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1. ZUSAMMENFASSUNG IN DEUTSCHER UND ENGLISCHER SPRACHE 

1.1.  Zusammenfassung 

Infertilität ist weit verbreitetet und betrifft weltweit jedes sechste Paar. Diesen Paaren ist 

es nicht möglich trotz ungeschützten Geschlechtsverkehrs innerhalb eines Jahres Nachwuchs 

zu empfangen. Die aktuelle Forschung zeigt, dass die männliche Infertilität komplex und 

multifaktoriell ist und in 30 bis 40 % der Fälle idiopathisch bleibt. Auch wenn die assistierte 

Reproduktionstechnik trotz diagnostizierter Infertilität eines Paares eine Schwangerschaft 

ermöglicht, bleibt die Frage nach den Ursachen für männliche Infertilität erhalten. Zur 

Verbesserung unseres Verständnisses der genetischen Faktoren, die zur Entstehung 

männlicher Infertilität beitragen, wurde nach Veränderungen auf Proteom- und 

Transkriptomebene gesucht. Darüber hinaus ist die Rolle der mikroRNAs (miRNAs) als post-

transkriptionelle Regulatoren von besonderem Interesse für die Aufklärung der mit Infertilität 

verbundenen Mechanismen. MiRNAs sind kurze, nicht-kodierende RNA-Moleküle, die eine 

entscheidende Rolle bei der Genregulation spielen und an der Entstehung der männlichen 

Infertilität beteiligt sind. In dieser Arbeit habe ich mich speziell auf miRNAs und ihre 

Interaktionen mit Zielgenen fokussiert, um ihre Rolle bei der männlichen Infertilität zu 

untersuchen. Hierbei sollten molekulare Signalwege aufgedeckt werden, die bei männlicher 

Infertilität gestört sind und die Grundlage neuer diagnostischer Marker und maßgeschneiderter 

Therapien bilden könnten. Darüber hinaus habe ich eine umfassende Analyse der 

Veränderungen im Proteom von Spermien durchgeführt, die von Männern mit Infertilitäts-

assoziierten Anomalien stammen. Hierbei sollten spezifische Proteinveränderungen 

identifiziert werden, die helfen zugrundeliegende Mechanismen der männlichen Infertilität zu 

entschlüsseln und dabei neue potentielle Biomarker zu identifizieren. Die Untersuchungen der 

miRNAs, ihrer Zielgene und des Proteoms sollte einen Beitrag zum besseren Verständnis der 

Dysregulation bei männlicher Infertilität und der männlichen Reproduktion im Allgemeinen 

leisten. 

Im Speziellen habe ich die miR-23a-3p und miR-23b-3p (miR-23a/b-3p) im Kontext der 

Oligoasthenozoospermie untersucht, einer Infertilitäts-assoziierten Anomalie, die durch die 

Reduktion der Spermienanzahl und –motilität charakterisiert ist. Ich untersuchte 16 Testis-

exprimierte Zielgene, deren Interaktion mit der miR-23a/b-3p in-silico vorhergesagt wurden. 

Zur Identifikation der miRNA-Zielgen-Interaktionen der durch miR-23a-3p und miR-23b-3p 

regulierten Zielgene, habe ich einen automatisierten Luciferase-Assay durchgeführt und acht 

Zielgene der miR-23a-3p (NOL4, SOX6, GOLGA6C, PCDHA9, G2E3, ZNF695, CEP41 und 

RGPD1) und drei Zielgene der miR-23b-3p (SOX6, GOLGA6C und ZNF695) identifiziert. Zur 

Bestätigung der direkten Interaktion zwischen den miRNAs und ihren Zielgenen, habe ich die 
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miRNA-Bindestelle der Zielgene gezielt mutiert und somit fünf direkte Zielgene der miR-23a-3p 

(NOL4, SOX6, GOLGA6C, PCDHA9 und CEP41) und drei direkte Zielgene der miR-23b-3p 

(NOL4, SOX6 und PCDHA9) bestätigt. Zur Feststellung der Expressionslevel der Zielgene der 

miR-23a/b-3p habe ich Spermien von Männern mit Oligoasthenozoospermie im Vergleich zu 

Männern mit normalen Samenparametern (Normozoospermie) mittels Echtzeit - Polymerase - 

Kettenreaktion untersucht. Die Ergebnisse zeigten eine Reduktion der Expressionslevel in 

zehn Zielgenen (NOL4, SOX6, GOLGA6C, PCDHA9, G2E3, ZNF695, CEP41, RGPD1, 

GOLGA6B und LMLN) bei Männern mit Oligoasthenozoospermie. Diese veränderten 

Expressionslevel zeigten eine positive Korrelation mit den Samenparametern, der 

Spermienanzahl, -motilität und –morphologie. Dies lässt vermuten, dass die Dysregulation 

dieser Gene mit den veränderten Samenparametern bei Oligoasthenozoospermie assoziiert 

ist.  

Darüber hinaus habe ich den Zusammenhang zwischen der miR-19a-3p und 

miR-19b-3p (miR-19a/b-3p) und ihre in-silico vorhergesagten, Testis-exprimierten Zielgene im 

Kontext der Oligoasthenozoospermie untersucht. Zur Analyse der Expressionslevel der 

miR-19a/b-3p und ihrer 82 Zielgene wurden Spermien von Männern mit 

Oligoasthenozoospermie mit Spermien von Männern mit Normozoospermie mittels 

quantitativer Echtzeit – Polymerase - Kettenreaktion verglichen. Die Ergebnisse zeigten die 

erhöhte Expression der miR-19a/b-3p und die gleichzeitige reduzierte Expression von 51 

Zielgenen. Zwei Zielgene zeigten eine erhöhte Expression. Zur Untersuchung der 

Zusammenhänge zwischen der Expressionslevel der miRNAs und der Zielgene mit den 

Samenparametern habe ich eine Korrelationsanalyse durchgeführt. Die Ergebnisse zeigten 

positive Korrelationen der 51 vermindert exprimierten Zielgene mit den Samenparametern, 

Spermienanzahl, -motilität, und -morphologie, sowie negative Korrelationen der miR-19a-3p 

und miR-19b-3p mit den Samenparametern, Spermienanzahl, -motilität, -vitalität 

und -morphologie. Außerdem wurde eine negative Korrelation zwischen der veränderten 

Expression der miR-19a/b-3p und den 51 Zielgenen festgestellt. Zur Validierung dieser 

Beobachtungen auf Proteinebene, habe ich Spermien von Männern mit 

Oligoasthenozoospermie im Vergleich zu Männern mit Normozoospermie mittels Western Blot 

untersucht. Es zeigte sich eine Reduktion der Proteinlevel zweier Gene (STK33 und DNAI1). 

Die Ergebnisse dieser Studie deuten auf eine mögliche Beteiligung von miR-19a/b-3p und 

ihren Zielgenen am Erhalt der normalen Spermienfunktion hin und legen eine regulatorische 

Rolle der miR-19a/b-3p in der Kontrolle der Expressionslevel ihrer Zielgene im Kontext der 

Oligoasthenozoospermie nahe. 

Des Weiteren habe ich das Spermien Proteom von Männern mit Normozoospermie, 

Oligoasthenozoospermie und Asthenozoospermie, die durch eine Verminderung der 

Spermienmotilität charakterisiert ist, analysiert. Mittels Flüssigchromatographie mit Tandem 
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Massenspektrometrie Kopplung wurden insgesamt 4412 Proteine identifiziert, von denen 

1336 Proteine in mindestens 70 % der Spermienproben gefunden wurden. Zur Analyse der 

differentiellen Expression der Spermienproteine, habe ich das Proteom von Spermien 

subfertiler Männer, d.h. Männer mit Oligoasthenozoospermie und Asthenozoospermie, mit 

Spermien von Männern mit Normozoospermie verglichen. Die Ergebnisse zeigten in Spermien 

von subfertilen Männern gegenüber Männern mit Normozoospermie eine reduzierte 

Expression von 32 Proteinen und eine erhöhte Expression von 34 Proteinen. Bei Männern mit 

Asthenozoospermie verglichen mit Normozoospermie wiesen 95 Proteine eine geringere 

Expression auf, während 86 Proteine eine höhere Expression zeigten. Hingegen zeigten bei 

Männern mit Oligoasthenozoospermie verglichen mit Normozoospermie acht Proteine eine 

geringere Expression und ein Protein eine höhere Expression. Zur Untersuchung der 

Zusammenhänge zwischen den Proteinlevel mit der Spermienmotilität sowie der 

Spermienanzahl habe ich eine Korrelationsanalyse durchgeführt. Die Ergebnisse zeigten, 

dass 13 Proteine negativ und 37 Proteine positiv mit der Spermienanzahl und 35 Proteine 

negativ und 20 Proteine positiv mit der Spermienmotilität korrelierten. Darüber hinaus habe ich 

Kombinationen aus Proteinen identifiziert, die potentiell als Biomarker für die Vorhersage 

männlicher Subfertilität oder die spezifische Diagnose von Asthenozoospermie und 

Oligoasthenozoospermie dienen könnten. Außerdem könnten identifizierte Proteine potentiell 

zwischen Asthenozoospermie und Oligoasthenozoospermie differenzieren und so weitere 

Einblicke in die unterschiedlichen molekularen Profile geben, die mit diesen Erkrankungen 

verbunden sind. 

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse meiner Forschung den regulatorischen 

Zusammenhang zwischen miR-23a-3p, miR-23b-3p, miR-19a-3p und miR-19b-3p und ihren 

jeweiligen Zielgenen bei Oligoasthenozoospermie. Darüber hinaus wurden veränderte 

Proteinexpressionsmuster identifiziert, die mit Subfertilität und spezifischen Infertilitäts-

assoziierten Anomalien in Zusammenhang stehen. Die Korrelationsanalyse zeigte den 

Einfluss der entsprechenden miRNAs, der Zielgene und spezifischer Proteine auf die 

Spermienparameter, insbesondere auf die Spermienzahl, die Spermienmotilität und die 

Spermienmorphologie. Die Ergebnisse tragen zu einem besseren Verständnis der 

molekularen Mechanismen bei, die bei der männlichen Fortpflanzung eine Rolle spielen und 

der männlichen Infertilität zugrunde liegen, und können bei der Entwicklung von neuer 

Diagnose- und individueller Therapiestrategien helfen.  
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1.2.  Summary 

Alterations in expression patterns at the transcriptome level, at the level of post-

transcriptional regulation by miRNAs, and at the protein level in sperm from men with 

infertility-associated impairments 

Infertility is widespread and affects one in six couples worldwide. These couples are 

unable to achieve conception within a year of unprotected sexual intercourse. Current research 

shows that male infertility is complex and multifactorial, and remains idiopathic in 30–40% of 

cases. Although assisted reproductive technology enables pregnancy even if a couple has 

been diagnosed with infertility, the causes of male infertility remain to be elucidated. To gain a 

deeper comprehension of the genetic factors contributing to male infertility, investigations have 

delved into changes occurring at both the proteome and transcriptome levels. Furthermore, 

the role of microRNAs (miRNAs) as post-transcriptional regulators has been of particular 

interest in elucidating the mechanisms associated with infertility. MiRNAs are small non-coding 

RNA molecules that play a crucial role in gene regulation, and they have been found to have 

potential implications in the development of male infertility. In this thesis, I have specifically 

focused on miRNAs and their interactions with target genes, exploring their involvement in 

infertility-associated impairments. The aim was to uncover molecular signaling pathways that 

may be disrupted in male infertility and to lay the ground for identifying new diagnostic markers 

and customized therapies. Additionally, I have conducted an in-depth analysis of changes 

occurring in the proteome of sperm samples obtained from men with infertility-associated 

impairments. The aim was to determine specific protein alterations, to unravel the underlying 

mechanisms of male infertility and to help identify new potential biomarkers. By combining 

investigations of miRNAs and their target genes with proteomic analyses, I aimed to deepen 

our understanding of the genetic intricacies involved in male infertility. 

Specifically, I focused on exploring the involvement of miR-23a-3p and miR-23b-3p 

(miR‑23a/b-3p) in the context of oligoasthenozoospermia, a condition characterized by 

reduced sperm count and motility. I investigated 16 testis-expressed target genes that were 

predicted to interact with miR-23a/b-3p. To identify the miRNA-targeting by miR-23a/b-3p, I 

employed an automated luciferase assay and identified eight target genes for miR-23a-3p, 

including NOL4, SOX6, GOLGA6C, PCDHA9, G2E3, ZNF695, CEP41, and RGPD1. 

Additionally, three target genes, namely SOX6, GOLGA6C, and ZNF695, were identified as 

targets of miR-23b-3p. To confirm the direct interaction between miRNAs and their target 

genes, I performed mutagenesis experiments targeting the binding sites of these genes. I 

validated five genes (NOL4, SOX6, GOLGA6C, PCDHA9, and CEP41) that were directly 

regulated by miR-23a-3p. Three genes (NOL4, SOX6, and PCDHA9) were directly regulated 

by miR-23b-3p. To assess the expression levels of the target genes, I conducted real-time 

quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) analysis on sperm samples obtained from 
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men with oligoasthenozoospermia and compared them to samples from men with normal 

sperm parameters (normozoospermia). The results revealed a significant reduction in the 

expression levels of ten target genes, including NOL4, SOX6, GOLGA6C, PCDHA9, G2E3, 

ZNF695, CEP41, RGPD1, GOLGA6B, and LMLN in men with oligoasthenozoospermia. The 

observed differential expression levels showed a positive correlation with semen parameters, 

such as sperm count, motility, and morphology. This suggests that the dysregulation of these 

genes may play a role in the altered sperm characteristics associated with 

oligoasthenozoospermia. 

In addition, I investigated the relationship between miR-19a-3p and miR-19b-3p 

(miR-19a/b-3p) and their in-silico predicted testis-expressed target genes, which are 

associated with oligoasthenozoospermia. To analyze the expression levels of miR-19a/b-3p 

and its 82 predicted target genes, I performed RT-qPCR on sperm samples obtained from men 

with oligoasthenozoospermia in comparison to sperm from men with normozoospermia. The 

comparison revealed higher expression of miR-19a/b-3p and lower expression of 51 target 

genes. Two target genes displayed higher expression levels. To explore the relationship 

between the expression levels of these genes and semen parameters, I performed a 

correlation analysis. The findings demonstrated a positive association between the 51 target 

genes and semen parameters, such as sperm count, motility, and morphology. A negative 

correlation was observed between miR-19a/b-3p expression and sperm count, motility, vitality, 

and morphology. A negative correlation was also observed between miR-19a/b-3p and its 

51 target genes. To validate these observations at the protein level, Western blot analysis was 

performed on sperm samples from men with oligoasthenozoospermia and normozoospermia. 

I identified reduced protein levels of two genes (STK33 and DNAI1). These findings indicate 

the potential involvement of miR-19a/b-3p and their target genes in maintaining normal sperm 

function and suggest a regulatory role of these miRNAs in controlling the expression levels of 

their target genes in the context of oligoasthenozoospermia. 

I analyzed the sperm proteome of men with normozoospermia, oligoasthenozoospermia, 

and asthenozoospermia, which is characterized by reduced sperm count. Using liquid 

chromatography with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), a total of 4412 proteins were 

identified. Among these, 1336 proteins were found to be present in at least 70% of the analyzed 

sperm samples. To analyze the differential expression of sperm proteins, I compared the 

proteome of sperm from subfertile men, i.e., men with oligoasthenozoospermia and 

asthenozoospermia, with sperm from men with normozoospermia. The results exhibited 

reduced expression of 32 proteins and increased expression of 34 proteins in sperm from 

subfertile men compared to men with normozoospermia. In the case of asthenozoospermia, 

95 proteins demonstrated lower expression, whereas 86 proteins displayed higher expression. 

Sperm samples from men with oligoasthenozoospermia showed lower expression in eight 
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proteins and higher expression in one protein. To investigate the relationship between protein 

levels and sperm motility and count, I performed a correlation analysis. The results showed 

that 13 proteins exhibited a negative correlation, while 37 proteins displayed a positive 

correlation with sperm count. Similarly, 35 proteins showed a negative correlation, and 

20 proteins displayed a positive correlation with sperm motility. Moreover, I identified 

combinations of proteins that could potentially serve as biomarkers for generally predicting 

male subfertility or specifically diagnosing asthenozoospermia and oligoasthenozoospermia. 

Additionally, I identified proteins that potentially differentiate between astheno- and 

oligoasthenozoospermia, providing further insights into the distinct molecular profiles 

associated with these conditions. 

In conclusion, my research shows the association between miR-23a-3p, miR-23b-3p, 

miR-19a-3p, and miR-19b-3p and their respective target genes in oligoasthenozoospermia. 

Additionally, a proteomic analysis identified altered protein expression patterns associated with 

subfertility and specific subtypes of male infertility. The correlation analysis demonstrated the 

impact of these miRNAs, target genes, and specific proteins on semen parameters, particularly 

sperm count, motility, and morphology. The findings contribute to a better understanding of the 

molecular mechanisms underlying male infertility and may help in the development of 

diagnostic and therapeutic strategies. 

 

  



EINLEITUNG 

 

16 
 

2. EINLEITUNG 

2.1. Infertilität – Definition und Epidemiologie 

Infertilität ist laut Weltgesundheitsorganisation (engl. World Health Organization, WHO)  

durch die Unfähigkeit definiert, innerhalb eines Jahres, trotz regelmäßigem 

Geschlechtsverkehrs und ohne die Anwendung von Empfängnisverhütungsmitteln, 

Nachwuchs zu empfangen (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022, 2023). Bei aktivem 

Kinderwunsch erreichen ungefähr 75 bis 80 % der Paare im reproduktiven Alter in weniger als 

sechs Monaten eine Empfängnis (GNOTH et al., 2003; SCHLEGEL et al., 2020). Insgesamt 

85 % der Paare empfangen innerhalb eines Jahres und 90 % der Paare nach Ablauf von 

mindestens zwei Jahren Nachwuchs (SCHLEGEL et al., 2020). Demnach ist weltweit jedes 

sechste Paar im reproduktiven Alter von einem unerfüllten Kinderwunsch betroffen (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2023). Ursachen für die ungewollte Kinderlosigkeit können auf 

Seiten des Mannes, der Frau, oder beider Partner begründet liegen (AGARWAL et al., 2015; 

SHARLIP et al., 2002). In circa 50 % aller Fälle tragen Faktoren auf Seiten des Mannes zur 

Infertilität des Paares bei, wovon in 20 bis 30 % der Fälle allein der männliche Faktor der 

Infertilität zugrunde liegt (AGARWAL et al., 2015).   

2.2. Männliche Infertilität  

2.2.1. Definition, Ätiologie und Diagnostik 

Männliche Infertilität geht in den meisten Fällen mit Problemen der Ejakulation, der 

Abwesenheit oder Einschränkung funktioneller Eigenschaften der Spermien, und/oder  

morphologischen Veränderungen der Spermien einher (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2022, 2023). Die Ätiologie der männlichen Infertilität ist vielfältig. Die Ursachen für männliche 

Infertilität sind angeboren oder können erworben werden. Urologische und genetische 

Anomalien, Störungen der Hormonsynthese, aber auch Folgeerscheinungen von 

Erkrankungen und Therapien, einschließlich chirurgischer Eingriffe, sowie immunologische 

Veränderungen können zur männlichen Infertilität führen (ROWE, WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2000; SALONIA et al., 2023). Aufgrund des breiten Spektrums der 

Ursachen, muss die Beurteilung der männlichen Fertilität auf unterschiedlichen Ebenen 

erfolgen. Die Routinediagnostik bei männlicher Infertilität wird u.a. in den Leitlinien der 

European Association of Urology (EAU) und der American Society for Reproductive Medicine 

(ASRM) zusammengefasst (PRACTICE COMMITTEE OF THE AMERICAN SOCIETY FOR 

REPRODUCTIVE MEDICINE, 2015; SALONIA et al., 2023). Neben der Feststellung der 

individuellen Reproduktions- und Krankheitsgeschichte, sowie einer anatomischen 

Untersuchung, wird eine Analyse des Ejakulates durchgeführt (PRACTICE COMMITTEE OF 
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THE AMERICAN SOCIETY FOR REPRODUCTIVE MEDICINE, 2015; SALONIA et al., 2023). 

Eine endokrinologische Untersuchung des Blutes und eine genetische Analyse kann bei 

entsprechender Indikation zusätzlich vorgenommen werden (POZZI et al., 2023; PRACTICE 

COMMITTEE OF THE AMERICAN SOCIETY FOR REPRODUCTIVE MEDICINE, 2015; 

SALONIA et al., 2023; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).  

2.2.2. Analyse des Ejakulates und Spermiogramm 

Parameter des Ejakulates und der enthaltenen Spermien werden idealerweise nach zwei 

bis sieben Tagen sexueller Abstinenz analysiert, quantifiziert und im Spermiogramm 

zusammengefasst (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). Zu den Basisparametern des 

Ejakulates zählen Ejakulatvolumen, pH-Wert, die Spermienkonzentration, die sich daraus 

ergebende Gesamtzahl der Spermien, sowie die prozentuale Angabe zur Motilität, Vitalität und 

veränderten Morphologie der Spermien (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). Bei der 

Motilität wird zwischen der Gesamtmotilität und der progressiven Motilität unterschieden. Ein 

Spermium mit linearer Vorwärtsbewegung gilt als progressiv motil. Nicht-progressiv motile 

Spermien zeigen eine aktive Bewegung des Spermienschwanzes, bewegen sich jedoch nicht 

linear oder mit geringer Geschwindigkeit. Die Gesamtmotilität ergibt sich aus progressiver und 

nicht-progressiver Motilität der Spermien (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). Die 

Quantifizierung von morphologisch „normal“-aussehenden Spermien wird mittels 

Lichtmikroskopie erreicht (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).  

Die WHO liefert Leitlinien zur Untersuchung und Prozessierung von humanem Sperma, 

die regelmäßig reevaluiert und fortlaufend aktualisiert werden. Aktuell gelten die unteren 

Referenzwerte zur Beurteilung der Samenparameter der WHO aus dem Jahr 2021 

(CAMPBELL et al., 2021; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). Die unteren 

Referenzwerte, die in den Publikationen meiner Arbeit berücksichtigt wurden, wurden den 

vorangegangenen Leitlinien der WHO aus dem Jahr 2010 entnommen (COOPER et al., 2010; 

WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). Die unteren Referenzwerte zur Beurteilung der 

Samenparameter der Jahre 2010 und 2021 sind in Tabelle 1 aufgelistet. 
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Tabelle 1: Untere Referenzwerte zur Beurteilung der Samenparameter im Spermiogramm festgelegt 
durch das Laborhandbuch der WHO zur Untersuchung und Prozessierung von humanem Sperma aus 
dem Jahr 2010 und 2021. 

Samenparameter 

Untere Referenzwerte 

2010 

(95 % Konfidenzintervall) 

Unterer Referenzwerte 

2021 

(95 % Konfidenzintervall) 

Ejakulatvolumen 1,5 (1,4 – 1,7) ml 1,4 (1,3 – 1,5) ml 

pH-Wert > 7,2 > 7,2 

Gesamtzahl der Spermien  39 (33 – 46) × 106 39 (35 – 40) × 106 

Spermienkonzentration 15 (12 – 16) × 106/ml 16 (15 – 18) × 106/ml 

Gesamtmotilität 40 (38 – 42) % motil 42 (40 – 43) % motil 

Progressive Motilität 32 (31 – 34) % progressiv 

motil 

30 (29 – 31) % progressiv 

motil 

Vitalität 58 (55 – 63) % vital 54 (50 – 56) % vital 

Morphologie 4 (3.0 – 4.0) % 

morphologisch normal 

4 (3,9 – 4,0) % 

morphologisch normal 

Festgelegt anhand des unteren fünften Perzentils und dessen 95 % Konfidenzintervall nach 
(CAMPBELL et al., 2021; COOPER et al., 2010; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010, 2021). 

2.2.2.1. Infertilitäts-assoziierte Anomalien auf Basis des Spermiogramms 

Liegen die Samenparameter des Spermiogramms oberhalb der Referenzwerte, spricht 

man von Normozoospermie. Auf Grundlage des Spermiogramms unter Berücksichtigung der 

unteren Referenzwerte zur Beurteilung der Samenparameter aus dem Jahr 2010 können 

folgende grundlegende Anomalien unterschieden werden: Oligozoospermie, 

Asthenozoospermie und Teratozoospermie. Oligozoospermie ist definiert durch eine 

Spermienkonzentration von weniger als 15 Millionen Spermien pro Milliliter Ejakulat. Hierbei 

kann zusätzlich zwischen Azoospermie, dem vollständigen Fehlen von Spermien im Ejakulat, 

und Kryptozoospermie, einer sehr geringen Spermienkonzentration, die erst nach 

Konzentration des Ejakulates nachweisbar ist, unterschieden werden. Asthenozoospermie 

zeichnet sich durch eine reduzierte Spermienmotilität von weniger als 32 % progressiv motiler 

Spermien im Ejakulat aus. Teratozoospermie liegt vor, wenn weniger als 4 % morphologisch 

„normal“-aussehende Spermien im Ejakulat vorhanden sind (COOPER et al., 2010; WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2010). Mischformen dieser Anomalien, wie 

Oligoasthenozoospermie (OA) und Oligoasthenoteratozoospermie (OAT), sind weit verbreitet 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). Die Feststellung dieser Anomalien ist jedoch kein 

eindeutiger Indikator für die männliche Infertilität, sondern deutet auf eine mögliche 
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Einschränkung der Fertilität des Mannes hin (SALONIA et al., 2023; WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2010). Diese wird auch als Subfertilität bezeichnet.  

2.2.3. Idiopathische männliche Infertilität und ungeklärte Infertilität   

Bei 30 bis 40 % der Männer mit Samenparameter unterhalb der Referenzwerte lässt sich 

keine Ursache für die männliche Infertilität bestimmen (OLESEN et al., 2017; SALONIA et al., 

2023). Dieses Phänomen wird idiopathische männliche Infertilität genannt. Ursachen für 

schwere Beeinträchtigungen der Spermienbildung, wie Aspermie, das vollständige Fehlen des 

Ejakulates, Azoospermie, und Kryptozoospermie sind besser verstanden als Ursachen für 

Oligozoospermie, die in ungefähr 75 % der Fälle idiopathisch bleibt (PUNAB et al., 2017). Die 

ungeklärte Infertilität ist von der idiopathischen männlichen Infertilität abzugrenzen und liegt 

vor, wenn weder auf Seiten des Mannes noch der Frau eine Ursache für die diagnostizierte 

Infertilität festgestellt werden kann und demnach auch die Samenparameter des Mannes 

oberhalb der Referenzwerte liegen. Ungeklärte Infertilität betrifft insgesamt 20 bis 30 % der 

Paare mit diagnostizierter Infertilität (SALONIA et al., 2023). 

2.2.4. Schwächen der bisherigen Diagnostik und Notwendigkeit der Ursachenforschung 

bei männlicher Infertilität 

Der hohe Anteil der ungeklärten Infertilität von Paaren und der idiopathischen 

männlichen Infertilität deutet darauf hin, dass die bisherige Routinediagnostik unzureichend 

zur adäquaten Erfassung der Ursachen von männlicher Infertilität ist (CALOGERO et al., 2023; 

PANDRUVADA et al., 2021; TUTTELMANN et al., 2018). Vor allem im genetischen Bereich 

sind die diagnostischen Tests begrenzt. Patienten werden routinemäßig bei entsprechender 

Indikation auf chromosomale Anomalien, wie beispielsweise spezifische Mikrodeletionen in 

der Azoospermiefaktor (AZF) – Region des Y-Chromosoms und auf wenige Infertilitäts-

assoziierte Genmutationen, wie beispielsweise im Cystic Fibrosis Transmembrane 

Conductance Regulator (CFTR)-Gen, getestet (PRACTICE COMMITTEE OF THE 

AMERICAN SOCIETY FOR REPRODUCTIVE MEDICINE, 2015; SALONIA et al., 2023). Die 

Routinediagnostik bei männlicher Infertilität, hat sich über 20 Jahre hinweg nur marginal 

verändert (TUTTELMANN et al., 2018). Währenddessen hat sich das Methodenspektrum der 

genetischen Forschung im Allgemeinen und in der männlichen Reproduktionsmedizin deutlich 

erweitert. Die aktuelle Forschung fokussiert sich zunehmend auf spezifische Gene, die mit 

Infertilität assoziiert sind. So beschäftigen sich im Jahr 2020 circa 50 % aller genetischen 

Studien im Bereich der männlichen Infertilität mit spezifischen Genen. Somit steigt auch die 

Anzahl der jährlich „neu“-identifizierten Infertilitäts-assoziierten Gene stetig an (HOUSTON et 

al., 2021). Spezifische Gene könnten sich als Kandidaten zur Diagnose männlicher Infertilität 
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eignen und werden bereits in der Diagnostik vereinzelt angewendet (BIENIEK et al., 2016; 

TUTTELMANN et al., 2018). Die Leitlinien der WHO zur Untersuchung und Prozessierung von 

humanem Sperma wurden zwar im Jahre 2021 im Bereich der genetischen Diagnostik durch 

die DNA-Fragmentierungsrate der Spermien ergänzt, jedoch fanden bisher keine weiteren 

Tests spezifischer infertilitäts-assoziierter Gene weder Eingang in die Leitlinien der WHO, der 

EAU oder der ASRM (CALOGERO et al., 2023; PRACTICE COMMITTEE OF THE 

AMERICAN SOCIETY FOR REPRODUCTIVE MEDICINE, 2015; SALONIA et al., 2023; 

WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). 

Ursachen für die marginalen Fortschritte der Routinediagnostik und der 

Ursachenforschung bei männlicher Infertilität in den letzten Jahrzehnten könnten mit der 

Entwicklung der assistierten Reproduktionstechnik (ART), vor allem die der 

intrazytoplasmatischen Spermieninjektion (engl. Intracytoplasmic sperm injection, ICSI) in den 

90er Jahren, zusammenhängen (AITKEN, 2018). Die ART umfasst Verfahren in denen 

Spermien und Eizellen bzw. Embryos genutzt werden, um die diagnostizierte Infertilität eines 

Paares zu überwinden und eine Schwangerschaft zu erzielen (ZEGERS-HOCHSCHILD et al., 

2009). Im Rahmen der Behandlung der Infertilität von Paaren werden Methoden der ART 

weltweit und alltäglich angewendet (CHAMBERS et al., 2021). Im Jahr 2021 wurden 41% aller 

ICSI- und In-Vitro Fertilisation (IVF) - Behandlungen in Deutschland aufgrund einer Indikation 

allein auf Seiten des Mannes durchgeführt (DEUTSCHES IVF REGISTER, 2022). Der 

männliche Fertilitätsstatus bleibt bei der Anwendung der ART jedoch unverändert. Zugleich 

beschränken sich die aktuellen Therapiemöglichkeiten bei männlicher Infertilität hauptsächlich 

auf die Umstellung des Lebensstils, Hormontherapien und operative Eingriffe zur Behebung 

obstruktiver Anomalien (SALONIA et al., 2023). 

Trotz der Erfolge der ART bringt sie, neben der physischen und psychischen Belastung 

des betreffenden Paares, auch Risiken für den Nachwuchs mit sich, da funktionelle und 

morphologische Defekte der Spermien, die eine natürliche Empfängnis verhindern oder 

erschweren, umgangen werden (CAIRO CONSENSUS WORKSHOP GROUP, 2020; 

CALOGERO et al., 2023; TURNER et al., 2020). Angeborenen Anomalien, wie beispielsweise 

angeborene Herzfehler und urogenitale Anomalien der Nachkommen, die mit Hilfe von ART 

empfangen wurden, könnten mit der zugrundeliegenden männlichen Infertilität 

zusammenhängen (JWA et al., 2019; MASSARO et al., 2015; TARARBIT et al., 2013).  

Die Verbesserung der Diagnose, der Aufklärung der Ursachen und der Entwicklung 

neuer Therapien männlicher Infertilität würde zum einen den gezielteren Einsatz der ART 

ermöglichen und zum anderen die Anwendung der ART obsolet machen.  

Aufgrund der aufgeführten Problematiken wird seit Jahren in unzähligen Studien die 

Ausweitung der Routinediagnostik und die Notwendigkeit der Ursachenforschung männlicher 

Infertilität thematisiert und diskutiert (BOITRELLE et al., 2021; CAIRO CONSENSUS 
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WORKSHOP GROUP, 2020; CALOGERO et al., 2023; PANDRUVADA et al., 2021; TURNER 

et al., 2020; TUTTELMANN et al., 2018).   

2.3. Die Rolle der Genetik in der männlichen Reproduktion 

Die männliche Reproduktion ist komplex. So werden beispielsweise 77 % aller Protein-

kodierenden Gene im Testis exprimiert und mindestens 2300 Gene sind an der 

Spermatogenese beteiligt (HOTALING, CARRELL, 2014; UHLEN et al., 2015). 

Neue „Omics“-Technologien können unser Verständnis für die Physiologie und 

Pathologie der männlichen Reproduktion drastisch verbessern, indem sie die Betrachtung der 

Gesamtheit des Genoms, Transkriptoms, Proteoms, sowie des Epigenoms und des 

Metaboloms zulassen. In meiner Arbeit betrachte ich hauptsächlich Veränderungen auf 

Transkriptom- und Proteomebene in Spermien. Diesbezüglich werden grundlegende 

Zusammenhänge und bisherige Erkenntnisse in den folgenden Abschnitten 

zusammengefasst. 

Ich möchte an dieser Stelle darauf hinweisen, dass mit den Begriffen miRNA-Expression, 

mRNA-Expression und Protein-Expression im Rahmen meiner Arbeit keine Transkriptions- 

bzw. Translationsprozesse impliziert werden. Vielmehr beziehen sich die Begriffe miRNA-

Expression, mRNA-Expression und Protein-Expression auf die zu einem Zeitpunkt gemessene 

Menge an miRNA, mRNA bzw. Protein.  Hierbei handelt es sich nicht um Angaben zu 

absoluten Mengen, sondern um Angaben zu relativen Mengen.  

2.3.1. Humanes Spermien Transkriptom 

2.3.1.1. Transkriptionelle Aktivität in Spermien 

Die Transkription in Spermien ist nahezu inaktiviert (GRUNEWALD et al., 2005; 

KIERSZENBAUM, TRES, 1975; REN et al., 2017). Deren Stilllegung erfolgt während der 

Spermatogenese, dem Prozess in dem die Spermien in den Samenkanälchen des Hodens 

gebildet werden (HECHT, 1998). Die Spermatogenese unterteilt sich in drei Phasen. Die erste 

Phase ist die Proliferation bei der mittels mitotischer Zellteilung aus Keimzellstammzellen, den 

Spermatogonien, diploide primäre Spermatozyten entstehen. In der zweiten Phase werden 

durch meiotische Zellteilung erst haploide, sekundäre Spermatozyten und im Anschluss runde 

Spermatiden gebildet. In der dritten Phase, der post-meiotischen Spermiogenese, 

differenzieren sich die Spermatiden zu Spermatozoen aus, die aus Kopf, Mittelstück und 

Spermienschwanz aufgebaut sind (DE KRETSER et al., 1998). Im Verlauf dieser dritten Phase 

wird das Zytoplasma der Zellen reduziert und das Spermien Genom kondensiert, sodass die 

Transkription schrittweise heruntergefahren wird (DE KRETSER et al., 1998; REN et al., 
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2017). Während in Spermatozyten und Spermatiden noch eine RNA-Synthese stattfindet, 

konnte in reifen ejakulierten Spermien keine Transkription nachgewiesen werden (DADOUNE 

et al., 2004; GEREMIA et al., 1978; GRUNEWALD et al., 2005; HAMATANI, 2012; MONESI, 

1965). Trotz der weitgehend inaktiven Transkription enthält jedes einzelne Spermium 

zwischen 10 – 100 Femtogramm RNA (KRAWETZ, 2005; PESSOT et al., 1989). Spermien 

enthalten eine komplexe Zusammensetzung aus kodierenden Boten-RNAs (engl. messenger 

RNA, mRNA), und nicht-kodierenden RNAs (engl. non-coding RNA, ncRNA) (HAMATANI, 

2012; KRAWETZ et al., 2011; MILLER et al., 1999; OSTERMEIER et al., 2002). 

2.3.1.2. Kodierende Messenger RNAs in Spermien 

Viele der mRNAs in ejakulierten Spermien sind testikulären Ursprungs und verbleiben 

untranslatiert im Spermium (HAMATANI, 2012). Jedoch geschieht diese Retention nicht 

zufällig, stattdessen werden mRNAs selektiv im sich entwickelnden Spermium zurückgehalten 

(HAMATANI, 2012; MILLER et al., 1999; MILLER, OSTERMEIER, 2006). Nach 

abgeschlossener Spermatogenese sind Spermien funktionell inaktiv und reifen erst durch die 

Anwesenheit von extrazellulären Vesikeln, RNAs, Proteinen, Ionen und Nährstoffe während 

des Transits durch den Epididymis weiter heran, wodurch sie motil werden und die Fähigkeit 

zur Fertilisation erlangen (SANTIAGO et al., 2021; SULLIVAN, 2016). Einige mRNAs scheinen 

dabei durch extrazelluläre Vesikel in das ejakulierte Spermium zu gelangen (JODAR et al., 

2016; SANTIAGO et al., 2021).  

In Spermien enthaltene mRNAs verschiedenen Ursprungs können an spezifischen 

Prozessen der Reproduktion beteiligt sein. Dazu zählen die post-testikuläre Spermienreifung 

im Epididymis, die Motilität, der Reifeprozess der Spermien im weiblichen Genitaltrakt, 

genannt Kapazitation, die Fertilisation und die frühe Entwicklung des Embryos (HERNANDEZ-

SILVA et al., 2022; KRAWETZ, 2005; LAMBARD et al., 2004; OSTERMEIER et al., 2004; 

SILVA et al., 2022; VALLET-BUISAN et al., 2023). Die differentielle Expression einzelner oder 

mehrerer mRNAs in Spermien im Zusammenhang mit männlicher Infertilität und Subfertilität 

wurde in den letzten Jahrzehnten vielfach untersucht (SANTIAGO et al., 2021). Zudem wurde 

das Spermien Transkriptom in infertilen und fertilen Männern untersucht und insgesamt 

wurden mehr als 60.000 Transkripte identifiziert. Mehr als 11.000 Transkripte waren dabei in 

Spermien von infertilen Männern im Vergleich zu fertilen Männern differentiell exprimiert 

(JOSHI et al., 2022a). Einige dieser in Spermien identifizierten mRNAs wurden als potentielle 

Biomarker identifiziert und könnten sich einzeln oder in Kombination als potentielle Kandidaten 

zur Diagnose von männlicher Infertilität, besonders der idiopathischen Infertilität, eignen 

(HERNANDEZ-SILVA et al., 2022).  
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2.3.1.3. Nicht-kodierende RNAs in Spermien 

Neben den kodierenden RNAs enthalten Spermien auch lange, nicht-kodierende RNAs 

(engl. long non-coding RNAs, lncRNAs) und kurze, nicht-kodierende RNAs (engl. small non-

coding RNAs, sncRNAs) (HAMATANI, 2012; SANTIAGO et al., 2021). Zu den in Spermien 

identifizierten sncRNAs zählen mikroRNAs (miRNAs), piwi-interacting RNAs (piRNAs), repeat-

associated small interfering RNAs (rasiRNAs), small nucleolar RNA (snoRNAs), small nuclear 

RNAs (snRNAs) und kurze RNAs in der Transkriptionsstart/Promotor Region. MiRNAs  sind 

dabei mit 6,9 %, piRNAs mit 16,9 %, rasiRNAs mit 65 %, snoRNAs mit 0,3 %, snRNAs mit 

0,1 % und kurze RNAs in der Transkriptionsstart/Promotor Region mit 10,8 % in Spermien 

vertreten (KRAWETZ et al., 2011). Die am besten charakterisierte Klasse der sncRNAs sind 

miRNAs. Diese sind an der männlichen Reproduktion und der Entstehung männlicher 

Infertilität beteiligt (DANESHMANDPOUR et al., 2020; KHAWAR et al., 2019; PAGES et al., 

2018; SANTIAGO et al., 2021).  

2.3.1.4. MikroRNA Biogenese und post-transkriptionelle Regulation 

Die Biogenese kanonischer miRNAs beginnt mit der Transkription im Zellkern durch die 

RNA-Polymerase II von miRNA-kodierenden Genen, die entweder intergenisch, d.h. zwischen 

einzelnen Genen, oder intragenisch, d.h. innerhalb von Genen, lokalisiert sind (LEE et al., 

2002; LEE et al., 2004; WANG, 2010). Es entsteht eine primäre miRNA (engl. primary-

microRNA, pri-miRNA), die aufgrund komplementär angeordneter Sequenzmotive auf 

demselben Strang eine Haarnadel-Struktur ausbildet (CAI et al., 2004; LEE et al., 2002). Eine 

Endonuklease mit zwei RNAse III Domänen, Drosha genannt, sowie zwei Moleküle eines 

Partnerproteins bilden den Mikroprozessor, der anschließend das offene Ende der Haarnadel-

Struktur mit einem 2-Nukleotid großen Überhang einkürzt (LEE et al., 2003; NGUYEN et al., 

2015). Die entstandene Vorläufer-miRNA (engl. precursor microRNA, pre-miRNA) im Zellkern 

ist circa 70 Nukleotide lang und wird von Exportin-5 und Ras-related nuclear protein - 

Guanosintriphosphat (RAN-GTP) ins Zytoplasma transportiert (LEE et al., 2003; LUND et al., 

2004; YI et al., 2003). Dort trennt eine Endonuklease mit RNAse III Domäne, genannt Dicer, 

die Schleife der Haarnadel mit einem zwei Nukleotid großen Überhang ab (BERNSTEIN et al., 

2001; ZHANG et al., 2004). Die entstandene doppelsträngige RNA, der miRNA-Duplex, 

besteht aus der circa 22 Nukleotid langen reifen miRNA und einen passenger-Strang, der 

degradiert wird (BARTEL, 2018; LEE et al., 2003; MATRANGA et al., 2005; ZHANG et al., 

2004). Die reife miRNA wird von Argonauten (AGO) – Proteinen, meist AGO2, rekrutiert und 

in den RNA-induced silencing complex (RISC) eingelagert, mit dessen Hilfe die miRNA ihr 

Zieltranskript findet (LEUSCHNER et al., 2006; MATRANGA et al., 2005). Zielgene werden in 

der Regel durch komplementäre Basenpaarung der Seed-Region der miRNA, die sich an der 
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Nukleotidposition zwei bis sieben am 5‘-Ende der miRNA befindet, an der 

basenkomplementären Bindestelle im Bereich der 3’ untranslatierten Region (3’UTR) des 

Zieltranskriptes gebunden (BARTEL, 2009, 2018). Die Bindung der miRNA am Zieltranskript 

verhindert die Proteinexpression durch die Degradation der mRNA selbst oder durch die 

Inhibierung der Translationsmaschinerie (BARTEL, 2009). Die meisten Protein-kodierenden 

Gene werden durch miRNAs reguliert und damit besitzen miRNAs ein enormes 

regulatorisches Potential (BARTEL, 2018; FRIEDMAN et al., 2009). MiRNAs werden, ähnlich 

zu mRNAs, gewebespezifisch exprimiert und variieren in Entwicklungsprozessen (IVEY, 

SRIVASTAVA, 2015; LUDWIG et al., 2016).  

2.3.1.5. MikroRNA Zielgenidentifizierung und -validierung 

Ein besseres Verständnis der regulatorischen Netzwerke der miRNAs und ihrer Zielgene 

ist essentiell und wird bedingt durch die Aufklärung der miRNA-Zielgen-Interaktionen. 

Bioinformatische Algorithmen sind in der Lage miRNA-Zielgen-Interaktionen vorherzusagen 

und basieren vor allem auf Charakteristika der miRNA Seed-Sequenz, Charakteristika der 

Bindestelle innerhalb der mRNA des Zielgens und bekannten miRNA-Zielgen-Interaktionen 

(RIOLO et al., 2020). Circa 100 bioinformatische Online-Anwendungen sind zur Vorhersage 

von miRNA-Zielgen-Interaktionen verfügbar (KERN et al., 2020). Durch die Unterschiede in 

den zugrundeliegenden bioinformatischen Algorithmen variieren die vorhergesagten Zielgene 

je nach Anwendung zum Teil stark (RIFFO-CAMPOS et al., 2016). Potentielle Zielgene sollten 

daher mittels direkter und/oder indirekter Methoden experimentell validiert werden (HUANG et 

al., 2022; RIFFO-CAMPOS et al., 2016). Direkte Methoden, wie Reportergen-Assays, 

betrachten die direkte Basenpaarbindung der miRNA-Seed-Region zur Bindestelle in der 

3’UTR des Zieltranskripts durch den Effekt auf den Reporter. Indirekte Methoden stellen 

inverse Korrelationen von miRNA, deren Zieltranskripte bzw. deren Zielproteine her. Dazu 

zählen beispielsweise Echtzeit quantitative – Polymerase - Kettenreaktion (engl. real-time 

quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR) und Western Blot (HUANG et al., 2022).  

Die Entwicklung von Hochdurchsatzverfahren, wie beispielsweise Next-Generation-

Sequencing und Massenspektrometrie, hat die Effizienz der Validierung von miRNA-Zielgen-

Interaktionen verbessert. Jedoch ersetzen sie nicht gänzlich die klassischen Methoden der 

experimentellen Validierung und dienen eher als Bindeglied zwischen bioinformatischer 

Vorhersage und klassischer Validierungsmethoden, wie Reportergen-Assay, RT-qPCR und 

Western Blot (KUHN et al., 2008; RIOLO et al., 2020). Technische Entwicklungen haben 

jedoch auch den Durchsatz dieser klassischen Methoden deutlich erhöht. Hochdurchsatz 

RT-qPCR mittels Mikrofluidik Technologie ermöglicht beispielsweise die parallele Analyse 

einer Vielzahl von Zielgenen und Proben mit sehr geringen Volumina (ABU-HALIMA et al., 
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2022). Auch Reportergen-Assays können automatisiert werden und standardisiert mehrere 

direkte miRNA-Zielgen-Interaktionen parallel validieren (KERN et al., 2021). 

Bis heute wurden ungefähr 2300 humane reife miRNAs identifiziert (ALLES et al., 2019), 

die mehr als 60 % aller Protein-kodierender Gene regulieren können (FRIEDMAN et al., 2009). 

Die Datenbank für experimentell validierte miRNAs, miRTarBase, listet für den Menschen 

mehr als 17.000 Zielgene und mehr als vier Millionen miRNA-Zielgen-Interaktionen, von denen 

bisher nur ein geringer Anteil mittels klassischer Methoden experimentell validiert wurde 

(HUANG et al., 2022). 

2.3.1.6. Die Rolle der MikroRNAs in der männlichen Reproduktion  

MiRNAs sind an der männlichen Reproduktion beteiligt und wurden in ejakulierten 

Spermien, in Seminalplasma, in testikulären Gewebe, sowohl in somatischen Zellen als auch 

in sich differenzierenden Keimzellen, sowie im Epididymis identifiziert (KOTAJA, 2014; 

PRATT, CALCATERA, 2016; SALAS-HUETOS et al., 2020; VASHISHT, GAHLAY, 2020). 

Akteure der miRNA-Biogenese in Keim- und somatischen Zellen des Testis sind essentiell für 

die Spermatogenese (KOTAJA, 2014). Ein Fehlen von Drosha oder Dicer in diesen Zellen führt 

zur Beeinträchtigung der Spermatogenese und meistens zur Infertilität (HAYASHI et al., 2008; 

KIM et al., 2010; KORHONEN et al., 2011; MAATOUK et al., 2008; PAPAIOANNOU et al., 

2011; PAPAIOANNOU et al., 2009; ROMERO et al., 2011; WU et al., 2012a; ZIMMERMANN 

et al., 2014). In der Spermatogenese werden miRNAs, ähnlich wie kodierende RNAs, phasen-

spezifisch exprimiert und sind essentielle Regulatoren bei der Spermatogonien 

Selbsterneuerung und deren Differenzierung zu reifen Spermien (KOTAJA, 2014; WALKER, 

2022). Die meisten miRNAs werden in späten meiotischen Keimzellen und haploiden 

Keimzellen, d.h. Spermatozyten und Spermatiden, produziert (KOTAJA, 2014; RO et al., 

2007). Einige miRNAs und deren Zielgene sind funktional mit der Spermatogenese assoziiert 

(WALKER, 2022). 

Beim Transit der Spermien durch das männliche Genitalsystem kommen die Spermien 

mit extrazellulären Vesikeln, wie Epididymosomen, Prostasomen und Liposomen, in Kontakt 

(SULLIVAN, SAEZ, 2013). Epididymosomen, beispielsweise, enthalten miRNAs, die sich je 

nach Region des Epididymis in ihrem miRNA-Expressionsprofil unterscheiden (ALVES et al., 

2020; BELLEANNEE et al., 2013; REILLY et al., 2016; SHARMA et al., 2018). Die 

Epididymosomen verschmelzen mit der Membran der Spermien und verändern das miRNA-

Expressionsprofil der Spermien entlang des Transits durch den Epididymis (ALVES et al., 

2020; ZHOU et al., 2019). Ein Knock-out der Akteure der miRNA-Biogenese in spezifischen 

Zellen des Epididymis resultiert in einer Deregulation des Differenzierungsprozesses der 

epithelialen Zellen, wodurch die Spermienreifung und folglich die Fertilität beeinträchtigt wird 

(ALVES et al., 2020; BJORKGREN et al., 2012).  
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Aus Spermien-stammende miRNAs sind an der Fertilisation der Eizelle und an der 

embryonalen Entwicklung beteiligt (YUAN et al., 2016). MiRNA-defiziente Spermien von 

Mäusen weisen nach ICSI ein verringertes Potential zur embryonalen Differenzierung auf, 

welches durch die Gabe von wildtypischen Spermien-RNA wieder ausgeglichen werden 

konnte (YUAN et al., 2016). Jedoch ist die Beteiligung einzelner spezifischer miRNAs an der 

Fertilisation und der embryonalen Entwicklung wenig erforscht und wird zum Teil kontrovers 

diskutiert (LIU et al., 2012; YUAN et al., 2015).  

Neben ihrer physiologischen Rolle in den oben genannten Prozessen ist die 

Deregulation von einzelnen miRNAs, miRNA-Familien und miRNA-Clustern mit männlicher 

Infertilität assoziiert (ABU-HALIMA et al., 2021; KHAWAR et al., 2019). Die differentielle 

Expression von miRNAs in Spermien von Männern mit verschiedenen Infertilitäts-assoziierten 

Anomalien und beeinträchtigter Spermatogenese wurde vielfach untersucht (ABU-HALIMA et 

al., 2021; ABU-HALIMA et al., 2013; BARBU et al., 2021; DANESHMANDPOUR et al., 2020; 

VASHISHT, GAHLAY, 2020). Die Expressionslevel einiger miRNAs sind mit 

Samenparametern, wie Spermienanzahl, -motilität und -morphologie korreliert (ABU-HALIMA 

et al., 2021; DANESHMANDPOUR et al., 2020). Einzelne miRNAs und Kombinationen aus 

verschiedenen miRNAs wurden als potentielle Biomarker zur Diagnose von männlicher 

Infertilität bzw. von Infertilitäts-assoziierten Anomalien identifiziert und könnten sich zur 

Prognose einer erfolgreichen Empfängnis mittels ART eignen (ALVES et al., 2020; KHAWAR 

et al., 2019; VASHISHT, GAHLAY, 2020). Darüber hinaus könnten miRNAs zukünftig in der 

Therapie männlicher Infertilität angewendet werden (VASHISHT, GAHLAY, 2020). Konkrete 

Studien zum Einsatz von miRNAs als Therapeutikum bei männlicher Infertilität gibt es bisher 

nicht. 

2.3.1.6.1. MiR-23a/b-3p und miR-19a/b-3p als potentielle Regulatoren in der männlichen 

Infertilität 

Die miR-23 und miR-19 Familie, die zentraler Bestandteil meiner Arbeit sind, wurden 

bereits mit männlicher Infertilität in Zusammenhang gebracht. Die miR-23 Familie wurde 

mittels Mikroarray in Spermien, testikulärem Gewebe und Exosomen, die dem Seminalplasma 

entstammen, untersucht. Verglichen wurde hierbei die Expression der Mitglieder der miR-23 

Familie bei Männern mit verschiedenen Infertilitäts-assoziierten Anomalien im Vergleich zu 

Männern mit Normozoospermie (ABU-HALIMA et al., 2014; ABU-HALIMA et al., 2013; ABU-

HALIMA et al., 2016). Die Expression einzelner Mitglieder miR-23 Familie in Spermien von 

Männern mit Oligoasthenozoospermie und Asthenozoospermie ist erhöht (ABU-HALIMA et al., 

2013). Die erhöhten Expressionslevel der miR-23a-3p und miR-23b-3p (miR-23a/b-3p) in 

Spermien von Männern mit Oligoasthenozoospermie wurden kürzlich mittels RT-qPCR 

validiert (ABU-HALIMA et al., 2019; ABU-HALIMA et al., 2021). Zudem wurden erste 
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Spermatogenese-assoziierte Zielgene der miR-23a/b-3p und deren miRNA-Zielgen Bindung 

untersucht. Dabei wurden PFKFB4, HMMR, SPATA6, TEX15, ODF2 und UBQLN3 als direkte 

Zielgene der miR-23a/b-3p identifiziert und validiert (ABU-HALIMA et al., 2019; ABU-HALIMA 

et al., 2021).  

Auch Mitglieder der miR-19 Familie sind in Spermien, testikulärem Gewebe und 

Seminalplasma von Männern mit Infertilitäts-assoziierten Anomalien verglichen mit Männern 

mit Normozoospermie differentiell exprimiert (ABU-HALIMA et al., 2014; ABU-HALIMA et al., 

2013; ABU-HALIMA et al., 2020; WU et al., 2012b). Sie sind im miRNA-Cluster 17-92 im 

Genom lokalisiert, das als essentieller Regulator an der Spermatogenese beteiligt ist (TONG 

et al., 2012; XIE et al., 2016). Außerdem ist die miR-19b-3p in Kulturmedium, das nach 

Embryonen Transfer im Rahmen einer IVF oder ICSI zurückbleibt, erhöht exprimiert und 

könnte sich als prognostischer Biomarker für den Erfolg der Einnistung des Embryos nach IVF 

bzw. ICSI eignen (ABU-HALIMA et al., 2020; CIMADOMO et al., 2019; MCCALLIE et al., 2010; 

ZHOU, DIMITRIADIS, 2020).  

2.3.2. Humanes Spermien Proteom 

Ähnlich wie die Transkription ist auch die Translation in Spermien nahezu inaktiv. Erst 

während der Kapazitation wird die Translation weniger mRNAs wiederaufgenommen (GUR, 

BREITBART, 2006). Die meisten Spermien Proteine werden während der Spermatogenese 

synthetisiert (CASTILLO et al., 2018). Zusätzlich gelangen andere Proteine aus dem 

Seminalplasma in die Spermien, wie beispielsweise während des Transits durch den 

Epididymis mittels Epididymosomen (BAKER et al., 2012; CASTILLO et al., 2018; MARTIN-

DELEON, 2015; SAEZ et al., 2003). Funktionell wirken Spermien Proteine an der 

vorangegangenen Spermatogenese und der Erhaltung der Spermien Funktionen, wie 

beispielsweise der Motilität, mit (AMARAL et al., 2014; CASTILLO et al., 2018). Andere 

Spermien Proteine sind an der Kapazitation beteiligt, spielen bei der Fertilisation der Eizelle 

eine Rolle oder werden zum Embryo transportiert und sind dort an der embryonalen 

Entwicklung beteiligt (CASTILLO et al., 2019; CASTILLO et al., 2018; SAUNDERS et al., 

2002). 

Bisher wurden insgesamt mehr als 6000 Proteine in Spermien in verschiedenen Studien 

identifiziert (CASTILLO et al., 2018). Nur wenige Studien hingegen betrachteten bisher jedoch 

das gesamte Spermien Proteom fertiler Männer mittels Hochdurchsatzverfahren, wie 

beispielsweise Massenspektrometrie (BAKER et al., 2007; JOHNSTON et al., 2005; LI et al., 

2007; MARTINEZ-HEREDIA et al., 2006; WANG et al., 2013).   

Männliche Infertilität bzw. Subfertilität und Veränderungen in den Samenparametern von 

Männern sind mit der aberranten Expression einzelner Proteine assoziiert (AGARWAL et al., 

2020). Auch im Kontext Infertilitäts-assoziierter Anomalien wurden wenige Studien bisher 
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publiziert, deren Fokus auf das gesamte Spermien Proteom gerichtet ist (AGARWAL et al., 

2016; LIANG et al., 2021; MARTINEZ-HEREDIA et al., 2008; SARASWAT et al., 2017; YANG 

et al., 2022; ZHAO et al., 2007). Noch weniger Studien beschreiben die differentielle 

Expression des Spermien Proteoms von Männern mit Oligoasthenozoospermie im Speziellen 

(AGARWAL et al., 2020; GREITHER et al., 2023).  

Erkenntnisse dieser Studien können genutzt werden, um bisher unbekannte Ursachen 

der männlichen Infertilität bzw. Subfertilität aufzudecken und neue Biomarker zur Diagnose 

von männlicher Infertilität oder zur Vorhersage einer erfolgreichen Empfängnis mittels ART zu 

identifizieren. In der Vergangenheit wurden hierzu bereits in vielen Studien potentielle 

Biomarker-Kandidaten identifiziert (BUCKMAN et al., 2013; INTASQUI et al., 2018; ROSA et 

al., 2023; SCHIZA et al., 2014). 
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2.4. Zielsetzung 

Die grundlegenden zellbiologischen Mechanismen der männlichen Fertilität sind bis 

heute wenig verstanden. In der vorliegenden Arbeit werden entsprechende Veränderungen 

auf der Transkriptomebene, auf der Ebene der post-transkriptionellen Regulation durch 

miRNAs und auf der Proteinebene bei männlicher Infertilität untersucht. Mit diesen Arbeiten 

soll neben einem verbesserten Grundlagenverständnis der zellulären Dysregulation in 

Spermien bei männlicher Infertilität auch ein Beitrag zur Entwicklung einer verbesserten 

Diagnostik der männlichen Infertilität geleistet werden.  

1. Das erste Ziel meiner Arbeit war die Identifizierung von 16 in-silico vorhergesagten, 

Testis-exprimierten Zielgenen der Infertilitäts-assoziierten miR-23a-3p und 

miR-23b-3p, die Validierung der direkten miRNA-Zielgen-Interaktionen, sowie die 

Bestimmung der Expressionslevel von Zielgenen in Spermien von Männern mit 

Oligoasthenozoospermie im Vergleich zu Männern mit Normozoospermie. 

2. Das zweite Ziel meiner Arbeit war die Bestimmung der Expressionslevel der 

miR-19a-3p und miR-19b-3p und die Identifizierung und Validierung von 82 in-silico 

vorhergesagten, Testis-exprimierten Zielgenen dieser miRNAs in Spermien von 

Männern mit Oligoasthenozoospermie, im Vergleich zu Männern mit 

Normozoospermie. 

3. Das dritte Ziel meiner Arbeit war die Identifizierung des Proteoms in Spermien von 

Männern mit Subfertilität, d.h. spezifisch von Männern mit Oligoasthenozoospermie 

und Asthenozoospermie, sowie von Männern mit Normozoospermie. Aufbauend auf 

diesen Proteomanalysen sollten potentielle Biomarker für eine verbesserte Diagnose 

der Subfertilität und hierbei spezifisch der Oligoasthenozoospermie und der 

Asthenozoospermie bestimmt werden.  
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3. ERGEBNISSE 

Diese kumulative Promotion basiert auf den folgenden drei Publikationen (ABU-HALIMA 

et al., 2022; BECKER et al., 2023a; BECKER et al., 2023b). Die in dieser Dissertation 

gebundenen Publikationen sind vollständig abgebildet und identisch zu den veröffentlichten 

Versionen durch die entsprechenden Verlage.  
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4. DISKUSSION 

In meiner Thesis habe ich mich auf Infertilitäts-assoziierte miRNAs, deren Interaktionen 

mit Zielgenen und deren Zusammenhang mit Infertilitäts-assoziierter Anomalien fokussiert. 

Darüber hinaus habe ich Veränderungen im Spermien Proteom von Männern mit Infertilitäts-

assoziierten Anomalien analysiert.  

Im Speziellen untersuchte ich die Infertilitäts-assoziierten miRNAs miR-23a-3p und 

miR-23b-3p sowie miR-19a-3p und miR-19b-3p und insgesamt 98 ihrer in-silico 

vorhergesagten, Testis-exprimierten Zielgene. Die miR-19a-3p und die miR-19b-3p waren in 

Spermien von Männern mit Oligoasthenozoospermie im Vergleich zu Männern mit 

Normozoospermie höher exprimiert. Die erhöhte Expression der miR-23a-3p und miR-23b-3p 

in Spermien von Männern mit Oligoasthenozoospermie im Vergleich zu Männern mit 

Normozoospermie wurde bereits im Vorfeld validiert. Insgesamt zehn Zielgene der 

miR-23a/b-3p und 51 Zielgene der miR-19a/b-3p zeigten eine reduzierte Expression in 

Spermien von Männern mit Oligoasthenozoospermie im Vergleich zu Männern mit 

Normozoospermie. Zusätzlich wurden negative Korrelationen der miRNAs und positive 

Korrelationen der Zielgene mit Spermienanzahl, –motilität und/oder –morphologie 

nachgewiesen. Die Zielgene der miR-23a/b-3p wurden darüber hinaus hinsichtlich ihrer 

miRNA-mRNA-Interaktion untersucht. Es konnten acht direkte Zielgene der miR-23a-3p und 

drei direkte Zielgene der miR-23b-3p nachgewiesen werden. Nach gezielter Mutagenese der 

miRNA-Bindestellen wurden fünf Zielgene der miR-23a-3p und drei Zielgene der miR-23b-3p 

bestätigt. Für zwei Zielgene der miR-19a/b-3p habe ich zusätzlich eine verminderte 

Proteinexpression in Spermien von Männern mit Oligoasthenozoospermie im Vergleich zu 

Normozoospermie nachgewiesen. 

Des Weiteren wurde das Spermien Proteom im Kontext Infertilitäts-assoziierter 

Anomalien untersucht. Insgesamt wurden 4412 Proteine in Spermienproben von Männern mit 

Normozoospermie, Oligoasthenozoospermie und Asthenozoospermie identifiziert, wovon 

1336 Proteine in mindestens 70 % der Spermienproben nachgewiesen wurden. Von diesen 

Proteinen waren in Spermien von subfertilen Männern, d.h. Männern mit 

Oligoasthenozoospermie und Asthenozoospermie, 32 Proteine geringer exprimiert und 34 

Proteine höher exprimiert als in Spermien von Männern mit Normozoospermie. In Spermien 

von Männern mit Asthenozoospermie verglichen mit Spermien von Männern mit 

Normozoospermie wiesen jeweils 95 Proteine eine reduzierte und 86 Proteine eine erhöhte 

Expression auf, während in Spermien von Männern mit Oligoasthenozoospermie verglichen 

mit Spermien von Männern mit Normozoospermie acht Proteine eine reduzierte Expression 

aufwiesen und ein Protein eine erhöhte Expression aufwies. Außerdem korrelierten 

20 Proteine positiv und 35 Proteine negativ mit der Spermienmotilität, während 37 Proteine 
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positiv und 13 Proteine negativ mit der Spermienanzahl korrelierten. Zusätzlich habe ich drei 

Kombinationen aus Proteinen identifiziert, die sich als potentielle diagnostische Biomarker zur 

Unterscheidung zwischen subfertilen Männern, bzw. Männern mit Asthenozoospermie oder 

Oligoasthenozoospermie, gegenüber Normozoospermie eigenen könnten. 

 

Spezifische Gesichtspunkte meiner Arbeiten werden in meinen unter Punkt drei 

aufgeführten Publikationen diskutiert. In diesen Publikationen werden Interaktionen zwischen 

einzelnen miRNAs und ihren Zielgenen bzw. einzelnen identifizierten Proteinen im 

Zusammenhang mit physiologischen Mechanismen der männlichen Reproduktion und im 

Zusammenhang mit Infertilitäts-assoziierter Anomalien diskutiert. Weiterhin wird in meinen 

Publikationen das Potential spezifischer Proteine, miRNAs und Transkripte als Biomarker zur 

Diagnose der männlichen Infertilität diskutiert. Weitere Aspekte und Details sind in den 

entsprechenden Publikationen zu finden. Die nachfolgende Diskussion bezieht sich deshalb 

nicht auf die genannten Punkte, sondern versucht vor allem übergeordnete Aspekte meiner 

gesamten Ergebnisse zu thematisieren.  

4.1. Vergleichbarkeit von Veränderungen im Transkriptom und Proteom in 

Spermien  

 Anhand meiner Ergebnisse werden Aspekte erläutert, die beim direkten Vergleich von 

Transkriptom und Proteom generell und speziell in Spermien zu berücksichtigen sind. 

Meine Ergebnisse zeigten beim Vergleich der insgesamt 98 vorhergesagten Zielgene 

der miRNA-Studien (ABU-HALIMA et al., 2022; BECKER et al., 2023a) mit den 4412 

identifizierten Proteinen der Spermien Proteom-Studie (BECKER et al., 2023b) eine 

Überschneidung von zehn Transkripten bzw. Proteinen (AQP5, ARRDC5, BOD1L2, 

CSNK1G1, DNAI1, HSPA2, RALGPS2, STK33, TKTL2 und ZMYND12). Mit Ausnahme von 

ARRDC5, ZMYND12 und RALGPS2, sind die Transkripte in Spermien von Männern mit 

Oligoasthenozoospermie verglichen mit Normozoospermie niedriger exprimiert. Für die 

Untersuchung der differentiellen Expression der Spermien-Proteine wurden lediglich Proteine 

analysiert, deren Expression in mindestens 70 % aller Spermienproben identifiziert wurden. 

Somit konnte für fünf der zehn überlappenden Transkripte bzw. Proteine kein Vergleich 

zwischen der Expression von Protein und Transkript angestellt werden (BOD1L2, CSNK1G1, 

RALGPS2, STK33 und ZMYND12). Die verbleibenden fünf Proteine (AQP5, ARRDC5, DNAI1, 

HSPA2, TKTL2) waren weder in Spermien von Männern mit Subfertilität im Allgemeinen noch 

in spezifischen Formen der Subfertilität differentiell exprimiert. Jedoch waren AQP5 und 
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ARRDC5 Proteine positiv mit der Spermienanzahl, bzw. mit Spermienanzahl und 

Spermienmotilität korreliert.  

Den geringen Überschneidungen, sowie den Unterschieden in der Expression, können 

verschiedene Ursachen zugrunde liegen (JODAR et al., 2016). Zum einen können technisch 

methodische Umstände sich auf die Sensitivität, Spezifität und letztendlich auf die 

Vergleichbarkeit der Ergebnisse auswirken. LC-MS/MS bietet gegenüber anderen Techniken 

vor allem den Vorteil des erhöhten Durchsatzes. Jedoch ist auch diese Technik in ihrer 

Sensitivität limitiert (LEUNG, FONG, 2014; SEGER, 2012; VOGESER, SEGER, 2010). Dies 

könnte erklären, dass Proteine mittels Western Blot identifiziert und validiert wurden, jedoch 

nicht mittels LC-MS/MS erfasst werden konnten. Zusätzlich können die unterschiedlichen 

Halbwertszeiten von mRNAs und Proteinen die Vergleichbarkeit von Proteom und 

Transkriptom erschweren. Während mRNAs generell eine Halbwertszeit von 10 bis 20 

Stunden aufweisen, bleiben Proteine mit einer Halbwertszeit von 48 bis 72 Stunden länger 

stabil (HARGROVE, SCHMIDT, 1989).  

Auch die Regulierung durch miRNAs könnte bei der Vergleichbarkeit von Transkriptom 

und Proteom eine Rolle spielen, so können Transkript-basierte Techniken, wie RT-qPCR, 

miRNA-induzierte Expressionsveränderungen erkennen, die aus einer Degradation der 

Transkripte resultieren, jedoch keine Expressionsveränderungen durch Inhibition der 

Translationsmaschinerie. Protein-basierte Techniken würden bei beiden miRNA-

Regulationsmechanismen eine Reduzierung der Protein-Expression feststellen (KERN et al., 

2020).  

Differenzen im Proteom und Transkriptom können auch in der Natur der Spermien und 

der Spermatogenese begründet liegen. Anders als somatische Zellen, sind reife ejakulierte 

Spermien transkriptionell und translationell größtenteils inaktiv (GRUNEWALD et al., 2005; 

GUR, BREITBART, 2006; KIERSZENBAUM, TRES, 1975; REN et al., 2017). Einige 

Transkripte werden während der Spermatogenese oder in späten Phasen der Spermiogenese 

gebildet, jedoch nicht translatiert (HAMATANI, 2012; MILLER et al., 1999; MILLER, 

OSTERMEIER, 2006). Außerdem können Transkripte, sowie Proteine, durch extrazelluläre 

Vesikel aus dem Seminalplasma aufgenommen oder ins Seminalplasma ausgeschleust 

werden und verändern somit die Komposition der verbleibenden Moleküle in den Spermien 

(JODAR et al., 2016; MARTIN-DELEON, 2015; SAEZ et al., 2003; SANTIAGO et al., 2021).  

Letztendlich ist der direkte Vergleich des Transkriptomebene und Proteomebene 

aufgrund technischer und methodischer Gegebenheiten generell nur bedingt möglich. Vor 

allem aber in Spermien sollte gegenüber anderen Zelltypen in Frage gestellt werden, ob sich 

beobachtete Veränderungen auf Transkriptomebene zwingend auch auf Proteinebene 

widerspiegeln, da zellbiologische Gegebenheiten, die in der Physiologie der Spermien und der 

Spermatogenese begründet liegen, diesen Vergleich zusätzlich erschweren.   
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4.2. Einsatz von miRNAs, mRNAs und Proteinen als Biomarker für männliche 

Infertilität 

Der hohe Anteil der Paare mit ungeklärter Infertilität und idiopathischer männlicher 

Infertilität verdeutlicht den Bedarf neuer diagnostischer Ansätze in der Reproduktionsmedizin, 

die ergänzend zur bisherigen Routinediagnostik bei männlicher Infertilität eingesetzt werden 

können. In meiner Arbeit wurden miRNAs, mRNAs und Proteine in Spermien untersucht, die 

zukünftig als Biomarker zur Diagnose männlicher Infertilität genutzt werden könnten. Die 

jüngsten Entwicklungen molekulargenetischer Methoden, vor allem der 

Hochdurchsatzverfahren in der Transkriptomik und Proteomik, begünstigen die Identifizierung 

von potentiellen Biomarker-Kandidaten für männliche Infertilität (CALOGERO et al., 2023). In 

einer Vielzahl an Publikationen wurden bereits verschiedene Proteine, mRNAs sowie miRNAs 

in Spermien oder Seminalplasma als Biomarker für männliche Infertilität vorgeschlagen 

(BARBU et al., 2021; BEERAM et al., 2019; LALANCETTE et al., 2009; VASHISHT, GAHLAY, 

2020).  

Viele der Studien zur Identifizierung von Biomarkern weisen Limitierungen auf, die der 

Qualifizierung der Biomarker-Kandidaten für eine Anwendung in der klinischen Diagnostik im 

Wege stehen. Die mangelnde Standardisierung bei der Probengewinnung, Lagerung, 

Prozessierung und Validierung, vor allem im Bereich der miRNAs, behindert oftmals die 

Weiterverfolgung potentiell vielversprechender Biomarker-Kandidaten (BARBU et al., 2021; 

ETHERIDGE et al., 2011; VASHISHT, GAHLAY, 2020).  

Trotz dieser Problematik ist mittlerweile die Entwicklung einzelner Biomarker-Kandidaten 

zur praktischen Anwendung der Biomarker in der Diagnostik bei männliche Infertilität weit 

fortgeschritten (BIENIEK et al., 2016). Beispielsweise wurden spezifische miRNAs und 

miRNA-Paare mittels Metaanalysen als Biomarker-Kandidaten identifiziert und ihre 

differentielle Expression in verschiedenen Infertilitäts-assoziierter Anomalien reevaluiert und 

validiert (CORRAL-VAZQUEZ et al., 2019; JOSHI et al., 2022b). Allerdings werden diese 

bisher nicht in der Diagnostik männlicher Infertilität eingesetzt. Die Protein-Biomarker TEX101, 

ECM1, ACRV1, PTGDS und LGALS3BP hingegen werden bereits vor allem zur Beurteilung 

nicht-obstruktiver und/oder obstruktiver Azoospermie verwendet (BIENIEK et al., 2016). Auch 

spezifische Genmutationen in NR5A1, DMRT1 und TEX11 eignen sich zur Diagnose von 

Azoospermie und werden bereits in der Diagnostik vereinzelt eingesetzt (TUTTELMANN et al., 

2018). Trotz der vereinzelten Anwendung spezifischer Biomarker in der Diagnostik, finden sich 

diese bisher weder in den aktuellen Leitlinien der WHO, der ASRM, noch in den Leitlinien der 

EAU wieder (PRACTICE COMMITTEE OF THE AMERICAN SOCIETY FOR 

REPRODUCTIVE MEDICINE, 2015; SALONIA et al., 2023; WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2021). 



DISKUSSION 

 

80 
 

Generell ist, trotz der Limitierungen, in näherer Zukunft eine deutliche Verbesserung der 

Diagnostik bei männlicher Infertilität, vor allem im Bereich der Genetik, zu erwarten, nicht 

zuletzt aufgrund der technisch methodischen Entwicklungen der letzten Jahrzehnte im Bereich 

der genetischen Forschung, sondern auch aufgrund des enormen Potentials der Biomarker im 

Kontext der männlichen Infertilität. 

4.3. Schlussfolgerung 

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Expressionsmuster von miRNAs, Transkripten und 

Proteinen in Spermien im Kontext Infertilitäts-assoziierter Anomalien. Zudem wurden Zielgene 

der Infertilitäts-assoziierten miR-23a-3p, miR-23b-3p, miR-19a-3p und miR-19b-3p identifiziert 

und direkte miRNA-Zielgen-Interaktionen der miR-23a-3p und miR-23b-3p mit ihren Zielgenen 

validiert. Darüber hinaus wurde ein Zusammenhang zwischen miRNAs, Zielgenen und 

Proteinen mit verschiedenen Samenparametern hergestellt. Außerdem wurden Proteine 

identifiziert, die sich als potentielle Biomarker in der Diagnostik männlicher Infertilität eigenen 

könnten. 

Die Ergebnisse meiner Arbeit leisten einen Betrag zum besseren Verständnis der 

regulatorischen Prozesse in der männlichen Reproduktion, vor allem bei der Entstehung der 

männlichen Infertilität. Sie tragen zur Verbesserung der Diagnostik bei männlicher Infertilität 

und zur Entwicklung maßgeschneiderter Therapien in der Zukunft bei.  
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6. ANHANG 

Nachfolgend werden die ergänzenden Tabellen und Abbildungen der entsprechenden 

Publikationen aufgelistet. Die Tabellen und Abbildungen wurden im Original in englischer 

Sprache belassen, entsprechend der Publikation gekennzeichnet und lediglich dem Layout 

angepasst.
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6.1. Towards a More Comprehensive Picture of the MicroRNA-23a/b-3p Impact on Impaired Male Fertility 

Supplementary Table 1 (BECKER et al., 2023a): Sequences of cloning and mutagenesis primers. 

Target Gene 
Sequence  

(restriction sites SpeI and SacI are in underline bold and mutated sites are shown in bold and italic) 
CEP41_for GGACTAGTGGGTAGTAATACTTTCCTAG 
CEP41_rev CGAGCTCGGTGTGTGACCTTTGCGTGC 
CEP41_for_mut CCTGAAGCACCTGGTAAAGCGCTCGGCAAAGAGAGGCC 
CEP41_rev_mut GGCCTCTCTTTGCCGAGCGCTTTACCAGGTGCTTCAGG  

  
GOLGA6C_for GGACTAGTGGAATGATCTTCAGCTAGCC 
GOLGA6C_rev CGAGCTCCTATATTATGCATAGGGCTG 
GOLGA6C_rev_mut CGAGCTCCTATATTATGCATAGGGCTGATTTATATTTGAGCGCTTTCTAAATATCAGC  

  
GOLGA6B_for GGACTAGTCGGACAATAATGTGTTCATC 
GOLGA6B_rev CGAGCTCGCAGTTACACTTATGAATAG  
GOLGA6B_for_mut CCAAAGCTGATATTTAGAAAGCGCTCAAATGTAAATCAGCCC 
GOLGA6B_rev_mut GGGCTGATTTACATTTGAGCGCTTTCTAAATATCAGCTTTGG  

  
G2E3_for GGACTAGTGATATTTGAATGATCTCTGTGG 
G2E3_rev CGAGCTCGGTATGTTAGTGTACAGATTG 

G2E3_for_mut CAAAGTGCTAACAGCGCTCAAATATATAGTCCC 
G2E3_rev_mut GGGACTATATATTTGAGCGCTGTTAGCACTTTG  

  
NOL4_for GGACTAGTGCACTCTTGTGTGTAG 
NOL4_rev CGAGCTCCAGAGAAAATTATACCAGCCC 
NOL4_for_mut GTGATACTGTTGGTGAATATAGCGCTCAAAATCTCATTGAAATATGAG 
NOL4_rev_mut CTCATATTTCAATGAGATTTTGAGCGCTATATTCACCAACAGTATCAC  

  
PAPOLB_for GGACTAGTGCTATCAAAGCTCCATATTC 
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PAPOLB_rev CGAGCTCGCAAGGCTAATTGGAAAGCC 
PAPOLB_rev_mut CGAGCTCGCAAGGCTAATTGGAAAGCCTGTTAAGTTTGCTGTCTAGATTAAGAAAGACTCAACTTTCATTCATTCACATCTGTTGC

CCCGAGCGCTTCC  

  
PCDHA9_for GGACTAGTGAGCAGATTTTTCAATCTAC 
PCDHA9_rev CGAGCTCGATTCTCCTAGTTCAAAAGGC 
PCDHA9_for_mut CTCTGTGCTTGTGTAGCGCTCTGTTAATGCAACTATTACC 
PCDHA9_rev_mut_1 GGTAATAGTTGCATTAACAGAGCGCTACACAAGCACAGAG 
PCDHA9_rev_mut_2 CGAGCTCGATTCTCCTAGTTCAAAAGGCACGTAAGGTCAGATACATGGGCTTCAGTGGGGCAAAATGATCACAACCTACAATGTA

GCAATGGGAGCGCTGTG  

  
RGPD1_for GGACTAGTGAGATCACTTGATGATAC 
RGPD1_rev CGAGCTCCCAAACAAAAAAGAGCTTTG 
RGPD1_rev_mut CGAGCTCCCAAACAAAAAAGAGCTTTGTTTCTTTGAGCGCTCATTTCTC  

  
SOX6_for GGACTAGTCCTCTCCTCCTCAGTTCACTC 
SOX6_rev CGAGCTCGGATATTTAGAGCCAAACTTGGC 

SOX6_for_mut GGTATTTTTTATCACTTCTGACTAGCGCTCAACTGTTGTACG 
SOX6_rev_mut CGTACAACAGTTGAGCGCTAGTCAGAAGTGATAAAAAATACC  

  
ZNF695_for GGACTAGTCCTATTCACAACTTCACAGC 
ZNF695_rev CGAGCTCAGAGATGAGGTTTTGCCATG 
ZNF695_for_mut CTGTTTTACAGATGCAGTAAGCGCTCAAAAATGTCTAATC 
ZNF695_rev_mut GATTAGACATTTTTGAGCGCTTACTGCATCTGTAAAACAG  

  
CSNK1G1_for GGACTAGTCCTCCAGGAGAGATATTTGTGC 
CSNK1G1_rev CGAGCTCGAAGTGACTCACAGGAGAAG  

 
 

FAM169A_for GGACTAGTGACCATTGGGGGCTAACAG 
FAM169A_rev CGAGCTCGACTAGATGTTTTCCTTACC 
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GNAT1_for GGACTAGTGGCACACTCACCTTGGGTGC 
GNAT1_rev CGAGCTCGAGATTTGTACACCCATGTTC  

  
LMLN_for CGAGCTCCAAGAAAGTCTCACTCTGTCA 
LMLN_rev GGACTAGTGCTCAACCTGCGTAATGGTC  

  
REEP1_for GGACTAGTGCTTACACAGCTTCTTAGC 
REEP1_rev CGAGCTCGCCTGTGTCTGTAAGTCAGC  

  
TMEM215_for GGACTAGTCTTCTTACACCTGAGTTTCC 
TMEM215_rev CGAGCTCGAGACAGAATGATATAAAGG  

  
ZNF492_for GGACTAGTGGTGAGAAATAATAGAAATATG 
ZNF492_rev CGAGCTCCATTTACAGGGTTTTTCTTCG 

 

Supplementary Table 2 (BECKER et al., 2023a): Constructs with NCBI Reference Sequence, restriction enzymes for cloning, nucleotide position in 3’UTR, binding 
site position, and size of amplified fragment 

Construct 
NCBI Reference 

Sequence 
Restriction enzymes for 

cloning 
Nucleotide position in 

3‘UTR 
Binding site position in 

3‘UTR 
Size of amplified 

fragment 

pMIR-CEP41 NM_001257158.2  SpeI - SacI 3688 - 4401 3967 - 3973 714 bp 

pMIR-GOLGA6C NM_001164404.2 SpeI - SacI 2348 - 2914 2878 - 2884 567 bp 

pMIR-GOLGA6B NM_018652.5  SpeI - SacI 2391 - 2984 2883 - 2889 593 bp 

pMIR-G2E3 NM_001308097.2  SpeI - SacI 934 - 1637 1262 - 1268 704 bp 

pMIR-NOL4 NM_001198546.1  SpeI - SacI 963 - 1702 1570 - 1576 750 bp 

pMIR-PAPOLB NM_020144.5 SpeI - SacI 937 - 1604 1516 - 1522 668 bp 

pMIR-PCDHA9 NM_031857.2  SpeI - SacI 1270 - 2216 1472 - 1478, 2125 - 2131 947 bp 

pMIR-RGPD1 NM_001024457.4  SpeI - SacI 920 - 1398 1365 - 1371 497 bp 
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pMIR-SOX6 NM_001145811.2  SpeI - SacI 2293 - 2991 2653 - 2659 699 bp 

pMIR-ZNF695 NM_020394.5  SpeI - SacI 44 - 716 400 - 406 673 bp 

pMIR-CSNK1G1 NM_001329605.2  SpeI - SacI 8 - 418 145 - 151 418 bp 

pMIR-FAM169A NM_015566.3  SpeI - SacI 2262 - 2965 2593 - 2599 704 bp 

pMIR-GNAT1 NM_144499.3  SpeI - SacI 1715 - 2428 2167 - 2173 714 bp 

pMIR-LMLN NM_001136049.3  SpeI - SacI 2935 - 3720 3379 - 3385 786 bp 

pMIR-REEP1 NM_001164730.2 SpeI - SacI 2077 - 2576 2482 - 2488 500 bp 

pMIR-TMEM215 NM_212558.3  SpeI - SacI 1616 - 2323 1975 - 1981 708 bp 

pMIR-ZNF492 NM_020855.3  SpeI - SacI -12 - 468 11 - 17 480 bp 

 

Supplementary Table 3 (BECKER et al., 2023a): Sequences of RT-qPCR primers and their respective Design Reference Sequence. 

Target gene Forward Primer Reverse Primer Design RefSeq 

CEP41 AACCCGTGAGGCTAGAACC TGGGTTCTGTGGTATCCTTTTCA NM_018718.N 

G2E3 TTGCAAAGAAGGGCGAGACTA TGCCACTGGAACCACAACA NM_017769.N 

GOLGA6B CTCCACCGGCGGTTACA TCGCTCTAGCTGGACTTGTTTTA NM_018652.N 

GOLGA6C GCTGAACGCACACGTGAC TTTAGCATATTCGTCCCGCTCTA NM_001164404.N 

LMLN AGCTCTGTCCTCCAGAAACA GCTCGAGGAACAGGAACAAA NM_001136049.N 

NOL4 GGAACGAGAGGCGAGAGAA TCCTCAGCTCCTCGGTCTA NM_001353233.N 

PAPOLB AGCCTGCCATTTCTCCATCA AGGTCTGGATGGCTTATGAGAC NM_020144.N 

PCDHA9 ACGCTCTCGGTTCCTGTAAA TCTGCGTCTAGGTCGATCAC NM_014005.N 

RGPD1 AGACCGCTTAGCATGGACTA TTCTTTAGCTTCATAATACAGCTTTGC NM_001024457.N 

SOX6 CAGCAGCAACTTCTGCAACA TGAGCGGAGGCATGTGAC NM_001367873.N 

ZNF492 ACCTGTCTGGAGCAAGGAAA GGTCTCGGGCAAAATAAGAACA NM_020855.N 

ZNF695 CCCTTGGTGAGGATAGCTTCAA TCTTTCCTTGCCTCCAGACA NM_020394.N 

ACTB CCAACCGCGAGAAGATGAC TAGCACAGCCTGGATAGCAA NM_001101.N 

GAPDH GAGAACGGGAAGCTTGTCATCA TGGACTCCACGACGTACTCA NM_002046. 
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Supplementary Figure 1 (BECKER et al., 2023a): Dual-luciferase reporter gene assays of previously 
tested genes PFKFB4, HMMR, UBQLN3, and ODF2.  HEK 293T cells were transfected with the reporter 
gene constructs (pMIR), and the miRNA-expression plasmids (23a, pSG5-miR23a-3p/23b, pSG5-miR-
23b-3p) in the indicated combinations. The relative luciferase activity (RLU) was normalized to the empty 
control vectors (pMIR-empty and pSG5-empty). The results represent the mean of four independent 
experiments carried out in duplicates. Data are represented as mean ± SEM, and p-values were 
calculated using Welch t-test, and p < 0.05 was considered statistically significant (*** p < 0.001; ** p < 
0.01; * p < 0.05; n.s. non-significant). 
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Supplementary Figure 2 (BECKER et al., 2023a): Dual-luciferase reporter gene assays of the 3’UTRs 
of ZNF492, GNAT1, REEP1, CSNK1G1, FAM169A, and TMEM215 that were not significantly reduced 
in luciferase activity.  HEK 293T cells were transfected with the reporter gene constructs (pMIR), and 
the miRNA-expression plasmids (23a, pSG5-miR-23a3p/ 23b, pSG5-miR-23b-3p) in the indicated 
combinations. The relative luciferase activity (RLU) was normalized to the empty control vectors (pMIR-
empty and pSG5-empty). The results represent the mean of four independent experiments carried out 
in duplicates. Data are represented as mean ± SEM, and the p-value was calculated using Welch t-test. 
p < 0.05 was considered statistically significant (*** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0.05; n.s. non-significant). 

 

 

Supplementary Figure 3 (BECKER et al., 2023a): Mutagenesis dual-luciferase reporter gene assays 
of the 3’UTRs of G2E3, ZNF695, and RGPD1 that were not significantly reduced in luciferase activity 
comparing wild-type (WT) and mutated (mut) 3’UTR.  HEK 293T cells were transfected with the WT and 
mut reporter gene constructs (pMIR), and the miRNAexpression plasmids (23a, pSG5-miR-23a-3p/ 23b, 
pSG5-miR-23b-3p) in the indicated combinations. The relative luciferase activity (RLU) was normalized 
to the empty control vectors (pMIR-empty and pSG5-empty). The results represent the mean of three 
independent experiments carried out in duplicates. Data are represented as mean ± SEM, and the p-
value was calculated using unpaired two-tailed Student’s t-test. p < 0.05 was considered statistically 
significant (*** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0.05; n.s. non-significant).  
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6.2. MicroRNA-targeting in male infertility: Sperm microRNA-19a/b-3p and its spermatogenesis related transcripts content in 

men with oligoasthenozoospermia 

Supplementary Table 1 (ABU-HALIMA et al., 2022): The primers and design RefSeq of the genes included in the study. 

Target Forward Primer Reverse Primer Design RefSeq Results 

AQP5 ACTTCACTGGCTGCTCCA GATGGGCCCTACCCAGAAA NM_001651.N Significant 

ASAP2 CTGACCAACAAAGGCCAACC ACCATAGCATTGGACAGAGGAC NM_003887.N Significant 

ATF7IP2 TGGCAGTCATCACTTGACAC GCTCTGAAGTTTTCATGCGTTTAA NM_001352120.N Significant 

BOD1L2 TCCAGCAAACGACAACCAAC TGTCCACTCCAGCTTCTGAC NM_001257964.N Significant 

BRCA2 AGAGCCGATTACCTGTGTACC TCTTGACCAGGTGCGGTAAA NM_000059.N Significant 

C22ORF31 TCCCCTTACTAAGCTAGCGAAA CTGGGGTCTCGTCTCACA NM_015370.N Significant 

C2ORF42 CTGTGGTTGCTTCCTCGTTAAA CCAGCCAGTCTTGGAAGGATA NM_001348758.N Significant 

CCDC87 ACTGAATCAGCCACCCTCAC ACGGTAGACGTTGGGACTAGTA NM_018219.N Significant 

CCER1 AACCACCCGTGTGCTCTAA GCAGGGGAATTTCCAGAATCC NM_152638.N Significant 

COX8C AGCACTGGAGCTTGCGTTA ATCGCGTCAGGTGAGACAAA NM_182971.N Significant 

CPEB1 CCCAAAGACCCCTTCAGCATA AGGTACAGGTGGCTTCATTCA NM_001365240.N Significant 

CSMD1 AGCAAAACCAGGCCACTCTA CTCTGACCTCCAAGGTGTCATAA NM_033225.N Significant 

CSNK1G1 TTGACCTCTGTGACCGAACA GTGCACGTATTCCATTCGAGAA NM_022048.N Significant 

DCAF12L1 AACAAGGTGTTCGCGTCAC CCACCACGAAAAGCGTGTTA NM_178470.N Significant 

DDHD1 CCGCCGACACTATGGAGAA TCCAAGTCCCTTTCCAATGCTA NM_001160148.N Significant 

DEPDC1 TATCAAAGGGAGGTGGGGATCA TAAGTGGCGAAGTTGCAGGAA NM_001114120.N Significant 

DNAI1 GGGAAGATGGCCATGAGGAA TGATCTTAGCAGCTTGGGACAA NM_001281428.N Significant 

DPYSL5 GAGGGACCTTCACGAATCCA GCTGAAGCTCGCTTTGGAA NM_020134.N Significant 

ELAVL2 AGAGAAAGCTATCAACACCCTGAA AACTTGGGCGAGCATAGGAA NM_001351455.N Significant 

FAM104A CCCACTTCCACAGCCTACA TCCCTTCACAGAAGGCAAGAA NM_001098832.N Significant 
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FAM169A AGGAGAGGCCATTGGGTTTTA CTGGCAATTGGTAACTTTGGGTA NM_015566.N Significant 

FHL5 CCACTGCAAGAGGACCATCA CAGGTTTCATGCCAGTAGTTTCC NM_020482.N Significant 

FSHR GATGTGTTCTCCAACCTTCCC AAGGCCTCAGGGTTGATGTA NM_000145.N Significant 

GNAT1 ACCACTGGCATCATCGAGAC CCCGCCCACATCGAACA NM_144499.N Significant 

GOLGA6A GCAGTTGGAGCAGCAAGTAAA GGTGGCTGGCAGCTTCTA NM_001038640.N Significant 

GOLGA6D ATGAGCGCTGCACTATGGTA GCTGCAGCTCATGATGCAATA NM_001145224.N Significant 

HSF5 TACACACCCTCAGCACAGTA TCCATGTGGGTAGGAGAACA NM_001080439.N Significant 

HSPA2 GTGTCATGACCCCACTCATCA GTTGTCCGAGTAGGTGGTGAA NM_021979.N Significant 

MCHR2 AATTTGCCTGTAGTGCCATCA CTCCAACGTGTCAGTCGAAA NM_001040179.N Significant 

MED26 CCAGCCTGGAGAAATACCCTA ACGTCGTTGATGAGCTTCC NM_004831.N Significant 

MYBL1 CCTTGTGCAGCTATGGATCA CAGGTGACACATACTGATACCC NM_001080416.N Significant 

ODF4 GTTGGCTGGTGCTTATCCTA GTGGCTCAGAATCAGACTCC NM_153007.N Significant 

PCDHA7 TATTCCAGAGGACGCCCAAC ACCTGTCCGTTGACTCCAAA NM_018910.N Significant 

POC1A CGGGAATGTGTCCACTCGTA GTGGAAGTCCACATAGGTGACA NM_001161581.N Significant 

PRSS54 ACACCACCAGTCTTGCAGAA TCTGGAGTTTGTATAGGGGACAC NM_001080492.N Significant 

REEP1 GTCAAATGGATGATGTACTGGATTA CAACAAAGGAAGATGTCTGTGAA NM_001371279.N Significant 

RFX4 TGGCTGGATACCATGGTTGAC TGCTGGGCCACTTTCTTCAA NM_213594.N Significant 

SAMD4A CTTTCCCTCGGAAAACCCTTCTA AGGGAGTTGGATTGCCCAAA NM_015589.N Significant 

SCML2 TCGCTTCTGGGCCATGTAA CAGATGAGGGCCAAAGTTTCC NM_006089.N Significant 

SENP8 GAGCAACTCAGTTCACGCAAA CACAAAGGCCAGTTTGTCTCC NM_001172111.N Significant 

SPATA12 GCCTGCAGTATCAGACCTCAA TGTCCACTTTCACAGCTTCCC NM_181727.N Significant 

SPIRE1 GAGCGATGAATCTAGCACAGAC CCTCATCACCTGTACCCAGAA NM_001128626.N Significant 

STK33 ACTATAGCCAGCAGTGTGAC AGGGTGGTTCTCCACGTA NM_001352398.N Significant 

TDRD10 GGTGTATGTTGGCAATCTTCC ACATCAAGAGGGTTGAAGTCC NM_001098475.N Significant 

TKTL2 AGTGCCTCAACGTGGGAAAA CGGCTGCTATAATGTGTCTGGTA NM_032136.N Significant 
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TMEM215 TGGAGAGGGCAGGAAACC CGCATGTTTCACTCCATCCA NM_212558.N Significant 

TTLL2 ACCTGTGTTCCTCCACACAA CCTCGGATGGAATGTTAAGGGTA NM_031949.N Significant 

UBN2 TAAGGAAAGCCGGAGTGTTCA TGGGTTTAGGTGCAGGAATCA NM_173569.N Significant 

UBQLNL TGGCAGGACAAGTGCTAGAA GTGAGCTGGTCTTGTTGTTCC NM_145053.N Significant 

USP6 GCCACTACCAATGGACAGTTAC TAGTCCATACCGTACAGGGGTA NM_001304284.N Significant 

ZNF280B CGGCAGCTCGCGAACA CTCAGGTTTATTACAACGCAACTTTTAA NM_080764.N Significant 

WNK3 TTTCACAACCCCAGGTTTCC AGCTCCAACTGGTTGGGATA NM_020922.N Significant 

MBNL3 GCCCAAAACTGATGCGTTCA CAATCATTCTCCCCACGGGTA NM_001170704.N Significant 

RALGPS2 AGATGACACCTTGCATTCCCTA TGCTGCCAGTTGATGGGTA NM_001286247.N 
Borderline significant 

ZNF711 CCCGAAGGTATGAAGATTGTCA AAGGTACTGTGCTGCTGTAC NM_001330574.N 
Borderline significant 

ZPLD1 TGCTCAGTTCAACGGCTACA TAGCCTGCACTCCACAATAGAC NM_001329788.N 
Borderline significant 

SFMBT1 GGGTGGTGTGAGCAGAATAA GCAGAAACTCATCCCAGTCA NM_016329.N 
Borderline significant 

ARRDC5 GGAACTTCCACCTTCCACAA GGCAGCAGTTGTAGGAGAC NM_001367189.N Non-Significant 

C5ORF49 GACCCCAAAGAGCACAGCTA TGATCATAATCTAGGCGCCTCTTA NM_001089584.N Non-Significant 

CCDC15 TCCTGATACCTGTGCCAACAA TGAATGAATGTAGTGCCCGAGTA NM_025004.N Non-Significant 

CEP170 ACAGGCTGCCACGAGAAA GCGTGTTGCTTATCCACACTAC NM_014812.N Non-Significant 

CEP55 GGAGCTCCGAAAAGCAAGAA TGGCTCTGTGATGGCAAAC NM_018131.N Non-Significant 

CLEC18B ACCTGGGCAGAGGTGTG CAAGAAACTCTCCTTCCTGTTCAG NM_001011880.N Non-Significant 

CLHC1 TGCAGCAAACAGTCCTAGAA AATGGAAGAGGCTTTCCTCTAA NM_001353781.N Non-Significant 

DNAJC27 AGCTTGGACCTCATGGAAAC ACACAGCGATGTTTGGTACA NM_016544.N Non-Significant 

INHBB GAGCGCGTTTCCGAAATCA TGCCTTCGTTGGAGATGAAGAA NM_002193.N Non-Significant 

LRP2BP GGGCATCACCAGGGATGAAA ATCTGCCAATGCGGGATTCA NM_018409.N Non-Significant 

PRDM9 GCAGCCAACAATGGATACTCC ATCCAGTTGGCCCAGGATTTA NM_020227.N Non-Significant 

RPL39L AGCATCTTTGCCTCTTTGGAGTA ACATGGCGAGAAACAGAGTCA NM_052969.N Non-Significant 

TDRD6 GCAGTGATGGAAGCAAGCA GACCACACAACACATTTAGATCCA NM_001010870.N Non-Significant 
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WIPF3 GAGGTCAACTGCGAAATGGAA CTTCCACAGAATGGAACGTGAA NM_001080529.N Non-Significant 

ZMYND12 ACTATGAAGAGGCCCGTTATCA GGTGGAAGTAGCCTCCTGAA NM_001146192.N Non-Significant 

SH2D6 AGGAAGGAAATCGTCTCTTCCC CTGGGGCGCACGGTATA NM_201594.N Omitted 

TCL1B TGGTCGTGCGGTTCAATCC AGGAGAGTAGCTCCCGGGTA NM_004918.N Omitted 

CALCR CCATCTACTGCTTCTGCAACA CAACGCTGGTTCCACTGAA NM_001164737.N Omitted 

EPHA10 GGACTGCACTGCCAAGTAA GCACATTGCACACTTGGTAC NM_001099439.N Omitted 

FAM9A GCCGCTACTTGAGCAATTAC CTTCACTGGAAGAAATGATGCA NM_001171186.N Omitted 

GABRR1 GCCTGATGGGAAAGTGCTCTA TCCAAGGGAAATCGGCTGAA NM_001256704.N Omitted 

MAGEA10 CAGGCTTGAGATCGGCTGAA CGACCCACTGTGTCTGTAGAA NM_001011543.N Omitted 

NYAP1 AAGGTCCTCTATGGAGGGAGAA TCGGCACTGCCATTCCA NM_173564.N Omitted 

POU4F1 TCACTTTGCCATGCATCCC GGCGAAGAGGTTGCTCTG NM_006237.N Omitted 

SCN9A GGTGTTGGCTGGATTTCCTA ATGGGGCCAAGATCTGAGTA NM_002977.N Omitted 

ACTB CCAACCGCGAGAAGATGAC TAGCACAGCCTGGATAGCAA NM_001101.N Endogenous Control 

GAPDH GAGAACGGGAAGCTTGTCATCA TGGACTCCACGACGTACTCA NM_002046. Endogenous Control 

 
Supplementary Table 2 (ABU-HALIMA et al., 2022): Correlation analysis between the expression level of genes and basic semen parameters. 

Gene Count (106/mL) Motility (% motile) Morphology (%)  

r 95 % confidence interval P value r 95 % confidence interval P value r 95 % confidence interval P value 

AQP5 0.34 0.527 to 0.125 0.0019 0.36 0.543 to 0.147 0.0010 0.29 0.488 to 0.073 0.0081 

ASAP2 0.34 0.52 to 0.122 0.0020 0.39 0.561 to 0.179 0.0003 0.28 0.471 to 0.0571 0.0118 

ATF7IP2 0.48 0.634 to 0.286 <0.0001 0.43 0.598 to 0.231 <0.0001 0.32 0.508 to 0.106 0.0032 

BOD1L2 0.45 0.611 to 0.25 <0.0001 0.47 0.628 to 0.276 <0.0001 0.32 0.508 to 0.105 0.0033 

BRCA2 0.21 0.44 to 0.0537 0.1082 0.25 0.472 to 0.013 0.0553 0.27 0.494 to 0.0162 0.0325 

C22ORF31 0.34 0.527 to 0.128 0.0017 0.31 0.499 to 0.0914 0.0049 0.25 0.453 to 0.031 0.0222 

C2ORF42 0.32 0.511 to 0.109 0.0029 0.36 0.539 to 0.147 0.0009 0.26 0.453 to 0.0345 0.0204 

CCDC87 0.42 0.584 to 0.211 0.0001 0.39 0.563 to 0.181 0.0003 0.34 0.524 to 0.128 0.0017 

CCER1 0.42 0.587 to 0.216 <0.0001 0.38 0.552 to 0.165 0.0005 0.33 0.517 to 0.118 0.0023 
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COX8C 0.43 0.594 to 0.226 <0.0001 0.39 0.563 to 0.182 0.0003 0.32 0.51 to 0.109 0.0030 

CPEB1 0.32 0.507 to 0.096 0.0045 0.38 0.557 to 0.164 0.0006 0.28 0.473 to 0.0511 0.0141 

CSMD1 0.37 0.546 to 0.154 0.0008 0.44 0.602 to 0.234 <0.0001 0.36 0.541 to 0.148 0.0010 

CSNK1G1 0.37 0.548 to 0.16 0.0006 0.43 0.596 to 0.228 <0.0001 0.30 0.49 to 0.0818 0.0063 

DCAF12L1 0.42 0.59 to 0.219 <0.0001 0.37 0.551 to 0.165 0.0005 0.32 0.507 to 0.105 0.0034 

DDHD1 0.27 0.467 to 0.0516 0.0135 0.32 0.509 to 0.106 0.0032 0.22 0.423 to 0.0031 0.0468 

DEPDC1 0.27 0.468 to 0.0539 0.0128 0.27 0.465 to 0.0497 0.0142 0.21 0.41 to 0.0181 0.0635 

DNAI1 0.35 0.532 to 0.129 0.0018 0.35 0.536 to 0.135 0.0015 0.25 0.448 to 0.0188 0.0295 

DPYSL5 0.45 0.608 to 0.244 <0.0001 0.52 0.668 to 0.336 <0.0001 0.42 0.589 to 0.216 <0.0001 

ELAVL2 0.36 0.543 to 0.15 0.0009 0.38 0.557 to 0.17 0.0005 0.27 0.464 to 0.0458 0.0157 

FAM104A 0.42 0.592 to 0.222 <0.0001 0.40 0.568 to 0.188 0.0002 0.32 0.508 to 0.106 0.0032 

FAM169A 0.25 0.447 to 0.0263 0.0247 0.30 0.49 to 0.0818 0.0063 0.22 0.421 to 0.00518 0.0488 

FHL5 0.28 0.474 to 0.0581 0.0117 0.28 0.478 to 0.0636 0.0101 0.19 0.393 to 0.041 0.0978 

FSHR 0.37 0.603 to 0.0682 0.0146 0.43 0.651 to 0.145 0.0035 0.25 0.513 to 0.0641 0.1077 

GNAT1 0.27 0.487 to 0.0313 0.0235 0.42 0.604 to 0.196 0.0004 0.36 0.553 to 0.121 0.0029 

GOLGA6A 0.29 0.481 to 0.0675 0.0092 0.34 0.522 to 0.122 0.0021 0.26 0.457 to 0.0369 0.0194 

GOLGA6D 0.44 0.604 to 0.241 <0.0001 0.42 0.588 to 0.218 <0.0001 0.36 0.541 to 0.15 0.0009 

HSF5 0.35 0.536 to 0.14 0.0012 0.36 0.543 to 0.15 0.0009 0.25 0.449 to 0.0262 0.0248 

HSPA2 0.43 0.595 to 0.228 <0.0001 0.38 0.56 to 0.176 0.0004 0.32 0.504 to 0.0996 0.0038 

MCHR2 0.47 0.682 to 0.177 0.0021 0.48 0.692 to 0.194 0.0015 0.19 0.476 to 0.136 0.2398 

MED26 0.41 0.578 to 0.202 0.0001 0.48 0.631 to 0.281 <0.0001 0.37 0.544 to 0.154 0.0008 

MYBL1 0.35 0.532 to 0.132 0.0016 0.39 0.565 to 0.178 0.0004 0.28 0.478 to 0.0607 0.0110 

ODF4 0.27 0.469 to 0.0401 0.0184 0.18 0.398 to 0.0483 0.1089 0.17 0.386 to 0.0616 0.1366 

PCDHA7 0.38 0.553 to 0.167 0.0005 0.35 0.531 to 0.136 0.0013 0.32 0.507 to 0.104 0.0034 

POC1A 0.32 0.509 to 0.0975 0.0043 0.33 0.52 to 0.112 0.0028 0.36 0.539 to 0.139 0.0013 

PRSS54 0.34 0.528 to 0.121 0.0023 0.38 0.562 to 0.168 0.0006 0.30 0.497 to 0.0788 0.0072 

REEP1 0.38 0.558 to 0.174 0.0004 0.36 0.542 to 0.152 0.0008 0.31 0.497 to 0.0909 0.0049 

RFX4 0.38 0.556 to 0.171 0.0004 0.45 0.609 to 0.248 <0.0001 0.34 0.526 to 0.129 0.0016 

SAMD4A 0.39 0.562 to 0.179 0.0003 0.44 0.605 to 0.242 <0.0001 0.30 0.491 to 0.0831 0.0060 

SCML2 0.34 0.562 to 0.0816 0.0094 0.28 0.513 to 0.0118 0.0358 0.28 0.515 to 0.0146 0.0340 

SENP8 0.45 0.608 to 0.247 <0.0001 0.44 0.604 to 0.241 <0.0001 0.37 0.548 to 0.159 0.0006 
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SPATA12 0.37 0.548 to 0.16 0.0006 0.40 0.574 to 0.197 0.0002 0.25 0.451 to 0.0319 0.0217 

SPIRE1 0.34 0.521 to 0.123 0.0020 0.38 0.559 to 0.175 0.0004 0.26 0.454 to 0.0354 0.0200 

STK33 0.28 0.477 to 0.0557 0.0126 0.27 0.465 to 0.041 0.0178 0.15 0.365 to 0.0801 0.1869 

TDRD10 0.36 0.537 to 0.142 0.0011 0.39 0.564 to 0.18 0.0003 0.30 0.489 to 0.0775 0.0071 

TKTL2 0.42 0.587 to 0.215 <0.0001 0.39 0.562 to 0.18 0.0003 0.34 0.527 to 0.131 0.0016 

TMEM215 0.39 0.562 to 0.176 0.0004 0.42 0.592 to 0.22 <0.0001 0.29 0.481 to 0.0678 0.0091 

TTLL2 0.37 0.552 to 0.16 0.0007 0.39 0.563 to 0.176 0.0004 0.31 0.498 to 0.0865 0.0057 

UBN2 0.29 0.478 to 0.0663 0.0094 0.37 0.545 to 0.156 0.0007 0.25 0.447 to 0.0266 0.0245 

UBQLNL 0.44 0.606 to 0.244 <0.0001 0.44 0.602 to 0.238 <0.0001 0.35 0.532 to 0.138 0.0012 

USP6 0.31 0.504 to 0.094 0.0046 0.33 0.514 to 0.108 0.0032 0.25 0.447 to 0.0207 0.0281 

ZNF280B 0.35 0.534 to 0.137 0.0013 0.40 0.576 to 0.197 0.0002 0.29 0.479 to 0.0651 0.0098 

                    

WNK3 -0.32 -0.0845 to -0.521 0.0070 -0.44 -0.224 to -0.618 0.0001 -0.40 -0.18 to -0.588 0.0005 

MBNL3 -0.33 -0.0985 to -0.523 0.0047 -0.34 -0.113 to -0.534 0.0032 -0.27 -0.0385 to -0.478 0.0196 
Spearman correlation analysis. An Unpaired two-tailed t-test was used to calculate the p-value. Significant change in abundance level was considered with a 
p-value < 0.05 

Supplementary Table 3 (ABU-HALIMA et al., 2022): Correlation analysis between the expression level of miRNAs and target genes. 

Gene 
miR-19a-3p miR-19-b-3p 

r 95 % confidence interval P value r 95 % confidence interval P value 

AQP5 -0.41 -0.579 to -0.199 0.0002 -0.29 -0.48 to -0.0636 0.0103 

ASAP2 -0.47 -0.627 to -0.275 <0.0001 -0.40 -0.571 to -0.192 0.0002 

ATF7IP2 -0.49 -0.645 to -0.303 <0.0001 -0.34 -0.521 to -0.122 0.002 

BOD1L2 -0.53 -0.674 to -0.349 <0.0001 -0.39 -0.565 to -0.185 0.0003 

BRCA2 -0.33 -0.539 to -0.077 0.0094 -0.14 -0.383 to 0.121 0.2778 

C22ORF31 -0.47 -0.629 to -0.276 <0.0001 -0.37 -0.55 to -0.16 0.0006 

C2ORF42 -0.45 -0.612 to -0.253 <0.0001 -0.35 -0.53 to -0.135 0.0014 

CCDC87 -0.49 -0.64 to -0.295 <0.0001 -0.37 -0.549 to -0.162 0.0006 

CCER1 -0.46 -0.616 to -0.259 <0.0001 -0.35 -0.531 to -0.136 0.0013 

COX8C -0.47 -0.623 to -0.269 <0.0001 -0.37 -0.548 to -0.16 0.0006 
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CPEB1 -0.44 -0.61 to -0.241 <0.0001 -0.35 -0.532 to -0.13 0.0017 

CSMD1 -0.51 -0.656 to -0.318 <0.0001 -0.40 -0.577 to -0.198 0.0002 

CSNK1G1 -0.50 -0.651 to -0.312 <0.0001 -0.42 -0.584 to -0.211 0.0001 

DCAF12L1 -0.46 -0.619 to -0.262 <0.0001 -0.36 -0.54 to -0.15 0.0009 

DDHD1 -0.43 -0.597 to -0.23 <0.0001 -0.35 -0.527 to -0.132 0.0015 

DEPDC1 -0.47 -0.63 to -0.279 <0.0001 -0.42 -0.588 to -0.218 <0.0001 

DNAI1 -0.42 -0.589 to -0.21 0.0001 -0.34 -0.522 to -0.116 0.0026 

DPYSL5 -0.55 -0.692 to -0.375 <0.0001 -0.41 -0.584 to -0.209 0.0001 

ELAVL2 -0.48 -0.634 to -0.283 <0.0001 -0.36 -0.537 to -0.142 0.0012 

FAM104A -0.44 -0.603 to -0.239 <0.0001 -0.31 -0.501 to -0.0961 0.0042 

FAM169A -0.39 -0.562 to -0.18 0.0003 -0.31 -0.497 to -0.0912 0.0049 

FHL5 -0.40 -0.576 to -0.197 0.0002 -0.28 -0.473 to -0.0566 0.0121 

FSHR -0.43 -0.647 to -0.14 0.0039 -0.25 -0.515 to 0.0604 0.1026 

GNAT1 -0.44 -0.615 to -0.212 0.0002 -0.24 -0.46 to 0.00319 0.0466 

GOLGA6A -0.50 -0.653 to -0.313 <0.0001 -0.43 -0.597 to -0.227 <0.0001 

GOLGA6D -0.47 -0.627 to -0.275 <0.0001 -0.37 -0.545 to -0.156 0.0007 

HSF5 -0.45 -0.616 to -0.255 <0.0001 -0.34 -0.521 to -0.12 0.0022 

HSPA2 -0.47 -0.626 to -0.273 <0.0001 -0.37 -0.551 to -0.164 0.0005 

MCHR2 -0.43 -0.654 to -0.128 0.0054 -0.33 -0.586 to -0.0166 0.0345 

MED26 -0.53 -0.669 to -0.341 <0.0001 -0.41 -0.584 to -0.211 0.0001 

MYBL1 -0.46 -0.623 to -0.264 <0.0001 -0.32 -0.51 to -0.103 0.0037 

ODF4 -0.24 -0.443 to -0.00723 0.0378 -0.12 -0.337 to 0.118 0.3168 

PCDHA7 -0.41 -0.579 to -0.204 0.0001 -0.32 -0.504 to -0.1 0.0038 

POC1A -0.47 -0.63 to -0.272 <0.0001 -0.35 -0.531 to -0.127 0.0019 

PRSS54 -0.35 -0.536 to -0.132 0.0017 -0.26 -0.461 to -0.032 0.0221 

REEP1 -0.38 -0.555 to -0.17 0.0005 -0.30 -0.493 to -0.086 0.0056 

RFX4 -0.50 -0.651 to -0.313 <0.0001 -0.39 -0.561 to -0.178 0.0003 

SAMD4A -0.50 -0.649 to -0.309 <0.0001 -0.39 -0.561 to -0.178 0.0003 

SCML2 -0.34 -0.555 to -0.0718 0.0115 -0.21 -0.452 to 0.0672 0.1261 
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SENP8 -0.48 -0.637 to -0.29 <0.0001 -0.38 -0.554 to -0.168 0.0005 

SPATA12 -0.52 -0.665 to -0.334 <0.0001 -0.43 -0.594 to -0.226 <0.0001 

SPIRE1 -0.50 -0.654 to -0.316 <0.0001 -0.39 -0.566 to -0.185 0.0003 

STK33 -0.29 -0.482 to -0.0632 0.0105 -0.20 -0.409 to 0.0283 0.0766 

TDRD10 -0.47 -0.631 to -0.279 <0.0001 -0.34 -0.526 to -0.127 0.0018 

TKTL2 -0.44 -0.605 to -0.243 <0.0001 -0.36 -0.538 to -0.147 0.001 

TMEM215 -0.52 -0.663 to -0.329 <0.0001 -0.40 -0.574 to -0.195 0.0002 

TTLL2 -0.53 -0.679 to -0.351 <0.0001 -0.47 -0.63 to -0.274 <0.0001 

UBN2 -0.44 -0.602 to -0.237 <0.0001 -0.38 -0.555 to -0.17 0.0005 

UBQLNL -0.51 -0.654 to -0.317 <0.0001 -0.38 -0.554 to -0.168 0.0005 

USP6 -0.50 -0.653 to -0.311 <0.0001 -0.39 -0.564 to -0.177 0.0004 

ZNF280B -0.51 -0.661 to -0.325 <0.0001 -0.43 -0.595 to -0.224 <0.0001 

       

MBNL3 0.45 0.239 to 0.62 <0.0001 0.37 0.143 to 0.555 0.0014 

WNK3 0.41 0.185 to 0.592 0.0005 0.27 0.027 to 0.478 0.0255 
Spearman correlation analysis. An Unpaired two-tailed t-test was used to calculate the p-value. Significant change in abundance level was considered with a 
p-value < 0.05 
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Supplementary Figure 1 (ABU-HALIMA et al., 2022). 
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Supplementary Figure 2 (ABU-HALIMA et al., 2022). 
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6.3. Proteomic Landscape of Human Sperm in Patients with Different 

Spermatogenic Impairments 

Die ergänzenden Tabellen 1, 3, und 4 können aufgrund ihres Ausmaßes nicht in dieser 

Arbeit abgebildet werden. Sie stehen jedoch online freizugänglich zur Verfügung 

(https://www.mdpi.com/article/10.3390/cells12071017/s1; abgerufen am 18.07.2023). Die 

ergänzenden Tabellen 2 und 5 sind im Folgenden dargestellt. 

Supplementary Table 2 (BECKER et al., 2023b): Detailed listing of upset plot results in Figure 2B. 

Intersection Size Proteins 

Only in 
A vs. N lower  

72 

AFM, DBI, MYO1C, DOPEY2, GPR64, MYO1D, SELENBP1, ESPN, 
SERPINA3, ATP8A1, MGAM, SYTL1, GALE, BASP1, DPP3, SLC44A4, 
GDI2, FBP1, CD9, GDI1, AZGP1, ANKFY1, GNB1, GLIPR2, SRC, ATP9A, 
GSS, GNAI2, MON2, IDH1, VAT1, DNAJC5, TSPAN6, CAMK1, MPI, 
CLIC4, CSTB, NAPA, EZR, ATP6V0A1, CNP, ATP6V1B2, LTA4H, CAP1, 
QDPR, RAP1A, RAB10, GSR, RAB27A, SYT7, EFHD2, TXNDC17, 
WDR1, PGD, SERPINB6, ACTN4, GNAS, RAC1, RAB7A, AHCY, MDH1, 
PARK7, RAB8A, SCFD1, ATP6V1H, RAB5C, RAB18, APEH, TMEM30A, 
PSMD13, PYCRL, EIF4A1 

Only in 
A vs. N higher  

53 

SAR1A, SEP7, HMOX2, GAPDHS, GAA, TMED4, ENKUR, HSPA9, 
SCCPDH, PLA1A, HSPD1, LTF, ECH1, MLF1, ATP5O, NFS1, DLD, 
HADHB, AK8, ACAT1, RPL22, SDHA, FAM209A, CYC1, CABYR, CABYR 
(iso3), CTSF, CLU, ACO2, SSBP1, OGDH, GK2, ELSPBP1, CAPZA3, 
COX7C, CPD, NUP210L, CHID1, APOE, H2AFX, HSPE1, SLPI, 
LRRC37B, CSNK2A1;CSNK2A3, GPC4, PLOD3, DNAH2, IZUMO4, 
HIST1H1T, SPESP1, CAMP, MMP2, APOA1 

AN vs. N higher  
& 

A vs. N higher 
33 

P4HB, GANAB, CALR, CDH1, TUBA1A, CPQ, CTSH, HEXA, PPIB, 
DNAJC3, SIL1, SCPEP1, SEMG1, SEMG2, COL18A1, CPZ, SERPINA5, 
LAMC1, NEU1, LAMA5, MAMDC2, FN1, GLA, MATN2, SDF4, MXRA5, 
LAMB2, VWA1, NUCB2, LPL, PLOD1, HSPA13, APOA4 

AN vs. N lower  
& 

A vs. N lower 
22 

HP, HPX, SERPING1, AHSG, APOH, TTR, PLS3, CYB5R2, ALDH1A1, 
LCP1, IMPA1, GOT1, APCS, GPI, FLOT1, SYPL1, PGAM2, MYADM, 
TKFC, ACTG1, HSPA4, CAND1 

Only in 
AN vs. N lower 

8 STOM, PPP3CC, FHL1, TEX101, PRKACG, TSPAN16, RPS27A, CCT7 

Only in 
OA vs. N lower 

6 CFAP20, GLB1L, ACADM, ACOT7, TRAP1, RUVBL1 

Only in 
OA vs. N higher 

1 SRP72 

AN vs. N lower  
& 

 OA vs. N lower 
1 HDDC2 

Only in 
AN vs. N higher 

1 CANX 

AN vs. N lower  
& 

 A vs. N lower  
& 

 OA vs. N lower 

1 UCHL1 
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Supplementary Table 5 (BECKER et al., 2023b): More detailed information of participants’ sperm 
motility.  

Parameters 
N  

(n=31) 
AN  

(n=22) 
OA 

(n=9) 
A  

(n=13) 
N vs. 
AN 

N vs. 
OA 

N vs. 
A 

Total motility  
(PR + NP, %) 

60.2  
±  

9.8 

50.6  
±  

16.0 

41.9  
± 

 12.3 

56.7  
±  

15.8 
* n.s. ** 

Progressive motile  
(PR, %) 

52.0  
±  

10.6 

12.3  
±  

9.0 

14.9  
±  

11.3 

10.5  
±  

7.0 
*** *** *** 

Non-progressive 
motile 

(NP, %) 

7.9  
±  

7.0 

38.3  
±  

20.7 

27.0  
±  

22.1 

46.2  
±  

16.2 
*** * *** 

Immotile  
(IM, %) 

39.8  
±  

9.8 

49.1  
±  

16.2 

58.1  
±  

12.3  

42.8  
±  

15.9 
* ** n.s. 

PR = progressive, NP = non-progressive, IM = immotile. Data were presented as mean ± standard 
deviation. Unpaired two-tailed t-test was performed. p-value < 0.05 was considered as statistically 
significant. *** p<0.001; ** p<0.01; * p<0.05; n.s. = not significant. 
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