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Abstract 
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The various spermatozoa types present in an ejaculate differ in their motility and 
morphology. However, little is known about nuclear maturity of these spermatozoa and 
their relationship with morphological and motile characteristics. Histone-to-protamine 
exchange is a late spermiogenesis event, along with acrosome formation, membrane 
remodeling and other significant morphological and biochemical events those are 
necessary for normal sperm function. Therefore, protamines are considered as a good 
marker of sperm nuclear maturity. The aim of the present study is to investigate the 
relationship between DNA/chromatin integrity and sperm quality as measured by 
conventional semen parameters. The study group consisted of 49 patients attending the 
Center for Assisted Reproduction and Embryology, Thammasat University Hospital, 
Thailand for diagnostic semen analysis. Semen analysis was carried out to assess 
sperm concentration, motility, and morphology. The remaining aliquot of each semen 
sample was processed for the study of chromatin condensation and DNA integrity using 
transmission electron microscopy, chromomysin A3 (CMA3) assay and TUNNEL assay. 
Following the semen analysis, 49 patients were divided into 4 groups according to the 
percentage of morphologically normal spermatozoa, >30%; 14-30%; 4-14% and <4% 
normal morphology. The ultrastructural analysis showed heterogeneity in sperm nuclear 
morphology with some spermatozoa showing the round nucleus and other spermatozoa 
showing a more elongated nucleus. The disruption in chromatin condensation, identified 
by a coarse granular pattern and contains numerous vacuoles, in the spermatozoa from 
infertile couples is observed. Immunoreactivity with anti-TP was increased in 
spermatozoa of patients with morphologically normal spermatozoa <4%, while staining 
with anti-protamine antibodies was increased in spermatozoa of patients with 



 ii 

morphologically normal spermatozoa >4%. This finding indicating the maturation defect 
as TP are retained in the spermatozoa of infertile couples. The relationship of the 
incidence of spermatozoa with abnormal chromatin condensation and parameters of 
basic semen analysis was investigated. The sperm concentrations were gradually 
reduced in patients with lower percentage of morphologically normal spermatozoa 14-
30% (149.84±16.58 M/ml), 4-14% (125.54±11.59 M/ml), <4% (78.81±16.09 M/ml), 
versus patients with morphologically normal spermatozoa >30% (179.88±29.30 M/ml; 
P<0.05). Significantly lower percentages of sperm motility were recorded between the 4 
different morphological groups, namely 57.8%±6.12, 48.5%±4.78, 43.24%±3.49 and 
25.78%±6.76, respectively (P< 0.05). Spearman’s correlation analysis indicated that the 
percentage of morphologically normal spermatozoa as recorded by strict criteria was 
significantly correlated with the concentration (r = 0.45, P = 0.001) and motility (r = 0.36, 
P = 0.01). The inversely correlations were found between the percentage of protamine 
deficiency spermatozoa (CMA3 positive) and concentration (r = -0.33, P = 0.009), 
motility (r = -0.53, P = 0.00) and normal morphology (r = -0.41, P = 0.002) while the 
other seminal parameters were less well correlated. Linear regression analysis revealed 
that the percentage of DNA damage spermatozoa were negatively correlated with 
concentration (r = -0.31, P = 0.01), motility (r = -0.46, P = 0.00) and normal morphology 
(r = -0.29, P= 0.02). In addition, patients with morphologically normal spermatozoa <4% 
have the significantly higher percentages of CMA3 and TUNNEL positive spermatozoa 
whereas the significantly lower percentage of sperm motility. The relationship between 
the percentages of CMA3 and TUNNEL positive spermatozoa also showed a 
significantly positive correlation with each other (r = 0.68, P = 0.00). These finding 
indicated that patients with abnormal semen parameters (decreased concentration, low 
motility, abnormal morphology) carrying higher loads of DNA-damaged spermatozoa, 
therefore seeking ART is of concern. The classical semen parameters do not give 
directly information about chromatin condensation and DNA integrity therefore additional 
strategies might be required to further improve the characterization of the semen quality. 
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นํ้าอสุจิประกอบดวยอสุจิที่มีความแตกตางกันทั้งทางดานรูปรางและการเคลื่อนที่ อยางไรก็ตาม 
ขอมูลเกี่ยวกับความสมบูรณของนิวเคลียสของอสุจิเหลานี้และความสัมพันธกับรูปรางและการ
เคลื่อนที่ยังไมเปนที่ทราบอยางแนชัด ในระยะทายของการสรางอสุจิจะมีการแทนที่โปรทีน 
histone ดวย protamine พรอมกับการสรางอะโครโซม และการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพและ
ชีวเคมี ซ่ึงสงผลตอการทําหนาที่ของอสุจิ ดังนั้น protamine จึงเปนตัวบงชี้ความสมบูรณของ
นิวเคลียสที่ดี เน่ืองจาก protamine เปนโปรทีนที่เขาไปแทนที่ histone ในชวงทายของการสราง
อสุจิ การศึกษาในครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาความสัมพันธระหวางความสมบูรณของโครมา
ทิน/ดีเอ็นเอกับคุณภาพของอสุจิตามตัวบงชี้พ้ืนฐาน กลุมตัวอยางประกอบดวยผูปวยที่เขารับ
การรักษา ณ หนวยผูมีบุตรยาก รพ. ธรรมศาสตรเฉลิมพระเกียรติ จํานวน 49 ราย นํ้าอสุจิที่ได
ถูกนําไปตรวจสอบตามวิธีมาตรฐานทางดานจํานวนอสุจิ, การเคลื่อนที่ของอสุจิ, และรูปรางของ
อสุจิ นํ้าอสุจิสวนที่เหลือถูกนําไปศึกษาการขดของใยโครมาทินและความสมบูรณของดีเอ็นเอ 
โดยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน, การทดสอบดวย CMA3 และ และการทดสอบ 
TUNNEL ภายหลังการตรวจวิเคราะหนํ้าอสุจิ ผูปวยทั้ง 49 ราย ถูกแบงออกเปน 4 กลุม ตาม
รอยละของอสุจิที่มีรูปรางสมบูรณ ไดแก กลุมที่มีอสุจิที่มีรูปรางสมบูรณ > 30%; 14-30%; 4-
14% และ < 4% ตามลําดับ จากการศึกษาโครงสรางแบบละเอียดพบวา อสุจิจากคูสมรสที่มีบุตร
ยากมีรูปรางหลายแบบทั้งที่มีนิวเคลียสกลมและนิวเคลียสยาวเรียว ภายในนิวเคลียสมีการขดตัว
ของโครมาทินแบบกระจัดกระจายและมีชองวางภายในนิวเคลียสจํานวนมาก ผลการศึกษาการ
กระจายตัวของโปรทีนในนิวเคลียส พบวา อสุจิของคูสมรสที่มีบุตรยาก มีการกระจายของ 
transition protein เพ่ิมมากขึ้นในกลุมที่มีอสุจิที่มีรูปรางสมบูรณนอยกวา 4% ในขณะที่การ
กระจายของ protamine จะเพ่ิมมากขึ้นในกลุมที่มีอสุจิที่มีรูปรางสมบูรณมากกวา 4% ขอมูล
ดังกลาวบงชี้ถึงความผิดปกติในดานความสมบูรณของการสรางอสุจิ เม่ือศึกษาความสัมพันธ
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ระหวางอุบัติการของอสุจิที่มีการขดตัวของใยโครมาทินที่ผิดปกติและตัวบงชี้พ้ืนฐานทางดาน
คุณภาพของอสุจิ พบวา จํานวนอสุจิจะลดลงเปนลําดับตามรอยละของอสุจิที่มีรูปรางสมบูรณ, 
14-30% (149.84±16.58 M/ml), 4-14% (125.54±11.59 M/ml), <4% (78.81±16.09 M/ml), 
เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมที่มีอสุจิที่มีรูปรางสมบูรณมากกวา 30% (179.88±29.30 M/ml; 
P<0.05). นอกจากนี้ ยังพบการลดลงอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) ของรอยละของอสุจิที่เคลื่อนที่ 
ไดแก 57.8%±6.12, 48.5%±4.78, 43.24%±3.49 และ 25.78%±6.76 ตามลําดับ การวิเคราะห
ความสัมพันธดวย Spearman พบวา รอยละของอสุจิที่มีรูปรางสมบูรณ มีความสัมพันธโดยตรง
กับจํานวนอสุจิ (r = 0.45, P = 0.001) และการเคลื่อนที่ของอสุจิ (r = 0.36, P = 0.01).อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนี้ยังพบวา รอยละของอสุจิที่มีภาวะขาด protamine มีความสัมพันธ
ในเชิงลบอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับจํานวนอสุจิ (r = -0.33, P = 0.009), การเคลื่อนที่ของอสุจิ 
(r = -0.53, P = 0.00) และจํานวนอสุจิที่มีรูปรางสมบูรณ (r = -0.41, P = 0.002) การวิเคราะห
ความสัมพันธโดยใช linear regression พบวา รอยละของอสุจิที่มีดีเอ็นเอฉีกขาด มี
ความสัมพันธในเชิงลบกับจํานวนอสุจิ (r = -0.31, P = 0.01), การเคลื่อนที่ของอสุจิ (r = -0.46, 
P = 0.00) และจํานวนอสุจิที่มีรูปรางสมบูรณ (r = -0.29, P= 0.02). นอกจากนี้ยังพบวา ผูปวยที่
มีอสุจิที่มีรูปรางสมบูรณนอยกวา 4% จะมีอสุจิที่มีภาวะขาด protamine และมีอสุจิที่มีดีเอ็นเอฉีก
ขาดสูงขึ้น ในขณะที่ มีรอยละอสุจิที่ มีการเคลื่อนที่ปกติลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
นอกจากนั้นยังพบวารอยละของอสุจิที่มีภาวะขาด protamine มีความสัมพันธกับรอยละของอสุจิ
ที่มีดีเอ็นเอฉีกขาดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (r = 0.68, P = 0.00) การศึกษาในครั้งน้ีแสดงให
เห็นวา ผูปวยที่มีอสุจิผิดปกติ (จํานวนอสุจิลดลง, การเคลื่อนที่ลดลง, รูปรางผิดปกติ) จะมีรอย
ละของอสุจิที่มีดีเอ็นเอฉีกขาดสูงขึ้น ทําใหเกิดภาวะไมเจริญพันธุ ดังนั้นจึงจําเปนตองอาศัย
เทคโนโลยีชวยการเจริญพันธุ นอกจากนี้การศึกษาในครั้งน้ียังแสดงใหเห็นวาการตรวจน้ําอสุจิ
โดยวิธีพ้ืนฐานไมใหขอมูลที่เกี่ยวของกับการขดของโครมาทินและความสมบูรณของดีเอ็นเอซึ่ง
บงชึถึงการเจริญพันธุของอสุจิ ดังน้ันอาจจําเปนตองเพ่ิมยุทธวิธีบางอยาง เพ่ือใหการตรวจน้ํา
อสุจิมีความแมนยํามากขึ้น 
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