, horizontale Linie markiert
die Detektionsgrenze (kleinster gemessener Wert > 0). Der Abstand zwischen dieser Linie und dem unteren
Whisker ist proportional zum geschéatzten Mittel der Messungen unterhalb der Detektionsgrenze.

4.3.4 MicroRNA-Expression und progressive Spermienmotilitat

AnschlieBend wurde die microRNA-Expression zur abnormalen progressiven
Spermienmotilitdt (< 32%) korreliert. Es konnte kein signifikanter Zusammenhang
zwischen der miR-143, miR-210 bzw. miR-375-Expression bei normwertiger und
eingeschrankter progressiven Motilitat gezeigt werden (p=0,51; p= 0,39; p=0,65).
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Abb. 9: Boxplot-Analyse der relativen microRNA-Expression bei reduzierter (0)
und normwertiger (1) progressiven Spermienmotilitat

Es werden die Verteilungen der microRNA-Expression der miR-143, miR-210 bzw. miR-375 bei reduzierter

(0) und normwertiger (1) progressiven Spermienmotilitdt unterschieden. In der Box sind 50% aller Daten
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enthalten und der Balken innerhalb der Box entspricht dem Median der microRNA-Expression der jeweiligen
Gruppe. Die Whisker markieren das untere 2,5% - bzw. das obere 97,5% Quantil. Die schwarze, horizontale
Linie markiert die Detektionsgrenze (kleinster gemessener Wert > 0). Der Abstand zwischen dieser Linie
und dem unteren Whisker ist proportional zum geschéatzten Mittel der Messungen unterhalb der
Detektionsgrenze.

4.3.5 MicroRNA-Expression und Morphologie

AnschlieBend wurde die microRNA-Expression zur Morphologie (= Prozentanteil der
Normalform) mittels Spearman-Rank korreliert. Die Korrelationsanalyse konnte zeigen,
dass kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression der miR-143
(r=0,07; p=0,54), miR-210 (r=-0,03; p=0,76) miR-375 (r=-0,01; p=0,93) und der
Morphologie besteht.
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Abb. 10: Streudiagramme zwischen microRNA-Expressionslevel und Spermien-
morphologie
Gezeigt ist die relative microRNA-Expression der miR-143, miR-210 bzw. miR-375 (y-Achse) gegen die

Morphologie (y-Achse). Beim linearen Regressionskoeffizienten (r) ist mit r = 0 keine Korrelation vorhanden,
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wéahrend bei r = -1 ein perfekt negativ korrelierter Zusammenhang vorliegt (r nach Spearman). Man erkennt
eine positive Assoziation der miR-143 und eine negative Assoziation der miR-210 bzw. miR-375 mit der

Spermienmorphologie, die jedoch statistisch nicht signifikant ausfallt.

Im nachsten Schritt wurde Uberpriift ob ein Zusammenhang zwischen der microRNA-
Expression bei eingeschréankter (< 4% der Normalform) im Vergleich zur normwertigen
Morphologie besteht. Zwischen der Expression der miR-143, miR-210 bzw. miR-375 bei
abnormaler versus normwertiger Morphologie konnte kein statistisch signifikanter
Zusammenhang gezeigt werden (p=0,63; p=0,98; p=0,77).
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Abb. 11: Boxplot-Analyse der relativen microRNA-Expression bei
eingeschrankter (0) und normwertiger (1) Spermienmorphologie

Es werden die Verteilungen der microRNA-Expression der miR-143, miR-210 bzw. miR-375 bei
eingeschrankter (0) und normwertiger (1) Morphologie unterschieden. In der Box sind 50% aller Daten
enthalten und der Balken innerhalb der Box entspricht dem Median der microRNA-Expression der jeweiligen
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Gruppe. Die Whisker markieren das untere 2,5% - bzw. das obere 97,5% Quantil. Die schwarze, horizontale
Linie markiert die Detektionsgrenze (kleinster gemessener Wert > 0). Der Abstand zwischen dieser Linie
und dem unteren Whisker ist proportional zum geschatzten Mittel der Messungen unterhalb der
Detektionsgrenze.

4.3.6 MicroRNA-Expression bei unterschiedlicher Samenqualitat

Im letzten Schritt wurden die microRNA-Expressionen bei Normozoospermie,
Azoospermie, Oligozoospermie, Asthenozoospermie, OAT und
Oligoasthenozoospermie mittels ANOVA auf mdgliche Unterschiede untersucht.
Zwischen der microRNA-Expression der miR-143 (p=0,64) und miR-210 (p=0,73) und
der Samenqualitat konnte kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden.
Bei der Expression der miR-375 ist ein Trend zur Signifikanz bei Korrelation zur
Samenqualitat zu erkennen (p=0,06).
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Abb. 12: Boxplot-Analyse der microRNA-Regulation bei unterschiedlicher
Samenqualitat u.a. bei Normozoospermie (1), Azoospermie (2), Oligozoospermie
(3), Asthenozoospermie (4), OAT (5), Oligoasthenozoospermie (7)
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Es werden die Verteilungen der microRNA-Expression der miR-143, miR-210 und miR-375 bei
Normozoospermie (1), Azoospermie (2), Oligozoospermie (3), Asthenozoospermie (4), OAT (5),
Oligoasthenozoospermie (7) dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels einfaktorieller ANOVA.
In der Box sind 50% aller Daten enthalten und der Balken innerhalb der Box entspricht dem Median der
microRNA-Expression der jeweiligen Gruppe. 95% der Werte liegen innerhalb der Whisker. Die schwarze,
horizontale Linie markiert die Detektionsgrenze (kleinster gemessener Wert > 0). Der Abstand zwischen
dieser Linie und dem unteren Whisker ist proportional zum geschatzten Mittel der Messungen unterhalb der
Detektionsgrenze.
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5. DISKUSSION

5.1 Zusammensetzung des Untersuchungskollektivs

Das Kollektiv umfasste 94 Probanden und Patienten, die zu Beginn in eine
Kontrollgruppe mit normwertigen Spermiogramm und eine Gruppe mit abnormalem
Spermiogramm unterteilt wurden. Das mittlere Alter der Probanden und Patienten in den
beiden Gruppen unterschied sich signifikant (p=0,01). Da das Alter die Ergebnisse als
Confounder verzerren kénnte, wurden die Analysen in Form einer Sensitivitdtsanalyse
fir das Alter adjustiert. Hierbei zeigten sich keine relevanten Abweichungen der
geschatzten Effekte von den unadjustierten Analysen; insbesondere zeigten sich keine
signifikanten Beziehungen nach Adjustierung zum Alter.

Die WHO empfiehlt, dass Ejakulatproben nach mindestens zwei Tagen bis maximal
sieben Tagen sexueller Karenz gewonnen werden (WHO, 2012). Die zeitlichen
Abstande zwischen den Ejakulationen kénnen die Menge an microRNAs im
Seminalplasma verandern (Huang et al., 2009). Bei mehreren Probanden und Patienten
war die Karenzzeit nicht hinterlegt oder nicht erinnerlich, sodass es dadurch
maoglicherweise zu Schwankungen gekommen ist. Zuséatzlich sei darauf hingewiesen,
dass die Ejakulatqualitdt eines Individuums Schwankungen unterliegt. Fir unsere
Untersuchungen lag pro Mann genau eine Probe vor und es erfolgten keine weiteren
Nachuntersuchungen.

Ebenfalls befinden sich in der gesunden Kontrollgruppe Probanden, die keine Kinder
gezeugt haben und bei denen zum Zeitpunkt der Untersuchung kein Kinderwunsch
bestand, sodass in dieser Arbeit keine Aussage Uber die Fertilitdt und ihre potentielle
Assoziation zur microRNA-Expression getroffen werden kann. Die ideale Kontrollgruppe
wirde sich aus M@nnern mit gesicherter Fertilitat zusammensetzen, d.h. am besten aus
Individuen, die in den letzten zwei Jahren mit ihrer Partnerin ein Kind bekommen haben
bzw. aus Mannern mit gesicherter Infertilitat, die sich bereits mit ihrer Partnerin in
Kinderwunschbehandlung befinden.

5.2 Analyse der microRNA-Array-Untersuchung

Im ersten Schritt erfolgte die makroskopische microRNA-Array-Untersuchung des
Seminalplasmas von drei verschiedenen Mannern mit je einmal Normozoospermie,
Oligozoospermie und Azoospermie, um eine qualitative Aussage bezlglich des
microRNA-Expressionsprofils zu erhalten. Bei Normozoospermie und Oligozoospermie
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fanden sich 139 gemeinsam exprimierte microRNAs. Zwischen Normozoospermie und
Azoospermie hingegen 147. Zwischen Oligozoospermie und Azoospermie fanden sich
136 gemeinsame microRNAs. Zwischen allen drei Gruppen fanden sich 127 gemeinsam
exprimierte microRNAs von den insgesamt 244 getesteten microRNAs.

Makroskopisch konnte eine deutliche Expression der miR-375 in allen drei
Seminalplasma-Proben detektiert werden. Die miR-143 wurde unterschiedlich stark
exprimiert: Bei Normozoospermie und Azoospermie war die Expression optisch stérker
als bei Oligozoospermie. Die miR-210 lieB sich bei Normozoospermie und
Oligozoospermie nur schwach detektieren, wohingegen keine Expression bei
Azoospermie sichtbar war.

Die Arbeitsgruppe um Liu konnte zeigen, dass quantitative Unterschiede in der
microRNA-Expression in Spermien zwischen fertilen und infertilen Patienten bestehen.
Sie stellten fest, dass insgesamt 52 microRNAs unterschiedlich exprimiert wurden;
davon zeigte sich eine Uberexpression von 31 microRNAs und eine verringerte
Expression von 21 microRNAs bei Infertilitdt im Vergleich zur Kontrollgruppe. Das
infertile Kollektiv wurde dabei allerdings nicht ndher charakterisiert, mit Ausnahme der
Aussage, dass Uberwiegend eine Asthenozoospermie bei den 86 Probanden vorlag (Liu
et al., 2012).

Zu einem ahnlichen Ergebnis kamen auch Abu-Halima und Kollegen, die in Array-
Untersuchungen einen quantitativen microRNA-Expressionsunterschied in den
Spermien zwischen Asthenozoospermie, Oligoasthenozoospermie und
Normozoospermie feststellten. Zwischen Asthenozoospermie und
Oligoasthenozoospermie zeigte sich kein signifikanter Expressionsunterschied (Abu-
Halima et al., 2013).

In einem Tierexperiment haben Yan et al. das microRNA-Expressionsmuster im
Hodengewebe zwischen jungen und sexuell adulten Tieren verglichen. Sie konnten
zeigen, dass eine Reihe von microRNAs in Jungtieren hdéher exprimiert waren als in den
sexuell adulten Tieren und folgerten, dass spezifische microRNAs eine wichtige Rolle
bei der sexuellen Reifung und der Spermatogenese spielen (Yan et al., 2007).

Lian et al. verglichen die microRNA-Expression im Hodengewebe bei nicht-obstruktiver
Azoospermie und einer fertilen Kontrollgruppe und konnten eine Dysregulation von
insgesamt 173 microRNAs feststellen. Sie fanden 19 verstérkt exprimierte und 154
verringert exprimierte microRNAs bei Azoospermie im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Aufgrund des geringen Stichprobenumfangs von insgesamt nur finf Patienten ist eine
generalisierte Aussage allerdings nur eingeschrankt méglich (Lian et al., 2009).

Zusammenfassend Iasst sich sagen, dass die microRNA-Array-Analyse eine effiziente
Méglichkeit darstellt, einen Uberblick (iber die microRNA-Expression von Individuen und
damit mdgliche einhergehende Veranderungen bei eingeschrénkter Fertilitat zu erhalten
(Garrido et al., 2013). Ein direkter Vergleich der oben erwahnten Studien mit dieser
Arbeit ist aufgrund der Verwendung von unterschiedlichem Probenmaterial (hier:
Seminalplasma) nur eingeschrankt méglich. Auch ein Vergleich zwischen den Studien
ist aufgrund der stark variierenden microRNA-Expressionsmuster nur bedingt gegeben.

In Ubereinstimmung mit der Literatur konnten wir zeigen, dass ein makroskopisch
sichtbarer Unterschied in der microRNA-Expression im Seminalplasma zwischen
Normozoospermie, Azoospermie und Oligozoospermie besteht. Es liegt die Vermutung
nahe, dass ein Zusammenhang zwischen der microRNA-Expression im Seminalplasma
und dem Vorliegen eines abnormalen Spermiogramms besteht. Um eine genauere
Aussage diesbezliglich zu treffen, wurde die Expression der miR-143, miR-210 und miR-
375 im Seminalplasma von 94 Mannern untersucht und zu verschieden

Spermienvariablen korreliert.

5.3 Analyse der Expression der miR-143, miR-210, miR-375 im
Seminalplasma

Im folgenden Abschnitt sollen die drei ausgewahlten microRNAs, d.h. die miR-143
(Prostata-spezifisch), miR-210 (Hypoxie-assoziiert) und miR-375 (Androgen-reguliert)
und ihre mogliche Assoziation zu abnormalen Ejakulatparametern ausflihrlich
besprochen werden.

5.3.1 MiR-143

Es konnte gezeigt werden, dass die Prostata-spezifische miR-143 eine Rolle in der
Entstehung des Prostatakarzinoms spielt. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten
unabhéngig voneinander zeigen, dass die Expression der miR-143 in einem
Prostatakarzinom stark abfallt (Clapé et al., 2009; Szczyrba et al., 2010; Hart et al.,
2014). Clapé et al. konnten zeigen, dass die miR-143-Expression invers mit dem
Tumorstadium korreliert und als Tumorsuppressor in Prostatakarzinomzellen fungiert

(Clapé et al., 2009). Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen konnten Szczyrba et al. und
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Hart et al. keine Korrelation zwischen der miR-143-Expression zum Tumorstadium und
der Prognose herstellen (Szczyrba et al., 2010; Hart et al., 2014).

Diese Befunde lassen den Schluss zu, dass die miR-143 bei Mannern mit gesunder
Prostata regelrecht exprimiert sein sollte. Das steht im Einklang mit unseren
Ergebnissen: In unserer Arbeit konnten wir eine gut detektierbare miR-143-Expression
in einem GroBteil des Kollektivs mittels gRT-PCR nachweisen. Bei der Korrelation der
miR-143-Expression mit verschiedenen Parametern wie Konzentration, Motilitat,
Morphologie und Samenqualitat fanden wir keine signifikanten Unterschiede zwischen

den einzelnen Gruppen, was unseren Erwartungen entsprach.

Die makroskopische Analyse der microRNA-Arrays zeigte eine ungewdhnlich starke
Expression der miR-143, die méglicherweise auf eine verringerte Spezifitat der Arrays
im Vergleich zur qRT-PCR oder auf die Tatsache, dass nur wenige Manner (n=3)

untersucht worden sind, zurlckzufthren ist.

5.3.2 MiR-210

Die miR-210 ist eine Hypoxie-assoziierte microRNA, die in den meisten Tumoren
Uberexprimiert wird (Kulshreshtha et al., 2007; lvan et al., 2008). Greither et al. konnten
zeigen, dass die miR-210-Expression in Pankreastumoren und Weichteilsarkomen
erhdht ist und mit einem schlechteren Uberleben korreliert (Greither et al., 2010, 2012).

Hypoxie kennzeichnet eine Mangelversorgung des Gewebes mit Sauerstoff und fihrt
u.a. zu einer Hemmung verschiedener physiologischer Prozesse (Giaccia et al., 2004).
Die Aktivierung der miR-210-Expression erfolgt durch den sauerstoffsensitiven
Transkriptionsfaktor HIF-1a (Kulshreshtha et al., 2007). HIF-1a ist ein Heterodimer,
welches aus einer sauerstoffsensiblen a-Einheit und einer konstitutiv exprimierten (-
Einheit besteht (Wang und Semenza, 1995; Semenza, 2003). Unter Normoxie wird HIF-
1a von dem Von-Hippel-Lindau-Protein (pVHL) fur den proteosomalen Abbau
ubiquitinyliert, anschlieBend abgebaut und ist im Zytoplasma nicht nachweisbar
(Semenza, 2003; Giaccia et al., 2004). Unter Hypoxie kommt es zu einer Hemmung des
Abbaus und HIF-1a akkumuliert im Zytoplasma und wird in den Zellkern transloziert, um
dort an assoziierte Zielgene zu binden, u.a. auch an den Promotor der miR-210 (Giaccia
et al., 2004; Kulshreshtha et al., 2007). HIF-1a reguliert viele Gene, die in Prozessen wie
Glukoseaufnahme, Glukosemetabolisierung, Zellproliferation, Angiogenese,
Erythropoese und Apoptose involviert sind (Wang und Semenza, 1995; Semenza,
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2003). Im Spermium befindet sich HIF-1a hauptsachlich im Akrosom und im Mittelstlick
(Depping et al., 2004).

Depping und Kollegen konnten zeigen, dass eine HIF-1a Isoform, die hHIF-1aTE
ausschlieBlich im humanen Hoden exprimiert wird (Depping et al., 2004). Jedoch sind
weder HIF-1a noch hHIF-1aTE mit den Mitochondrien assoziiert, sodass der genaue
molekulare Mechanismus unklar ist (Depping et al., 2004). Interessanterweise fihrt eine
Uberexpression von hHIF-1aTE zu einer Inhibierung des Transkriptionsfaktors HIF-1a
(Depping et al., 2004). Bei Mausen mit ausgeschaltetem Von-Hippel-Lindau Protein
(pVHL) konnte eine Oligozoospermie, ein verringertes Hodenvolumen und Infertilitat
festgestellt werden, sodass die Vermutung naheliegt, dass eine Beeintrachtigung der
HIF-1a-Regulation eine Stérung der Spermatogenese nach sich zieht (Ma et al., 2003).

Durch die hohe Proliferationsrate unterliegt die Spermatogenese in den
Samenkanélchen des Hodens einem erheblichen Sauerstoffverbrauch (Depping et al.,
2004). Im Gegensatz dazu sind die Samenkanalchen nur schwach vaskularisiert und da
die Spermatogenese durch Diffusion aufrecht erhalten wird, herrscht intraluminal ein
niedriger Sauerstoffpartialdruck (Depping et al., 2004; Giaccia et al., 2004). Der
intraluminale Sauerstoffpartialdruck betragt 2 mmHg; ein Druck, der ansonsten im
Kérper nur in den Mitochondrien existiert (Max, 1992). Wenn dieser
Sauerstoffpartialdruck fir eine langere Zeit unterschritten wird und anhalt, ist
anzunehmen, dass eine Stresssituation der Zellen hervorgerufen wird (Aitken und De
luliis, 2010). Zum Beispiel kommt es beim Krankheitsbild der Varikozele durch die
vengse Blutstase im Hoden zur Hypoxie und Mikrozirkulationsstérungen, die eine
gestorte Spermatogenese zur Folge haben (Chakraborty et al., 1985).

Oxidativer Stress entsteht, wenn ROS (reaktive Sauerstoffspezies) in zu hohen
Konzentrationen vorliegen bzw. UberschieBend gebildet werden. Wichtige Vertreter von
ROS sind z.B. Superoxid- und Hydroxylradikale. Bei gesunden Mannern werden ROS
von den Spermien in geringen Mengen gebildet und wirken als physiologische
Transmitter (Sharma und Agarwal, 1996). Wenn die ROS-Bildung unkontrolliert ablauft,
kommt es zu zellschadigenden Effekten, wie z.B. der Oxidierung von Lipiden, Proteinen
und DNA mit Einzel-und Doppelstrangbriichen (Kasturi et al., 2008). Es kommt ebenfalls
zu einer Schadigung der Mitochondrien, die wiederum reaktiv vermehrt ROS bilden und
somit entsteht ein Circulus vitiosus (Aitken und De luliis, 2010). Eine UberschieBende
ROS-Bildung im méannlichen Geschlechtstrakt wird mit Infertilitat assoziiert (Sharma und
Agarwal, 1996).
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In den Spermien lauft die ROS-Bildung in den Mitochondrien und im Zytosol ab (Max
1992; Aitken und De luliis, 2010). Es wird vermutet, dass die im Mittelstick des
Spermiums entstandenen ROS in den Nukleolus diffundieren und dort zur DNA-
Schadigung fihren (Aitken und De luliis, 2010). Zusétzlich enthalten Spermien eine
groBe Menge an hochungesattigten Fettsduren, die durch ROS oxidiert werden (Max,
1992). Die Lipidoxidation bei Spermien stért die zellulare Membranintegritat und
verringert somit ihre Motilitat und Befruchtungsfahigkeit (Max, 1992; Agarwal et al.,
2003; Kasturi et al., 2008). Andere Studien konnten zeigen, dass bei Oligozoospermie
und Asthenozoospermie die ROS-Bildung im Vergleich zur Normozoospermie stark
erhéht ist (Zalata et al., 1995; Sharma und Agarwal, 1996). Die Arbeitsgruppen um Ollero
et al. und Gil-Guzman et al. konnten zeigen, dass die H6he der ROS-Produktion negativ
mit dem Anteil der Normalform im Ejakulat korreliert (Gil-Guzman, 2001; Ollero, 2001).
Daraus ergibt sich, dass die Héhe der ROS-Bildung einen Einfluss auf die Motilitat, die
Morphologie und die Konzentration der Spermien besitzt. Ebenfalls werden Spermien
ROS im Nebenhoden ausgesetzt, die von Leukozyten und unreifen Spermien gebildet
werden oder aufgrund einer fehlerhaften Mitochondrienfunktion entstehen (Shamsi et
al., 2011).

Interessanterweise enthédlt Seminalplasma verschiedene Antioxidantien, wie z.B. die
Superoxiddismutase, Katalase, Glutathionperoxidase und nicht-enzymatische
Antioxidantien wie Ascorbinsdure, Coenzym Q10, Glutathion und Urat, die zu einer
Verminderung von ROS beitragen kénnen (Aitken und De luliis, 2010). Es konnte gezeigt
werden, dass eine Verminderung der antioxidativen Kapazitat eine Rolle bei Infertilitat
spielt (Smith et al., 1996).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Hypoxie zu einer UberschieBenden ROS-
Produktion fiihrt, was wiederum oxidativen Stress in den Spermien und ihren
Vorlauferzellen auslést und diese schadigt (Kulshreshtha et al., 2007; Aitken und De
luliis, 2010). Bei Hypoxie wird die Expression von HIF-1a stabilisiert, was eine verstérkte
Transkription der miR-210 induziert (Kulshreshtha et al., 2007). Somit kénnte es méglich
sein, dass die miR-210-Expression im Seminalplasma ein Spiegelbild fir
Fertilitatsstérungen und damit méglichen abnormalen Ejakulatparametern aufgrund von
oxidativem Stress unklarer Genese darstellt.

In unserer Arbeit konnten wir zeigen, dass nichtsignifikante Unterschiede in der miR-
210-Expression zwischen den verschiedenen Gruppen bestehen. Auch die Hdhe der
miR-210-Expression verhalt sich teilweise entgegengesetzt von den in der Literatur
beschriebenen Effekten der Hypoxie auf die Fertilitdt. U. a. konnten wir eine niedrigere
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Expression der miR-210 bei Azoospermie im Vergleich zur Normozoospermie
nachweisen. Bei Oligozoospermie lag die Expression im Vergleich zur
Normozoospermie wieder héher, was in Einklang mit der oben erwéhnten Literatur steht.
Auch bei der progressiven Motilitdt und Morphologie zeigte sich kein Zusammenhang
zur microRNA-Expression.

In der microRNA-Array-Analyse zeigte sich eine zum grdBten Teil schwache Expression
bei Normozoospermie und Oligozoospermie der miR-210, was mit unseren qRT-PCR-
Ergebnissen Ubereinstimmt. Bei Azoospermie zeigte sich keine Expression der miR-210
was im Gegensatz zu den Ergebnissen mittels qRT-PCR steht. Die Diskrepanz ist wie
auch bei der miR-143 mdglicherweise mit der geringen Spezifitdt der Arrays und der

kleinen Gruppe vermessener Seminalplasma-Proben (n=3) zu erklaren.

5.3.3 MiR-375

In eigenen Arbeiten konnten wir zeigen, dass die miR-375 in vivo Androgen-abhangig
reguliert wird. Genauer konnte gezeigt werden, dass die miR-375-Expression in den
Fettzellen bei Adipogenese hochreguliert wird und sich unter Androgenbehandlung
signifikant verringert (Kraus et al., 2015).

Interessanterweise konnten verschiedene Arbeitsgruppen zeigen, dass die miR-375-
Transkriptionsaktivitat in Prostatakarzinom-Zelllinien vom Androgenrezeptor abhangig
ist, jedoch ist der genaue Mechanismus unbekannt (Tiryakioglu et al., 2013; Chu et al.,
2014; Costa-Pinheiro et al., 2015). Chu et al. konnten nachweisen, dass in Androgen-
positiven Prostata-Karzinomzellen die miR-375-Expression erh6ht ist und negativ mit
dem Methylierungsstatus des miR-375-Promotors assoziiert ist. In Androgen-negativen
Karzinomzellen ergibt sich ein gegenteiliges Bild: Die miR-375-Expression ist erniedrigt
und der Promotor hypermethyliert (Chu et al., 2014).

Eine Assoziation der Expression dieser microRNA zur Androgen-abh&ngigen
Spermatogenese liegt somit nahe, es kdnnten sich Unterschiede bei einem abnormalen

Spermiogramm bzw. einzelnen Spermienvariablen in der miR-375-Expression ergeben.

In unserer Arbeit konnten wir eine gut detektierbare Expression der miR-375 in einem
GroBteil des Kollektivs nachweisen. Bei der quantitativen miR-375-Expressionsanalyse
mittels gqRT-PCR konnte keine Korrelation mit der Motilitdt, Morphologie und
Konzentration der Spermien gezeigt werden. Beim Vergleich der Samenqualitédten war
ein Trend zu erkennen, der jedoch statistisch nicht signifikant ausféllt (p=0,06). Dieses
Ergebnis kommt durch die starke Expressionsdifferenz zwischen Oligozoospermie und
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Oligoasthenozoospermie zustande und ist wenig aussagekraftig, zumal eine
weitergehende Post-Hoc-Analyse zwischen diesen beiden Gruppen negativ ausfallt.

In der microRNA-Array-Analyse zeigte sich makroskopisch eine homogene Expression
der miR-375 in allen drei untersuchten Seminalplasma-Proben. Das steht im Einklang
zu den in der gRT-PCR gemessenen Ergebnissen.

5.4 Ergebnisse der microRNA-Expression mittels qRT-PCR in Bezug auf
andere Studien

In den letzten Jahren wurde die Rolle von microRNAs im Kontext der mannlichen
Infertilitdt im Hodengewebe, in Spermien und im Seminalplasma genauer untersucht. In
diesem Abschnitt werden die Studien systematisch dargestellt und mit den hier
vorliegenden Ergebnissen verglichen.

Lian et al. untersuchten menschliches Hodengewebe und stellten fest, dass die miR-
302a und miR-491-3p hoch- und die miR-520d-3p und miR-383 bei Azoospermie im
Vergleich zur Normozoospermie herunterreguliert waren (Lian et al., 2009). Abu-Halima
et al. konnten eine microRNA-Dysregulation (u.a. miR-34b und miR-429) in
Hodenbioptaten feststellen, als sie Probanden mit obstruktiver und nicht-obstruktiver
Azoospermie miteinander verglichen (Abu-Halima et al., 2014).

Ebenfalls fliihrten Abu-Halima et al. Versuche mit Spermien durch. Sie stellten fest, dass
verschiedene microRNAs (u.a. miR-122, miR-34b, miR-16, miR-200a, miR-141) bei
Normozoospermie, Asthenozoospermie und Oligoasthenozoospermie dysreguliert
waren (Abu-Halima et al., 2013). Hierbei sei auf die kleine Patientenanzahl mit je 9
Patienten pro Subgruppe hingewiesen. In einer weiteren Untersuchung aus dem Jahre
2014 beim Vergleich der microRNA-Expression zwischen normwertigen und abnormalen
Spermiogrammen war es ihnen méglich eine Vorhersage zum Fertilitdtsstatus aus der
Kombination finf verschiedener microRNAs (miR-34b*, miR-34b, miR-34c-5p, miR-122
und miR-429) zu berechnen, die mit einer Genauigkeit von 98,65 % beziffert wird (Abu-
Halima et al., 2014).

Liu et al. fand mittels microRNA-Arrays 11 signifikant Gberexprimierte microRNAs in
Spermien bei infertilen M&nnern; bei der qRT-PCR-Analyse zeigten sich davon nur noch
7 Uberexprimiert und 6 unterexprimiert im Vergleich zur Normozoospermie (Liu et al.,
2012). Wie auch in unserer Arbeit zeigten sich Diskrepanzen zwischen der microRNA-
Array-Analyse und der Untersuchung mittels qRT-PCR. Eine mdégliche Erklarung kénnte
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die geringere Spezifitdt der microRNA-Arrays im Vergleich zu gRT-PCR, die den
Goldstandard darstellt, sein.

Die aufgeflihrten Studien sind durch die Verwendung unterschiedlicher biologischer
Ausgangsmaterialien mit unserer Arbeit nur eingeschrankt vergleichbar. Der Vorteil bei
der Untersuchung von microRNAs im Seminalplasma statt in Spermien ist, dass auch
eine Aussage bei Azoospermie (keine Spermien im Ejakulat) méglich wird. Zum jetzigen
Zeitpunkt existieren nur eine Handvoll Studien, die sich mit der microRNA-Expression
im Seminalplasma bei ménnlicher Infertilitat beschaftigen:

Wang et al. untersuchte das Seminalplasma bei nicht-obstruktiver Azoospermie und
Asthenozoospermie auf die Expression der microRNAs miR-34c-5p, miR-122, miR-
146b-5p, miR-181a, miR-374b, miR-509-5p und miR-513-1-5p und stellte fest, dass
diese bei Azoospermie alle signifikant erniedrigt und bei Asthenozoospermie alle erhéht
waren (Wang et al., 2011). Interessanterweise ergibt sich bei unserer Auswertung nach
Samenqualitét ein identisches Verhalten der Expression bei der miR-143, miR-210, miR-
375, wenn man nur die Gruppen Normozoospermie, Asthenozoospermie und
Azoospermie betrachtet. Die Differenzen in der Expression erreichen jedoch im
Gegensatz zu Wang et al. kein Signifikanzniveau.

Die Arbeitsgruppe um Wu et al. fihrte zwei Studien mit Seminalplasma durch. 2012
untersuchten sie die Expression der miR-19b-3p und let-7a-5p bei Normozoospermie,
Oligozoospermie und nicht-obstruktiver Azoospermie. Die miR-let-7a-5p zeigte sich
signifikant erhéht bei Infertilitét; die miR-19b-3p nur bei nicht-obstruktiver Azoospermie
(Wu et al.,, 2012). 2013 fand die Arbeitsgruppe heraus, dass Patienten mit nicht-
obstruktiver Azoospermie tendenziell eine hdhere microRNA-Expression (miR-141, miR-
141-3p, miR-193a-5p, miR-20a, miR-429, miR-572, miR 590-5p und miR-7-1-3p) zeigen,

jedoch erreichten nur einige statistische Signifikanz (Wu et al., 2013).

An diesen Beispielen zeigt sich die Heterogenitat der microRNA-Expression in Bezug
auf mannliche Infertilitat. In unserer Arbeit konnten wir in Ubereinstimmung mit der
Literatur unterschiedliche Expressionen der microRNA zwischen normwertigen und
abnormalen Ejakulatparametern ausmachen, jedoch wurde keine statistische
Signifikanz erreicht. Auch die Diskrepanzen zwischen der microRNA-Array-Analyse in
Vergleich zu den Ergebnissen der qRT-PCR traten in unserer Arbeit auf.
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5.5 AbschlieBende Betrachtungen

Ziel dieser Arbeit war es zu zeigen, dass das spezifische microRNA-Expressionsprofil
im Seminalplasma eines Individuums in Assoziation mit abnormalen Ejakulatparametern
steht.

Zum jetzigen Zeitpunkt ist die Datenlage zur microRNA-Expression im Seminalplasma
gering, sodass diese Arbeit eine Analyse der Anwendbarkeit flr spatere
Untersuchungen darstellen soll. Ebenfalls wurden die microRNAs miR-143, miR-210 und
miR-375 in diesem Kontext vorher noch nie untersucht, was zwar eine direkte

Vergleichbarkeit schwierig macht, aber bis dato einzigartig ist.

Zum Vorliegen von zirkulierenden microRNAs im Serum und in anderen
Koérperflissigkeiten existiert die Theorie, dass microRNAs mittels Exozytose von
verschiedenen Zellen (einschlieBlich Spermien) ins Serum gelangen. Die exosomal
gebundenen microRNAs kénnten dann von den anderen Zellen aufgenommen werden
und deren zellularen Phanotyp unterschiedlich stark beeinflussen, Damit kénnten
microRNAs theoretisch eine hormon-ahnliche Funktion erfillen (Cortez et al., 2011).

Ebenfalls ist unklar, welcher Teil des mannlichen Geschlechtstraktes welche microRNAs
sezerniert und wie hoch diese Sekretion ist (Hu et al., 2014). Ejakulat entsteht erst zum
Zeitpunkt der Ejakulation und ist eine Mischung aus Sekreten verschiedener Organe (Hu
et al., 2014). Bei der Prostata-spezifischen miR-143 und der Androgen-regulierten miR-
375 wird die Prostata wahrscheinlich die gréBte Menge an microRNAs sezernieren, da
sie zusammen mit den akzessorischen Drisen ca. 90% des Ejakulatvolumens
produziert. Wo und wie viel der Hypoxie-assoziierten miR-210 im mannlichen
Geschlechtstrakt sezerniert wird, l&sst sich nur mit weiteren Untersuchungen kléren. Hu
et al. gehen davon aus, dass speziell microRNAs, die spezifisch im Hoden oder
Nebenhoden exprimiert werden, am besten geeignet sind um Fertilitdtsstérungen
aufzudecken, auch wenn diese Organe nur 10% des Ejakulatvolumens beisteuern. Da
die in unserer Arbeit untersuchten microRNAs Prostata-spezifisch, Hypoxie-assoziiert
bzw. Androgen-reguliert sind, kdénnte das eine mogliche Erklarung fur die wenig
aussagekraftigen Ergebnisse bezlglich des Vorhandenseins eines abnormalen
Ejakulates darstellen (Hu et al., 2014).

Eine Starke unserer Arbeit ist, dass wir insgesamt sechs Subgruppen untersucht haben,
was bis dato einzigartig ist. Andererseits hatte eine gréBere Anzahl an Mannern in den
einzelnen Subgruppen eine bessere Aussagekraft erméglicht und maéglicherweise hatten
statistische Effekte besser nachgewiesen werden kénnen. Im Vergleich ist unsere Arbeit
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mit 94 analysierten Fallen im zu anderen Studien (z.B. Wang, 2004; Yan, 2007; Lian,
2009), in denen teilweise sehr kleine Kollektive (z.B. n=5) untersucht wurden, als
Uberdurchschnittlich anzusehen.

Ein weiterer Punkt ist, dass trotz mehrmaliger Versuche in mehreren Proben kein
Nachweis Uber eine microRNA-Expression erbracht werden konnte, sodass hier
maoglicherweise in der Auswertung Unterschiede in der microRNA-Expression nicht

gendgend zur Geltung kommen.

Am Rande sei darauf hingewiesen, dass das Spermiogramm immer nur eine
Momentaufnahme zeigt und eine eingeschréankte Fertilitdt des Mannes durch eine
gesunde Partnerin kompensiert werden kann (Garrido et al., 2008). In unserem Kollektiv
befinden sich Probanden, die keine Kinder gezeugt bzw. keinen Kinderwunsch haben,
sodass eine Aussage Uber die microRNA-Expression in Bezug zur Fertilitdt nicht
getroffen werden kann. Auch wenn wir keine Assoziation zwischen der microRNA-
Expression und abnormalen Ejakulatparametern gefunden haben, ist es denkbar, dass
die microRNA-Expression einen Ubergeordneten Faktor darstellt, der indirekt mit der
Fertilitdit eines Mannes in Verbindung steht. Hinzu kommt, dass wir nur eine
eingeschrankte Auswahl von microRNAs untersucht haben, sodass die Aussage dieser
Arbeit sich lediglich auf die miR-143, miR-210 und miR-375 beschrénkt.

Zusammenfassend konnten wir in unserer Arbeit Unterschiede in der microRNA-
Expression bei eingeschrankten Ejakulatparametern im Vergleich zur Kontrollgruppe
zeigen, jedoch befanden sich die Unterschiede im nichtsignifikanten Bereich. Die
Diskrepanz der Expression der miR-143 und miR-210 in den microRNA-Arrays zur gRT-
PCR ist sehr wahrscheinlich auf die geringere Spezifitéat der Arrays im Vergleich zur gRT-
PCR und die geringe Probenanzahl (n=3) zurlickzuftihren. Auch in anderen Arbeiten (Liu
et al, 2012) trat dieses Phanomen auf. Auch wenn die Array-Analyse einen schnellen
Uberblick Gber die globale microRNA-Expression im Seminalplasma bieten kann, so
bleibt der Goldstandard fir die Analyse eines validen microRNA-Markerpanels in einem
gréBeren Kollektiv die gqRT-PCR.

5.6 Ausblick

In der Literatur wurden verschiedenen microRNAs beschrieben, die eine Zuordnung zum
Fertilitdtsstatus erlauben und auch die Berechnung aus einer Kombination
verschiedener microRNAs soll die Fertilitat mit hoher Wahrscheinlichkeit voraussagen
kénnen (Abu-Halima et al., 2014). Verschiedene Arbeiten konnten auch zeigen, dass
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microRNAs fUr langere Zeit stabil bleiben und konstant im Seminalplasma exprimiert
werden, was sie zu einem idealen Biomarker macht (Huang et al., 2009; Wu et al., 2013).
Ebenfalls ist der einfache, nichtinvasive Zugang zu Seminalplasma gunstig.

Trotz der wenig Uberzeugenden Ergebnisse bezliglich einer Assoziation der microRNA-
Expression und abnormalen Ejakulatparametern, kann diese Arbeit einen wichtigen
Beitrag fiir die zukiinftige Forschung leisten. In Ubereinstimmung mit der Literatur
konnten wir zeigen, dass Unterschiede im microRNA-Expressionsprofil bei abnormalen
Spermienvariablen bestehen, jedoch bleiben die zu Grunde liegenden Mechanismen
unklar. Es sind weitere Studien notwendig, um die Rolle der microRNA-Expression im
Seminalplasma zu ergrinden und den Zusammenhang zu abnormalen

Spermienvariablen und mannlicher Infertilitat zu identifizieren.

47



6. ZUSAMMENFASSUNG

10-15% aller Paare weltweit sind ungewollt kinderlos. In ca. der Halfte der Falle liegt die
Ursache beim Mann. Die Ursache mannlicher Infertilitat bleibt bei ca. 10% Mannern
ungeklart, sodass man von einer idiopathischen Infertilitat spricht.

MicroRNAs sind kleine, nichtkodierende RNAS endogenen Ursprungs, die in der Lage
sind, die intrazellulare Transkription verschiedener Gene zu regulieren. Zum jetzigen
Zeitpunkt ist die Datenlage bezlglich der microRNA-Expression im Ejakulat und ihrer
Assoziation zu einem abnormalen Spermiogramm schwach. Ziel dieser Arbeit war es,
die Assoziation von bestimmten microRNAs im Seminalplasma in Zusammenhang mit

abnormalen Ejakulatparametern zu untersuchen.

Das Kollektiv (n=94) setzte sich aus sechs verschiedenen Gruppen zusammen, die nach
den Kriterien der WHO von 2012 klassifiziert wurden: Normozoospermie (n=50),
Azoospermie (n=7), Oligozoospermie (n=11), Asthenozoospermie (n=13), OAT (n=8)
und Oligoasthenozoospermie (n=5).

Im ersten Schritt erfolgte eine microRNA-Array-Untersuchung von drei Méannern,
diagnostiziert mit je Normozoospermie, Oligozoospermie und Azoospermie. Dabei
zeigten sich makroskopische Expressionsunterschiede.

Im zweiten Schritt wurden drei interessante Kandidaten-microRNAs, u.a. miR-143
(Prostata-spezifisch), miR-210 (Hypoxie-assoziiert) und miR-375 (Androgen-reguliert)
mittels gRT-PCR am gesamten Kollektiv vermessen und zu klinischen
Spermienvariablen korreliert. Fir die microRNA-Expression mittels gRT-PCR konnte
kein statistisch signifikanter Zusammenhang =zu Kklinischen Parametern wie
Spermienkonzentration, = Samenqualitdt, progressiver  Spermienmotilitdt  und
Morphologie gefunden werden.

Trotz der wenig Uberzeugenden Ergebnisse bezlglich des Zusammenhanges der
microRNA-Expression und idiopathischer mannlicher Infertilitdt, kann diese Arbeit einen
wichtigen Beitrag fiir die zukiinftige Forschung leisten. In Ubereinstimmung mit der
Literatur konnten wir zeigen, dass Unterschiede im microRNA-Expressionsprofil bei
abnormalen Spermienvariablen bestehen, jedoch bleiben die zu Grunde liegenden
Mechanismen unklar. Es sind weitere Studien notwendig, um die Rolle der microRNA-
Expression im Seminalplasma zu ergriinden und den Zusammenhang zu abnormalen

Spermienvariablen und méannlicher Infertilitat zu identifizieren.
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THESEN

1) Ziel dieser Arbeit war es, das Vorliegen einer Assoziation zwischen der microRNA-

Expression im Seminalplasma und abnormalen Ejakulatparametern zu untersuchen.

2) Bei der qualitativen microRNA-Array-Untersuchung des Seminalplasmas von drei
Méannern mit je einmal Normozoospermie, Oligozoospermie und Azoospermie lieBen

sich makroskopische Unterschiede im Expressionsprofil detektieren.

3) Fur die gRT-PCR wurde die miR-143 als Prostata-spezifische microRNA, die miR-210
als Hypoxie-assoziierte microRNA in Zusammenhang mit oxidativen Stress und die miR-
375 als Androgen-regulierte microRNA als wahrscheinliche Kandidaten ausgewahit.

4) Fir die quantitative microRNA-Expression mittels gRT-PCR konnte kein statistisch
signifikanter Zusammenhang zu klinischen Ejakulatparametern wie
Spermienkonzentration,  Samenqualitat, progressiver  Spermienmotilitdt  und

Morphologie gefunden werden.

5) Weitere Studien sind notwendig, um die Rolle der microRNA-Expression im
Seminalplasma zu analysieren und das Potential als Marker in Ergédnzung zum

Spermiogramm in der Diagnostik der mannlichen Infertilitat zu eruieren.
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