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Abstract  

 

The main objectives of the present study were to 1. investigate major pathway that 

regulated sperm energy production or storage and related to post-thaw sperm quality as 

well as fertilizing ability using domestic cats as research models (Research project 1) 

and 2. apply basic knowledge gained from research animal models to a further study as 

clinical trial in endangered wild felids (i.e. clouded leopard; Neofelis nebulosa) (Research 

project 2). In research project 1; epididymal cat sperm was collected and investigated 

for 1. expression of mitochondrial protein related to intracellular energy production or 

storage (i.e. 5' adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK (α subunit)) 

2. effects of AMPK-α activation by chemical substances (i.e. 5′-aminoimidasole-4-

carboxamide-1-β-d-ribofuranoside (AICAR)) at different dose and time-dependent 

manner to post-thaw sperm quality and fertilizing ability by homologous in vitro 

fertilization (IVF) and 3.  AMPK-α/AICAR signalling pathways including expression of 

phospho-AMPKα protein Thr172; expression of glucose transporter1 (GLUT1) protein 

and intracellular adenosine 5’-triphosphate (ATP) level. Our main results demonstrated 

that AMPK protein (α subunit) dominantly expressed in sperm with high proportion of 

motility (≥ 70% motility) compared to samples with low proportion of motility (≤ 0.05) (P 

≤ 0.05). The presence of AMPK activator, AICAR, could regulate AMPK function 

(AICAR/AMPK regulation pathway) via increase of phospho-AMPKα Thr172, GLUT1 

protein expression (GLUT1 translocation) and intracellular ATP level. Furthermore, short 

equilibration of AMPK-α protein with 0.5 mM AICAR for 30 min prior to cryopreservation 

procedure positively influenced epididymal cat sperm functions (sperm motility, sperm 

motility patterns (curve linear velocity and straight linear velocity) and cleavage rate after 

homologous IVF) without deleterious effects to sperm membrane integrity or sperm 

viability (P ≤ 0.05). In research project 2; we, hence, applied the basic knowledge from 

research project I to clinical trial phase in endangered wild cats. The present results 

mainly indicated that AMPK-α protein was also present in ejaculated sperm of clouded 

leopards. Similar to the domestic cats, the activation of AMPK-α by 0.5 mM AICAR for 

30 min prior to cryopreservation process enhanced post-thaw sperm motility without the 

deleterious effects to sperm viability and acrosome integrity. Due to the limitation of 

female clouded leopard research accessibility i.e. oocyte collection by ovum pick-up 

technology, our data on embryo production by homologous IVF was then absent. 

However, the authors strongly believed that the applied research from our basic science 



present in this study should be further conducted in other endangered wild felid species 

in Thailand with the ultimate purpose of new offspring production and wildlife 

conservation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทคดัย่อ 

 

การศกึษาและวจิยัเรือ่ง การศกึษาความสมัพนัธร์ะหว่างการทาํงานของไมโตคอนเดรยีของตวั

อสุจ ิ ต่อคุณภาพตวัอสุจภิายหลงัการแช่แขง็ พลงังานในเซลล ์ และความสามารถในการปฏสินธิ

ในแมวบา้นและสตัวป่์าตระกูลแมวทีใ่กลส้ญูพนัธุ ์ มวีตัถุประสงคห์ลกัเพื่อศกึษา 1. กลไกที่

เกีย่วขอ้งกบัการสะสมและสรา้งพลงังานในเซลลส์บืพนัธุ ์ไดแ้ก่ ตวัอสุจ ิเพื่อเพิม่ศกัยภาพในการ

ทาํงาน คุณภาพ และความสามารถในการปฏสินธขิองตวัอสุจ ิ ภายหลงัการเกบ็รกัษาตวัดว้ย

กระบวนการแช่แขง็ โดยใชแ้มวบา้นเป็นสตัวท์ดลองตน้แบบ (โครงการศกึษาวจิยัที ่ 1) และ 2. 

ความเป็นไปไดใ้นการประยุกตใ์ชอ้งคค์วามรูท้างพืน้ฐานทางวทิยาศาตรใ์นสตัวท์ดลองตน้แบบ 

ในการนําไปใชจ้รงิในสตัวป่์าตระกูลแมวทีม่คีวามเสีย่งต่อการสญูพนัธุ ์ (โครงการศกึษาวจิยัที ่2) 

โดยในโครงการศกึษาวจิยัที ่ 1 คณะผูว้จิยัไดท้าํการศกึษาถงึ 1. การแสดงออกของโปรตนีในไม

โตคอนเดรยีของตวัอสุจขิองแมวบา้นทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการสรา้งพลงังาน (ไดแ้ก่ โปรตนี  

5' Adenosine monophosphate-activated protein kinase; AMPK (α subunit)) 2. ผลของการ

กระตุน้การทํางานของโปรตนี AMPK-α ดว้ยสารเคมชีนิด 5′-aminoimidasole-4-carboxamide-

1-β-d-ribofuranoside (AICAR) ทีเ่วลาและความเขม้ขน้ต่างกนั ต่อคุณภาพของตวัอสุจ ิ และ

ความสามารถในการปฏสินธภิายนอกรา่งกาย ภายหลงักระบวนการการแช่แขง็ตวัอสุจ ิ3. กลไล

เชงิชวีโมเลกุลทีเ่กีย่วขอ้งกบัการทาํงานของ AMPK-α/AICAR ไดแ้ก่ ปฏกิรยิาฟอสโฟลเิรชนั

ของโปรตนี  AMPK-α (phospho-AMPKα (Thr172)) โปรตนีชนิด Glucose transporter 1 

(GLUT1) และระดบัของพลงังานภายในเซลล ์(intracellular adenosine 5’-triphosphate (ATP)) 

ในโครงการศกึษาวจิยัที ่2 คณะผูว้จิยัไดท้ําการศกึษาถงึ 1.การแสดงออกของโปรตนี AMPK-α 

ในตวัอสุจขิองเสอืลายเมฆ และ 2. ผลของการทํางานของ AMPK-α/AICAR ต่อคณุภาพตวัอสุจิ

เสอืลายเมฆภายหลงักระบวนการแช่แขง็ ผลการศกึษาในแมวบา้นซึง่เป็นสตัวท์ดลองตน้แบบ 

(โครงการศกึษาวจิยัที ่1) พบการแสดงออกของโปรตนี AMPK-α ในตวัอสุจขิองแมวบา้น (โดย

กลุ่มแมวบา้นทีต่วัอสุจมิคีวามสามารถในการเคลื่อนทีม่ากกว่ารอ้ยละ 70 มรีะดบัการแสดงออก

ของโปรตนี AMPK-α สงูกว่ากลุ่มแมวบา้นทีต่วัอสุจมิคีวามสามารถในการเคลื่อนทีน้่อยกว่ารอ้ย

ละ 50 (P ≤ 0.05) นอกจากน้ีการทํางานของ AMPK-α/AICAR ที ่ AICAR ความเขม้ขน้ 0.5 

มลิลโิมลลาร ์เป็นเวลา 30 นาท ีสามารถกระตุน้คุณภาพของตวัอสุจภิายหลงักระบวนการแช่แขง็ 

ไดแ้ก่ ต่อความสามารถในการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจ ิ (curve linear velocity และ straight linear 

velocity) รอ้ยละของการพฒันาของตวัอ่อนไปสู่ระยะ 2 เซลลภ์ายหลงักระบวนการปฏสินธิ

ภายนอกร่างกาย (P ≤ 0.05) และไมส่่งผลกระทบเชงิลบต่ออตัราการมชีวีติของตวัอสุจ ิโดยจาก

การศกึษาน้ีพบว่า AMPK-α/AICAR ไดท้าํงานผ่านกระบวนการทํางานของปฏกิรยิา phospho-

AMPKα (Thr172) การทาํงานของโปรตนี Glut1 (Glut1 translocation) และการเพิม่ของระดบั

พลงังานในตวัอสุจ ิ เมือ่นําองคค์วามรูท้ีไ่ดจ้ากสตัวท์ดลองตน้แบบไปประยกุตใ์ชจ้รงิในสตัวป่์า

ตระกูลแมว เช่น เสอืลายเมฆ (โครงการศกึษาวจิยัที ่ 2) พบว่า ตวัอสุจขิองเสอืลายเมฆมกีาร



แสดงออกของโปรตนี AMPK-α เช่นเดยีวกบัในแมวบา้น รวมทัง้ ความสามารถในการเคลื่อนที่

ของตวัอสุจขิองเสอืลายเมฆภายหลงักระบวนการแช่แขง็มคี่าสงูในกลุ่มตวัอสุจทิีไ่ดร้บัการ

กระตุน้การทํางานของโปรตนี AMPK-α ดว้ยสารเคมชีนิด AICAR เมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคุม (P 

≤ 0.05) อยา่งไรกต็ามดว้ยขอ้จาํกดัของการศกึษาในเสอืลายเมฆเพศเมยี เช่นความสามารถใน

การเกบ็เซลลไ์ขห่รอืโอโอไซต ์ จงึทาํใหค้ณะผูว้จิยัไมส่ามารถทาํการศกึษาถงึผลการทาํงานของ 

AMPK-α/AICAR AICAR ต่อความสามารถในการปฏสินธแิละการผลติตวัอ่อนได ้ ดงันัน้ 

โครงการวจิยัในอนาคตควรมุง่เน้นเพื่อศกึษาผลของการทาํงานของโปรตนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัสรา้ง

พลงังานในไมโตคอนเดรยีของอสุจใินสตัวป่์าตระกูลแมวทีใ่กลส้ญูพนัธุ ์ ต่อกระบวนการการ

ปฏสินธแิละพฒันาของตวัอ่อน เพื่อประโยชน์สงูสุดในการเพิม่จาํนวนประชากรสตัวป่์า  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 




