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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

ศรุตา ฟักนวม : ร้อยละของการแสดงออกของ ESTROGEN RECEPTOR BETA ในเซลล์ต่อมน ้าเหลือง
ข อ ง ผู้ ป่ ว ย  DIFFUSE LARGE B CELL LYMPHOMA (PERCENTAGE OF ESTROGEN RECEPTOR 
BETA EXPRESSION IN LYMPH NODES OF PATIENTS WITH DIFFUSE LARGE B CELL 
LYMPHOMA) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ศ. ดร. นพ.พลภัทร โรจน์นครินทร์{, 41 หน้า. 

ที่มา: Estrogen receptor beta (ERβ) มีการแสดงออกใน lymphoid cell และมีฤทธิ์ต้านการแบ่งตัว

ของเซลล์เหล่านี  การศึกษาในหนูทดลองพบว่า  ERβ selective agonist สามารถยับยั งมะเร็งต่อมน ้าเหลืองชนิด 

Burkitt และ Mantle cell ได้ แต่การศึกษาการแสดงออกของของ ERβ ในเซลล์ต่อมน ้าเหลืองของ ผู้ป่วย Diffuse 
large B cell lymphoma (DLBCL) นั น ยังไม่เคยมีรายงานมาก่อน 

วั ตถุ ป ระส งค์ : ศึ กษาร้ อยละของ เซลล์ ที่ แ สดงออกของ  ERβ ใน เนื อ เ ยื่ อ  DLBCL โดยวิ ธี  
Immunohistochemistry และศึกษาความสัมพันธ์กับระยะเวลาปลอดโรค (Event-free survival) ของผู้ป่วย 

วิธีการศึกษา: ย้อม ERβ ในเนื อเยื่อจากต่อมน ้าเหลืองของผู้ป่วยผู้ใหญ่ในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์  ที่
ได้รับการวินิจฉัยเป็น nodal DLBCL และได้รับการรักษาด้วยเคมีบ้าบัดสูตร R-CHOP ตั งแต่ มกราคม 2551 ถึง
ธันวาคม 2556 ประเมินการแสดงออกของ receptor และศึกษาความสัมพันธ์กับระยะเวลาปลอดโรคของผู้ป่วย 

ผลการศึกษา: ผู้ป่วยทั งหมด 36 คน  อายุเฉลี่ย 57.4 ปี (พิสัย 19-85 ปี)  เป็นเพศหญิงร้อยละ 38.9 การ

แสดงออกของ  ERβ ในเนื อเยื่อ DLBCL พบว่ามีความหลากหลายตั งแต่ร้อยละ 1 ถึง 85 ค่าเฉลี่ยของการแสดงออก
ในกลุ่มที่ตอบสนองต่อการรักษาคือ ร้อยละ 12.8 เทียบกับกลุ่มที่ไม่ตอบสนองต่อการรักษาหรือเสียชีวิตคือร้อยละ 
38.1                                 (P = 0.001) เมื่อวิเคราะห์ ROC(Receiver operating characteristic)  พบว่าการ

แสดงออก ERβ ที่มากกว่าหรือเท่ากับร้อยละ 17.5 สัมพันธ์กับการพยากรณ์โรคที่ไม่ดี มีค่าความไว 78% และค่า

ความจ้าเพาะ 78%                          การแสดงออกระดับสูง (ERβ ≥ 17.5%) สัมพันธ์กับระยะเวลาปลอดโรคที่
สั น  มี  hazard ratio (HR) 4.74, 95% confidence interval (CI) 1.55-14.49, P = 0.001  ค่ า มั ธ ย ฐ า น ขอ ง

ระยะเวลาปลอดโรค 133 วัน ในกลุ่มที่มีการแสดงออก ERβ สูงเทียบกับ 2,500 วัน ในกลุ่มที่มีการแสดงออกต่้า 

นอกจากนี   การแสดงออกของ ERβ ไม่มีความสัมพันธ์กับกลุ่มเสี่ยง (IPI) การวิเคราะห์พหุตัวแปร (multivariate 

analysis) พบว่าการแสดงออกของ ERβ   (HR 4.27, 95% CI 1.39-13.1, P = 0.011) และกลุ่มที่มี IPI สูง  (HR 
4.96, 95% CI 1.11-22.2, P = 0.036) สัมพันธ์อย่างอิสระกับระยะเวลาปลอดโรคที่สั น 

สรุป: เนื อเยื่อต่อมน ้าเหลืองในผู้ป่วย DLBCL มีการแสดงออกของ ERβ ที่หลากหลาย โดยการแสดงออก
ที่มากกว่าหรือเท่ากับร้อยละ 17.5 สัมพันธ์กับการพยากรณ์โรคที่ไม่ดี 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5774094230 : MAJOR MEDICINE 
KEYWORDS: ESTROGEN RECEPTOR / DIFFUSE LARGE B CELL LYMPHOMA / EVENT FREE SURVIVAL 

SARUTA FAKNUAM: PERCENTAGE OF ESTROGEN RECEPTOR BETA EXPRESSION IN LYMPH 
NODES OF PATIENTS WITH DIFFUSE LARGE B CELL LYMPHOMA. ADVISOR: PROF. 
PONLAPAT ROJNUKARIN, M.D., Ph.D. {, 41 pp. 

Background:Estrogen receptor β (ERβ) is expressed in lymphoid tissues. Recently, 

experimental mouse models showed that ERβ -selective agonists inhibited Burkitt and Mantle 

lymphoma growth. However, there has been no reported study of ERβ expression in human diffuse 
large B cell lymphoma (DLBCL). 

Objectives: To determine the ERβ expression in DLBCL tissue using 
immunohistochemistry and correlate  with clinical  outcomes.   

Methods: Adult patients who were newly diagnosed as nodal DLBCL and received R-
CHOP chemotherapy at King Chulalongkorn Memorial Hospital were enrolled. The patients, who 
had transformed lymphoma, received previous chemotherapy or were loss to follow-up before 3 

years, were excluded. The lymph node specimens were stained for ERβ proteins and counted for 

ERβ-expressing cells. The expression was correlated with the patient event-free survival (EFS). 

Results: There were 36 patients included in the study. The mean age was 57.4 (range 19-

85) years and 38.9% were female. The ERβ expression in DLBCL tissue was varied from 1% to 85%. 
The mean expressions in the responsive vs. relapsed/refractory groups were 12.8 % vs. 38.0%, 
respectively (P = 0.001). The ROC analysis showed that the expression of greater than 17.5% was 
related to poor outcomes at 78% sensitivity and 78% specificity. 

The ERβ expression of 17.5% or more was significantly related to poor EFS after R-CHOP 
therapy (Hazard ratio [HR] 4.74, 95% Confidence interval [CI] 1.55-14.49, P = 0.001).  The median 

EFS were 133 vs. 2,500 days in the high vs. low ERβ expression groups, respectively. In addition, 

ERβ expression was not significantly associated with the international prognostic index (IPI) risk 

group. The multivariate analysis showed that ERβ expression (HR 4.27, 95%CI 1.39-13.1, P = 0.011) 
and high IPI (HR 4.96, 95%CI 1.11-22.2, P = 0.036) independently associated with poor EFS. 

Conclusions: DLBCL cells expressed variable degrees of ERβ protein. The expressing cells of 17.5% 
or more were associated with a poor prognosis. 
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บทท่ี 1 
บทน้า 

 
1.1 ความส้าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 

โรคมะเร็งต่อมน ้าเหลือง ชนิด non-Hodgkin lymphoma (NHL) นั นเป็นโรคมะเร็งที่พบได้
ทั่วโลก และมีแนวโน้มว่าจ้านวนผู้ป่วยเพ่ิมขึ นอย่างรวดเร็ว ในประเทศสหรัฐอเมริกา อุบัติการณ์          
จาก 11.1 รายต่อประชากร 100,000 คน เมื่อปี ค.ศ.1975 สูงขึ นเป็น 19.5รายต่อประชากร 100,000 
คน ในปี ค.ศ.2005 และคาดการณ์ว่าจะมีผู้ป่วย NHL รายใหม่จ้านวนมากกว่า 60,000 ราย ในช่วง
ทศวรรษนี   ในประเทศไทยมะเร็งต่อมน ้าเหลืองเป็นมะเร็งทางโลหิตวิทยาที่พบบ่อยที่สุดในประเทศ
ไทยและติดอันดับ 1 ใน 5 ของมะเร็งที่พบบ่อยในคนไทย โดยคาดว่าน่าจะมีผู้ป่วยใหม่ที่ได้รับการ
วินิจฉัยว่าเป็นมะเร็งต่อมน ้าเหลืองปีละกว่า 1,000 ราย พยาธิก้าเนิดของโรคนี ยังไม่ทราบแน่ชัด และ
โรค NHL นั นยังแบ่งแยกออกเป็นชนิดย่อย ที่ซับซ้อนและมีลักษณะแตกต่างกันตั งแต่ follicular 
lymphoma (FL) ซึ่งโรคมีการด้าเนินช้า จนถึง diffuse large-B-cell lymphoma (DLBCL) ที่มีการ
ด้าเนินโรครวดเร็วและรุนแรง 

เมื่อเปรียบเทียบอุบัติการณ์ของโรคระหว่าง เพศชายและเพศหญิง พบว่าโดยรวมแล้วเพศ
หญิง มีอุบัติการณ์ของโรค NHL ต่้ากว่า ราวร้อยละ 30 อย่างไรก็ตามพบว่าความแตกต่างนี ในกลุ่ม
ชนิดย่อยของ NHL ไม่เหมือนกัน เพศหญิงมีอุบัติการณ์ของ DLBCL ต่้ากว่า แต่ในกรณีของ FL พบว่า
เพศชายและเพศหญิงมีอุบัติการณ์ของโรคไม่ต่างกัน(1) ดังนั นฮอร์โมนเอสโตรเจนและฮอร์โมนอ่ืนที่
เกี่ยวข้องกับระบบสืบพันธุ์ อาจช่วยลดความเสี่ยงของการเกิดโรค NHL ในบางกลุ่มย่อย เช่น DLBCL 
ในเพศหญิง  

ฮอร์โมนเพศมีผลต่อการท้างานของระบบภูมิคุ้มกันผ่านกลไกต่างๆหลายช่องทาง (2) ได้แก่ 
การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน การปล่อยสารซัยโตไคน์ การเพ่ิมจ้านวน (Proliferation) และ
พัฒนา (Differentiation) ของบีเซลล์ รวมไปถึงขั นตอนต่างๆของการเกิดมะเร็งต่อมน ้าเหลือง 
(Lymphomagenesis )(3-7) การได้รับสัมผัสต่อฮอร์โมนระบบสืบพันธุ์ในผู้หญิงนั น หมายรวมตั งแต่
การมีระดู การตั งครรภ์ การได้รับฮอร์โมนจากภายนอก เช่น การรับประทานยาคุมก้าเนิดและการ
ได้รับฮอร์โมนทดแทนหลังหมดประจ้าเดือน การศึกษาโดย Lee และคณะพบว่าจ้านวนครั งของการ
ตั งครรภ์นั นสัมพันธ์กับความเสี่ยงที่ลดลงของการเป็นมะเร็งต่อมน ้าเหลือง ในขณะที่จ้านวนครั งของ
การคลอดบุตรลดความเสี่ยงต่อโรคนั นพบแต่ในชนิด DLBCL(8) 
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ส่วนการรับประทานยาคุมก้าเนิดนั นมีทั งข้อมูลที่สนับสนุนว่าช่วยลดความเสี่ยงของ NHLทุก
ชนิด(8) ลดความเสี่ยงได้ถ้าเริ่มรับประทานก่อนอายุ 25 ปี (9)  หรือลดความเสี่ยงแต่ใน DLBCL(10) และ
ไม่ลดความเสี่ยงเลย(11) ทั งนี อาจมีผลมาจากความแตกต่างของปริมาณฮอร์โมนในยาเม็ดคุมก้าเนิดที่ใช้
กันและชนิดของมะเร็งต่อมน ้าเหลืองที่อยู่ในการศึกษาแต่ละการศึกษา นอกจากนี การศึกษา                          
9 การศึกษาจาก Inter Lympho pooled analyses ยังพบว่าการรับประทานยาคุมก้าเนิดเพ่ิมความ
เสี่ยงต่อการเกิด FL โดยเฉพาะถ้าได้รับหลังอายุ 21 ปี และระยะเวลาน้อยกว่า 5 ปี หรือหยุดมา
มากกว่า 20 ปี ก่อนการวินิจฉัยมะเร็งต่อมน ้าเหลือง(2) 

ส่วนการได้รับฮอร์โมนทดแทน Lu และคณะท้าการศึกษาติดตามครูในมลรัฐแคลิฟอร์เนียที่
ได้รับการผ่าตัดรังไข่ออกทั ง 2 ข้าง พบว่ากลุ่มที่ไม่ได้รับฮอร์โมนทดแทนมีความเสี่ยงต่อการเกิด NHL 
มากกว่ากลุ่มที่ได้รับถึง 3 เท่า(10) ข้อมูลจาก NIH-AARP cohort โดย Morton และคณะแสดงให้เห็น
ว่า การได้รับฮอร์โมนทดแทนในผู้หญิงที่ท้าการผ่าตัดมดลูกจะลดความเสี่ยงของ DLBCL ลงถึงร้อยละ 
50 (11)  ในทางตรงกันข้าม Teras และคณะกลับพบว่า ความเสี่ยงของการเกิด FL และ DLBCL นั น
สัมพันธ์กับการได้รับฮอร์โมนเอสโตรเจนเดี่ยวๆ แต่ไม่พบความสัมพันธ์ในการให้ฮอร์โมนแบบ 
combined therapy (12) 

จากข้อมูลดังกล่าวข้างต้นฮอร์โมนเอสโตรเจนจึงน่าจะมีบทบาทในพยาธิก้าเนิดของโรค NHL 
การออกฤทธิ์ของฮอร์โมนนั นต้องท้าการจับกับตัวรับ (Estrogen receptor) โดยการแสดงออก 
(expression) ของ receptor นี มีความแตกต่างกันในแต่ละกลุ่มประชากรและพบว่าพันธุกรรมมีผล
โดยตรง ซึ่งความแตกต่างที่เกิดขึ นอาจมีผลต่อบทบาทของฮอร์โมนต่อการเกิดมะเร็งต่อมน ้าเหลืองแต่
ละชนิด หรือต่อระหว่างกลุ่มประชากรต่างเชื อชาติ ผลการศึกษาที่แตกต่างกันปัจจัยของฮอร์โมนกับ
มะเร็งต่อมน ้าเหลืองอาจเกี่ยวเนื่องมาจากชนิดและการแสดงออก ของ estrogen receptor ที่ปรากฏ
บนเซลล์มะเร็งนั นเอง ซึ่งการทราบชนิดและผลจากการท้างานของ receptor เหล่านี  อาจน้าไปสู่การ
พัฒนาการรักษา NHL แนวทางใหม่ที่การตอบสนองดีขึ นและผลข้างเคียงลดลง  
          การศึกษานี จึ งมุ่ งศึกษาถึงการแสดงออก ของ Estrogen receptor ที่ปรากฏอยู่บน
เซลล์มะเร็ง NHL ทั งชนิด และอัตราส่วน พร้อมทั งท้าการเปรียบเทียบระหว่างเพศและกลุ่มที่
ตอบสนองและไม่ตอบสนองต่อการรักษา ว่ามีความแตกต่างกันหรือไม่ 

 
1.2 ค้าถามของการวิจัย  

ค าถาม(หลัก) 
เซลล์ต่อมน ้าเหลืองของผู้ป่วยมะเร็งต่อมน ้าเหลืองชนิด DLBCL มีการแสดงออกของ 

Estrogen receptor beta หรือไม ่
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ค าถาม(รอง) 
เปอร์ เซ็นต์ เฉลี่ ยของการแสดงออกของ Estrogen receptor beta ของกลุ่มที่มีการ

ตอบสนองต่อการรักษาเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ดื อต่อการรักษาหรือเสียชีวิต แตกต่างกันหรือไม่ 
 

1.3 วัตถุประสงค์งานวิจัย 

วัตถุประสงค์(หลัก) 
ศึกษาอัตราส่วนของผู้ป่วยมะเร็งต่อมน ้าเหลืองชนิด DLBCL ที่แสดงออกของ Estrogen 

receptor beta ในเนื อเยื่อ Diffuse large B cell lymphoma (DLBCL) ตั งแต่ร้อยละ 1% ขึ นไป 
โดยวิธี Immunohistochemistry 

วัตถุประสงค์(รอง) 
     ดูความสัมพันธ์ของร้อยละการแสดงออกของ Estrogen receptor betaในเซลล์ต่อม

น ้าเหลืองของผู้ป่วย DLBCL กับระยะเวลาที่ปลอดเหตุการณ์ (Event free survival) ซึ่งแบ่งประชากร
เป็นสองกลุ่ม คือ กลุ่มที่มีการตอบสนองต่อการรักษากับกลุ่มที่ดื อต่อการรักษาหรือเสียชีวิต โดยดูจาก
เปอร์เซ็นต์เฉลี่ยของการแสดงออกของทั งสองกลุ่มว่าแตกต่างกันหรือไม่ 

 
1.4 สมมติฐาน 

        เนื อเยื่อต่อมน ้าเหลืองชนิด DLBCL มีการแสดงออกของโปรตีน Estrogen receptor beta 
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1.5 กรอบความคิดแนววิจัย 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.6 การให้ค้านิยามเชิงปฏิบัติที่จะใช้ในการวิจัย 

Event free survival (EFS) หมายถึงระยะเวลาตั งแต่สิ นสุดการรักษามะเร็งจนผู้ป่วยเกิดโรค 
ลุกลาม (Progressive disease) ในรายที่ไม่ได้ complete remission หรือโรคเป็นซ ้า (ในรายที่ได้ 
remission) หรือ เสียชีวิต 

Progressive disease (PD) หมายถึง มีเนื องอกที่ต้าแหน่งใหม่เกิดขึ น หรือ เนื องอกขนาด
ใหญ่ขึ นกว่าเดิมเกินร้อยละ 50 หรือมีการลุกลามในไขกระดูก 

Complete remission (CR) หมายถึง ไม่มีอาการผิดปกติจากโรค ตรวจร่างกายปกติ ผลการ
ตรวจเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์ปกติ (ขนาดเนื องอกน้อยกว่า 1 ซ.ม. จาก CT scan) และ ผลการตรวจไข
กระดูกปกติ 

ร้อยละของเซลล์ที่แสดงออกของ Estrogen receptor beta ในเนื อเยื่อ DLBCL หมายถึง 
จ้านวนเซลล์มะเร็งต่อมน ้าเหลืองชนิด DLBCL ที่ย้อมติดโปรตีน Estrogen receptor beta  ต่อ

1.ปัจจัยที่ท าให้ไมต่ิด ERβ1 
1.1 ระยะเวลาการเก็บเนื อเยือ่
น ้าเหลืองที่นานเกินไป 
1.2 เนื อเยื่อน ้าเหลืองที่ได้รับการ
ย้อมIHC จากนอกโรงพยาบาลจุฬา 
 

2.ปัจจัยที่ท าให้ตดิ ติด 

ERβ1ขั้นตอนการย้อมที่
เหมาะสมในทุกขั้นตอน
ดังต่อไปน้ี
(Deparaffinization, 
Pretreatment, Primary 
Antibody, Detection) 

 
3.ปัจจัยที่ยงัไม่ทราบผลต่อการติด ERβ1 
3.1 เพศ    
3.2 ความรุนแรงของโรค 

DLBCL 
Lymph 
node 

ERβ1 
 

% expression 

Relationship with sex 

Relationship with 
event free survival 

รูปภาพที่ 1 กรอบความคิดแนววิจัย 
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เซลล์มะเร็งทั งหมด 500 เซลล์ (ไม่นับรวม lymphoid cell ปกติ) จากการนับด้วยพยาธิแพทย์
ผู้เชี่ยวชาญทางโลหิตวิทยา (Hematopathologist)   

กา รแสดงออกของ  Estrogen receptor beta(Estrogen receptor beta expression) 
หมายถึง พบจ้านวนเซลล์มะเร็งที่มีการแสดงออกของ  Estrogen receptor beta ตั งแต่มากกว่าหรือ
เท่ากับร้อยละ 1 ขึ นไป ต่อจ้านวนเซลล์มะเร็งทั งหมด 

ผู้ป่วยกลุ่มตอบสนองต่อการรักษา (good response) คือกลุ่มผู้ป่วยที่ได้รับการรักษาด้วย                     
R-CHOP 4-8 ครั งตามปัจจัยเสี่ยงและระยะโรคแล้วมีผลตอบสนองการรักษาชนิด complete 
remission และไม่มีการก้าเริบของโรคจนกระทั่งสิ นสุดวันติดตามการรักษา 

ผู้ป่วยกลุ่มไม่ตอบสนองต่อการรักษา (poor response) คือกลุ่มผู้ป่วยที่ได้รับการรักษาด้วย                   
R-CHOP 4-8 ครั งตามปัจจัยเสี่ยงและระยะโรคแล้วมีการดื อต่อการรักษา หรือ มีการก้าเริบของโรค 
หรือเสียชีวิตจากตัวโรค (ไม่รวมการเสียชีวิตที่มีสาเหตุจากการติดเชื อ) 

Relapsed/refractory คือ การกลับเป็นซ ้าของโรค การดื อต่อการรักษา หรือ  มีการ
ตอบสนองต่อการรักษาน้อยกว่า Complete remission  มีการก้าเริบของโรค หรือเสียชีวิตจากตัว
โรค ( ในกรณีที่ผู้ป่วยยังอยู่ในช่วงของการรับยาเคมีบ้าบัดแล้วเสียชีวิตจากสาเหตุอ่ืนที่ไม่ใช่จากตัวโรค
หรือภาวะแทรกซ้อนเช่นการติดเชื อ จะถูกตัดออกจากการศึกษา โดยในการศึกษานี มีจ้านวน 2 ราย) 
 ดัชนีชี วัดการพยากรณ์โรคอยู่ในกลุ่มเสี่ยงต่้า (Low IPI) คือ กลุ่มผู้ป่วยที่มี IPI score ตั งแต่ 
0-2  ( Low and Low-intermediate risk ) ในกลุ่มผู้ป่วยที่อายุมากกว่าหรือเท่ากับ 60 ปี และ กลุ่ม
ผู้ป่วยที่มี aaIPI score ตั งแต่ 0-1  ( Low and Low-intermediate risk ) ในกลุ่มผู้ป่วยที่อายุน้อย
กว่า 60 ปี 
 ดัชนีชี วัดการพยากรณ์โรคอยู่ในกลุ่มเสี่ยงสูง (High IPI) คือ กลุ่มผู้ป่วยที่มี IPI score ตั งแต่ 3 
ขึ นไป ( High-intermediate and High risk ) ในกลุ่มผู้ป่วยที่อายุมากกว่าหรือเท่ากับ 60 ปี และกลุ่ม
ผู้ป่วยที่มี aaIPI score ตั งแต่ 2 ขึ นไป ( High-intermediate and High risk ) ในกลุ่มผู้ป่วยที่อายุ
น้อยกว่า 60 ปี 
 
1.7 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากงานวิจัย 

       1.7.1 ทราบอัตราความชุกของการแสดงออกของ Estrogen receptor ซึ่งแสดงในเนื อเยื่อ
ต่อมน ้าเหลืองของผู้ป่วย DLBCL   

  1.7.2 ทราบความสัมพันธ์ของเปอร์เซ็นต์การแสดงออกของ Estrogen receptor ในผู้ป่วย
DLBCL สองกลุ่ม คือ กลุ่มที่มีการตอบสนองต่อการรักษา กับกลุ่มที่ดื อต่อการรักษาหรือเสียชีวิต โดย
ดูจากเปอร์เซ็นต์เฉลี่ยของการแสดงออกของทั งสองกลุ่มว่าแตกต่างกันหรือไม่ และ ความสัมพันธ์ของ
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เปอร์เซ็นต์การแสดงออกของ Estrogen receptor กับ ระยะเวลาที่ปราศจากเหตุการณ์ (event free 
survival) 

1.7.3 ทราบความสัมพันธ์ของการแสดงออกกับข้อมูลพื นฐานของผู้ป่วย ได้แก่ อายุ และ 
International prognostic index (IPI) ของ DLBCL และสามารถบอกสัดส่วนการแสดงออกใน
เนื อเยื่อต่อมน ้าเหลืองเชื่อมโยงกับอาการทางคลินิกเพ่ือเป็นเกณฑ์ในการให้ความหมายของการ
แสดงออกต่อไป 

1.7.4 เป็นข้อมูลการแสดงออกของเชื อชาติไทยเนื่องจากการศึกษานี ยังไม่เคยมีใครท้ามาก่อน
ในประเทศไทย 

1.7.5 เพ่ืออาจจะใช้เป็นข้อมูลพื นฐานในการศึกษาบทบาทของ hormonal treatment ใน
อนาคต 
 
1.8 อุปสรรคท่ีอาจเกิดขึ นระหว่างการวิจัยและมาตรฐานการแก้ไข 

แม้ผู้ป่วยมะเร็งต่อมน ้าเหลืองชนิด DLBCL ในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์มีจ้านวนมากก็จริง แต่ 
ผู้ป่วยส่วนน้อยเท่านั นที่ได้รับการรักษาด้วย standard regimen(R-CHOP) ท้าให้การรวบรวมขนาด 
ตัวอย่างนั นต้องเก็บย้อนหลังเป็นเวลาหลายปีเพ่ือให้เพ่ือให้ได้ครบตามจ้านวนที่ต้องการ ซึ่งอาจท้าให้
มีผลต่อคุณภาพของชิ นเนื อต่อมน ้าเหลืองที่น้า มาศึกษาได้ 
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บทท่ี 2 
ทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 

 
ฮอร์โมนเอสโตรเจน 
 ฮอร์โมนเอสโตรเจนมีหน้าที่ในการควบคุมกระบวนการท้างานหลายอย่างในร่างกายไม่ว่าจะ
เป็นการเจริญเติบโต การพัฒนา การจ้าแนกของเซลล์ในระบบสืบพันธุ์ในผู้หญิงที่ยังไม่หมด
ประจ้าเดือน รังไข่เป็นแหล่งสร้างฮอร์โมนเอสโตรเจนแหล่งส้าคัญ ฮอร์โมนที่สร้างส่วนใหญ่คือ 17B-
Estradiolbeta (E2)ซึ่งออกฤทธิ์มีผลเฉพาะที่และทั งระบบอวัยวะและเซลล์ต่างๆ ส่วนผู้หญิงที่หมด
ระดูและผู้ชายนั น E2ถูกเปลี่ยนมาจากฮอร์โมนเทสโทสเตอโรน (testosterone) และแอนโดรสตินได
โอน (androstenedione) โดยเอนซัยม์ cytochrome P450 aromatase นอกจาก E2จะมีผลต่อ
เซลล์ปกติแล้ว ยังมีบทบาทส้าคัญในกระบวนการเกิดโรครวมถึงโรคมะเร็งด้วย(13) 

ผลของฮอร์โมนเอสโตรเจนต่อเซลล์ต่างๆนั นผ่านทาง estrogen receptors (ERs) ซึ่งมี 2 
ชนิดด้วยกันคือ estrogen receptor α(ERα) และ estrogen receptor β(ERβ)ทั งคู่อยู่ใน nuclear 
receptor family E2จับกับ receptor ทั งสองด้วยกันด้วย affinity พอๆ กัน(14)ERs นั นประกอบด้วย 
3 ส่วนคือ NH2-terminal domain (NTD), DNA-binding domain (DBD) และ COOH-terminal 
หรือ ligand binding domain (LBD)(15)ส่วน NTD นั นล้อมรอบ ligand-independent activation 
(AF1) ของเป้าหมาย ซึ่งบริเวณ AF1 นี  รับผิดชอบต่อการน้าเข้ามาของ co-regulatory proteins 
พบว่า AF1 ใน ERα นั นท้างานอย่างมาก ในการกระตุ้นการแสดงออกของยีน แต่ส้าหรับ ERβ  แล้ว
การท้างานของ AF1 กลับต่้ามาก(16) ส่วนของ DBD นั น ทั งใน ERβ จะจับกับ ล้าดับเบสที่จ้าเพาะของ
ยีนเป้าหมาย ซึ่งเรียกว่า estrogen-responsive elements (EREs) ส่วนสุดท้ายคือ LBDs ของ ERα 
และ ERβพบว่า ร้อยละ 59 มีการเรียงตัวของกรดอะมิโนเหมือนกันและส่วนของ ligand-binding 
pockets ของทั งคู่มีความแตกต่างทางโครงสร้างน้อยมาก(17) แต่ความแตกต่างเล็กน้อยนี มีความส้าคัญ
อย่างมากต่อการเลือกจับกับ ligand ซึ่งเลือกแสดง affinity และ activity ผ่าน ERαและ ERβ

(18)  ตัว 
ligand ที่เลือกจับกับ ERs แบบจ้าเพาะนี น้ามาใช้บ่งชี การท้างานที่จ้าเพาะของ ERs ทั งสองและยีน
เป้าหมายเฉพาะของแต่ละตัว เช่น Propyl pyrazoletriol (PPT) เป็นสาร ERα  selective agonist 
มีความจ้าเพาะในการจับกับ ERα มากกว่า ERβ ถึง 410 เท่า(19) นอกจากนี ยังมีการสังเคราะห์ ERβ 
agonists หลายตัว หนึ่งในนั นคือ  2, 3 bis 
(4-hydroxyphenye)–propionitrile (DPN) ซึ่งมีสมรรถนะและความแรงในจับกับ ERβ มากกว่า 
ERα 70-300 เท่า(20)โดยทั่วไปแล้วสาร ERβ agonists แบ่งเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ ERβ binders คือส่วนที่ 

file:///C:/Users/PC/Downloads/วิทยานิพนv3e.docx%23_ENREF_13
file:///C:/Users/PC/Downloads/วิทยานิพนv3e.docx%23_ENREF_14
file:///C:/Users/PC/Downloads/วิทยานิพนv3e.docx%23_ENREF_15
file:///C:/Users/PC/Downloads/วิทยานิพนv3e.docx%23_ENREF_16
file:///C:/Users/PC/Downloads/วิทยานิพนv3e.docx%23_ENREF_17
file:///C:/Users/PC/Downloads/วิทยานิพนv3e.docx%23_ENREF_18
file:///C:/Users/PC/Downloads/วิทยานิพนv3e.docx%23_ENREF_19
file:///C:/Users/PC/Downloads/วิทยานิพนv3e.docx%23_ENREF_20
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selective ERβ agonists ไปจับอย่างแน่นหนากว่า ERα ในขณะที่ ERβ activators จะจับทั ง ERα

และ ERβเหมือนๆกันแต่จะกระตุ้นเฉพาะ ERβ เท่านั น ซึ่งบ่งบอกถึง co-activators ต่อ ERs ที่
แตกต่างกัน ส่วนสาร DPN  นั นเป็น ERβ binders/activators คือ จับกับ ERβ อย่างแน่นหนา
มากกว่าและมีคุณสมบัติในการกระตุ้น ERβแรงกว่า ERαด้วย การศึกษาพบว่ายีนส่วนใหญ่ถูกควบคุม
การท้างานด้วย ERβ agonists ทั ง 3 กลุ่มไม่แตกต่างกัน แต่จะมียีน บางยีนที่ ERβ  agonist แต่ละ
กลุ่ม มีผลในการควบคุมยีนแตกต่างกันไป ส่วน LBD นั น มี activation domain (AD2) อยู่ด้วยซึ่ง
การท้างานส่วนนี เป็น ligand-dependent ซึ่งแตกต่างจาก AF1 เมื่อ agonist ligand จับกับ AF2 
domain จะเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างนอกจากนี ยังเกิดการจับกันของ ERα เป็น homodimers 
(ERα: ERα หรือ ERβ: ERβ) หรือ heterodimers (ERα: ERβ) และไปจับกับ EREs  ของยีนเป้าหมาย
(15, 21)หลังจากERs จับกับ EREs แล้วจะมี recruitment ของ co-regulatory และ chromatin 
remodeling proteins แล้ว ERs จะควบคุมการแสดงออกของยีนนั น (14, 22) นอกจากนี  ERs อาจ
ปรับเปลี่ยนการแสดงออกของยีนหลังจากจับกับ ERs บน DNA โดยการจับ DNA-binding 
transcription factors เช่น NF-kB, specificity protein 1 (Sp1), activator protein1(AP1) และ 
p53 เป็นต้น ซึ่งอาจมีผลกระตุ้นหรือกดการแสดงออกของยีน (22) การศึกษาหลายการศึกษาไม่นานนี 
แสดงให้เห็น multiple binding sites บนจีโนมของมนุษย์และต้าแหน่งเหล่านี จ้านวนมาก อยู่บน 
intron หรือ อยู่ไกลจากต้าแหน่งเริ่มต้นของการถอดรหัสซึ่งบ่งถึงกลไกการควบคุมการถอดรหัสจาก
ต้าแหน่งที่ห่างออกไป(23-25) 

ยิ่งกว่านั น ligand ยังสามารถกระตุ้น ER signaling ผ่าน non-genomic mechanism โดย
การจับกับ  membrane-associated ERs มีผลท้าให้เซลล์ตอบสนองอย่างรวดเร็ว (26) นอกจากนั น 
ERs ยังสามารถควบคุมการถอดรหัสของยีนเป้าหมายโดยไม่ต้องอาศัย ligand ได้ด้วย โดยทั ง ERα 
และ ERβ เป็นเป้าหมายของ post-translational modification ซึ่งอาจท้าให้ ER-mediated gene 
transcription เพ่ิมขึ นหรือลดลง (27)ตัวอย่างเช่น growth factor receptors อาจกระตุ้น ERs โดย
ขบวนการ phosphorylation (28)  หรือ ERα สามารถกระตุ้น  insulin-like growth factor 1 
receptors signaling pathway (29) การทดลองในหนูแสดงให้เห็น transcriptional responses ที่
แตกต่างกันของ ERα และ ERβ

(30) และยังมีการศึกษาในหลอดทดลอง โดยใช้เซลล์ที่มี ERs ทั ง 2 ชนิด 
และใส่ ERα และ ERβselective agonist ลงไปหรือ nonselective E2 แสดงให้เห็นว่าการตอบสนอง
ของเซลล์แตกต่างกันไป ตาม ligand แต่ละชนิด (31)  ผลการศึกษาต่างๆข้างต้น แสดงให้เห็นว่า ERs 
มีบทบาทควบคุมการท้างานของยีนต่างๆได้อย่างกว้างขวางทั งยีนทั่วไปและที่เป็น ER subtype-
specific genes 

ERα นั นส่วนใหญ่ปรากฏบนเนื อเยื่อของระบบสืบพันธุ์ คือมดลูกและรังไข่ เต้านม ไต กระดูก 
เนื อเยื่อไขมันขาว และตับ ในขณะที่ ERβ พบในรังไข่ ระบบประสาท ระบบหัวใจและหลอดเลือด 
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file:///C:/Users/PC/Downloads/วิทยานิพนv3e.docx%23_ENREF_22
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ปอด อวัยวะสืบพันธุ์เพศชาย ต่อมลูกหมาก ล้าไส้ใหญ่ ไต และระบบภูมิคุ้มกัน (32, 33) นอกจาก wild-
type full-length ERs แล้ว ERs  ยังมี isoforms  ต่างๆจากผลของ alternative splicing ซ่ึง splice 
variants เหล่านี พบได้ในเซลล์ปกติ เซลล์มะเร็งหลายชนิด(22) ตัวอย่างเช่น ERα mRNA variants พบ
บนเซลล์มะเร็งเต้านม(34, 35) มะเร็งเยื่อบุมดลูก(36) มะเร็งรังไข่ (37) และมะเร็งล้าไส้ใหญ่(38) ส่วน splice 
variants ของ ERβ นั นพบในเซลล์มะเร้งเต้านม(34) มะเร็งเยื่อบุมดลูก(39, 40) และมะเร็งต่อมไทรอยด์(41) 
ส่วนใหญ่ของ splice variants นั นไม่จับกับ ER ligand แต่มีผลเปลี่ยน transcriptional activity 
ของ wild-type receptors(42, 43)ทั ง wild-type ERS ของ ERαและ ERβ ซึ่งพบในเซลล์ลิมฟอยด์ปกติ
(44) 

 
ผลของ ERs ต่อการเติบโตแบ่งตัว (Proliferation) และการตาย (Apoptosis) ของเซลล์ 

ERα  และ ERβ  นั นพบว่ามีผลตรงข้ามกันต่อขบวนการเจริญเติบโตแบ่งตัวและการตายของ
เซลล์ เมื่อฮอร์โมนเอสโตรเจนจับกับ ERα จะกระตุ้นการเจริญเติบโตเพ่ิมจ้านวนของเซลล์เต้านม 
มดลูก และต่อมลูกหมาก ดังนั นจึงเพ่ิมความเสี่ยงของการเติบโตของเซลมะเร็ง (45, 46) ในทางตรงกัน
ข้ามผลการทดลองใน ERβ knock-out mice พบว่า ฮอร์โมนเอสโตรเจนเมื่อจับกับ ERβ จะกดการ
เติบโตและการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ ต่อมลูกหมาก เต้านม ล้าไส้ใหญ่ ปอด และเซลล์ต้นก้าเนิดในไข
กระดูก  ( stem cells)  หนูที่ เ ป็น  ERβ knock-out mice จะมีต่ อมลูกหมากโตและเป็น โรค 
myeloproliferative neoplasm ที่ มี อ า ก า ร ค ล้ า ย ค ลึ ง chronic myeloid leukemia with 
lymphoid blast crisis ที่พบในคน(47) และการศึกษาที่เป็น trisection studies ในเซลล์มะเร็งเต้า
นมและล้าไส้ใหญ่ที่ไม่มี ERβ ในเซลล์ เพ่ือท้าให้เซลล์มี ERβ พบว่ากระบวนการเติบโตแบ่งตัวของ
เ ซลล์ จ ะลดล ง  ซึ่ ง เ ห็ น ผลทั ง จ า กกา รศึ กษ าแบบ  cell culture แล ะ  in vivo xenograft 
experiments(48-50)ที่น่าสนใจยิ่งกว่านั นคือพบว่าการยับยั งการเติบโตของเซลล์มะเร็งนั นไม่ขึ นกับ
ฮอร์โมน (hormone-independent pathway) บ่งชี ว่า ERβ เป็น tumor suppressor(48, 49)ซึ่งผ่าน
กลไกใดยังไม่ทราบแน่ชัด 

ในแง่ของกระบวนการ apoptosis พบว่า E2 ยับยั งการเติบโตเพ่ิมจ้านวนของเซลล์มะเร็ง 
Jurkat T lymphoma โดยการชักน้าให้เกิดการ apoptosis(51)แต่ E2 มีผล anti-apoptotic ต่อเซลล์
ที่ลิมโฟซัยท์ และโมโนซัยท์ ในหลอดทดลองและเซลล์กล้ามเนื อหัวใจ(52, 53) การศึกษาหลายการศึกษา
ยังแสดงให้เห็นว่า E2 อาจควบคุม apoptosis pathways ในเซลล์มะเร็งด้วย นอกเหนือจากการมีผล
ต่อเซลล์ปกติ ตัวอย่าง เช่น E2  ท้าให้ anti-apoptotic Bcl-2 gene  ในเซลล์ ovarian surface 
epithelium(54)ซึ่งเป็นผลผ่านทาง ERα ส่วน ERβ กลับเพ่ิม FasL ซึ่งเป็น pro-apoptotic protein 
ligand และยังมีรายงานผล pro-apoptosis ของ ERβ ในเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากและรังไข่ด้วย(45, 55

) การศึกษาโดยการใช้ selective ERβ agonist DPN พบว่าสามารถเพ่ิม apoptosis ของเซลล์มะเร็ง 
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ในหนูทดลองที่เป็นมะเร็งต่อมน ้าเหลืองได้ด้วย (56) ข้อมูลต่างๆเหล่านี ช่วยสนับสนุนว่าโดยทั่วไปแล้ว 
ERβ  มีผล pro-apoptosis ขณะที่ ERα  มีผล anti-apoptosis ทั งนี การตอบสนองขึ นกับชนิดของ
เซลล์และการปรากฏของชนิดของ ER 

 
การปรากฏของชนิดของ ERs บนเซลล์ระบบภูมิคุ้มกันและบทบาทหน้าที่ ERs ในเซลล์ลิมโฟซัยท์ 
 ช่วงระยะไม่นานมานี ได้มีความก้าวหน้าการศึกษาเพ่ือดูระดับการแสดงออกของ ERs ในเซลล์
ระบบภูมิคุ้มกันซึ่งพบว่า ERα และERβ mRNA และโปรตีนมีการแสดงออกใน peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs) และเซลล์นิวโทรฟิล(44) อย่างไรก็ดีการปรากฏของ ERs ทั ง 2 มีความ
แตกต่างกันในเซลล์แต่ละชนิด คือ CD4+T cells มีการแสดงออก ERα mRNA ระดับสูง ขณะที่ใน B 
cells กลับพบระดับ ERβ mRNA สูงกว่า ERα mRNA(57) ส่วนCD8+T cells พบ ERα และ ERβ 
mRNA ในระดับต่้าทั งคู่(65)  ถ้าดูที่ระดับโปรตีน พบว่า ERβ ปรากฏเด่นชัดกว่าในเม็ดเลือดขาวที่
เติบโตเต็มที่ จาก peripheral blood ต่อมทอนซิล หรือม้ามของคนปกติ(58) และในสายของ B cells 
มีการแสดงออกของ  ERβ mRNA มากกว่า ERα mRNA โรค chronic lymphocytic leukemia 
(CLL) โรคมะเร็งต่อมน ้าเหลือง Hodgkin lymphoma, Burkitt lymphoma และโรค multiple 
myeloma มีการแสดงออก ERβ โปรตีนอย่างมาก ขณะที่ระดับ ERα โปรตีนต่้ามาก หรือตรวจไม่
พบเลย(56, 57, 59) นอกจากนี ทั ง ERα และERβ โปรตีนยังพบใน NK cells ด้วย(58) 
 
 

ผลของฮอร์โมน E2 ต่อ lymphoid cell  
ฮอร์โมนเอสโตรเจนมีผลต่อระบบภูมิคุ้มกันทั ง innate และ  adaptive system ยิ่งกว่านั น

พบว่าฮอร์โมนเอสโตรเจนมีผลต่อทั งต่อมไทมัส และไขกระดูก(60, 61) โดยมีผลกดการสร้างบีและทีเซลล์ 
(B and T lymphopoiesis) หนูที่ได้รับ E2 จะมีการสร้างเซลล์บีลิมโฟซัยท์ที่ไขกระดูกลดลง (61) 
ขณะที่หนูที่โดนตัดรังไข่ออกจะมีการสร้างเซลล์บีลิมโฟซัยท์เพ่ิมขึ น (62) และยังพบว่า E2  สามารถ
เปลี่ยนแปลงขบวนการเติบโตของบีเซลล์ด้วย (63) ส่วนผลของ E2ต่อทีเซลล์ พบว่า E2 ท้าให้เกิด 
thymic involution(60) และลดการเปลี่ยนแปลงของ thymic CD4/CD8 phenotypic profile ซึ่งบ่ง
ถึงบทบาทอันส้าคัญของ ERα   ใน estrogen-induced thymic atrophy (64) นอกจากนี  E2 ยัง
ยับยั ง T cell-dependent immune reactions จากการศึกษาพบว่าการให้ฮอร์โมนเทสโทสเตอโรน
(testosterone) สามารถกดกระบวนการตอบสนองของแอนติบอดีในหนูทดลองได้ (65) ขณะที่ท้าให้
การสร้างแอนติบอดีจากบีเซลล์เพ่ิมขึ น(66) ผลของ E2 ต่อการตอบสนองของที่เซลล์นั นอธิบายได้จาก
การพบ ERα ใน CD4+CD25 T cells และ E2ในระดับปกติจะท้าให้มีการปรากฏของ Foxp3 เพ่ิม
มากขึ น และเปลี่ยน CD4+CD25 ไปเป็น regulatory CD4+CD25+T cells(67) นอกจาก E2  จะ
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ยับยั งการสร้างทีเซลล์แล้ว ยังพบว่า E2มีผลต่อการตอบสนองของ T helper cells ทั ง Th1 และ 
Th2 ด้วยโดยเอสโตรเจนยับยั งการสร้างซัยโตไคน์ของ Th1 เช่น IL-12, TNF-α และ TFN-2 เป็นต้น 
แต่กระตุ้นการสร้างซัยโตไคน์จาก Th2 ที่มีผลต้านการอักเสบ ได้แก่ IL-10, IL-4 และ TGF-B(68) 
สรุปว่าฮอร์โมนเอสโตรเจนมีบทบาทส้าคัญต่อเซลล์ลิมโฟซัยท์ ซึ่งอาจสัมพันธ์กับการเกิดโรคของ
ระบบภูมิคุ้มกันที่เป็น gender-related diseases  
 
ผลของ ERs และE2 ต่อ myeloid cells  

เซลล์กลุ่ม myeloid ได้แก่ เซลล์โมโนซัยท์ เซลล์แมคโครฟาจ และเซลล์แดนดรัยติก นั น
พบว่ามี ERs ทั ง E2 และ ERβ  โดยเซลล์โมโนซัยท์มี ERβ มากกว่า ขณะที่เซลล์แมคโครฟาจพบ ERα 
มากกว่าฮอร์โมนเอสโตรเจนมีผลในการปรับเปลี่ยนขบวนการของเซลล์ตั งแต่ maturation, 
differentiation และ migration(69)และ E2 ยังมีผลท้าให้การเก็บกิน phagocytic activity ของเซลล์
นิวโทรฟิลและเซลล์อ่ืนดีขึ นด้วย ซึ่งข้อมูลนี อาจเป็นค้าอธิบายความแตกต่างของ innate immune 
reactivity ระหว่างเพศชายและเพศหญิง(70)ส่วนเซลล์เดนดรัยติกนั น E2 ส่งเสริมการ differentiation 

ของเซลล์ไขกระดูก และยังเพ่ิมการแสดงออกของ MHC class Ⅱ  บนผิวเซลล์ท้าให้เซลล์ท้าหน้าที่
น้าเสนอแอนติเจนได้ดี (71, 72)นอกจากนี ยังพบว่าการ differentiation ของเซลล์แดนดรัยติก จะถูก
ยับยั งใน ERα knock-out bone marrow cell(73)และ ERα นั นจ้าเป็นส้าหรับการผลิต IFNαจาก 
plasmacytoid  dendritic cells ที่ด้าเนินการผ่าน T cell-like receptor(74)การแสดงออกของ ERs 
ในเซลล์ระบบภูมิคุ้มกันแสดงในตารางที่ 1  
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ตารางที่ 1 การปรากฏของ ERα  และ ERβ  ในเซลล์ระบบภูมิคุ้มกันแต่ละชนิด(57, 58) 
Immune cell type Expression of ERα Expression of ERβ References 

CD4+T cells +,high (mRNA) +/-, low (mRNA) Phiel et al.(2005) 

CD8+T cells +, low (mRNA) +, low (mRNA) Phiel et al.(2005) 

B cells +/-, low (mRNA) +,high  (mRNA) Phiel et al.(2005) 

NK cells +/-, low (mRNA) + (mRNA) Henderson et al.(2003) 

 + (protein) + (protein) Curran et al.(2001) 

Monocytes + (mRNA) + (mRNA) Komi and Lassila.2000 

 - (protein) + (protein) Mor et al.(2003) 

Macrophages + (protein) - (protein) Mor et al.(2003) 

Dendritic cells + (protein) + (protein) Mao et al.(2005) 

ERs ใน lymphoid malignancies  
 

ความแตกต่างของเพศและ lymphoid malignancies  มะเร็งหลายชนิดพบว่ามีความ
เกี่ยวข้องกับ E2 โดยเฉพาะมะเร็งเต้านมและมะเร็งเยื่อบุโพรงมดลูก ส่วนมะเร็งทางระบบโลหิตนั น
แม้ว่าทั่วไปจะไม่จัดอยู่ ในกลุ่ม hormone-dependent cancer ก็ตาม แต่ส้าหรับ lymphoid 
malignancies นั น ฮอร์โมนเอสโตรเจนน่าจะมีบทบาทส้าคัญ ทั งนี จากผลการศึกษาทางด้านระบาด
วิทยา ซึ่งแสดงให้เห็นความแตกต่างกันอย่างชัดเจน ทั งในแง่อุบัติการณ์และพยากรณ์โรคของผู้ป่วย
เพศชาย และเพศหญิง (75, 76)ความสัมพันธ์ของ reproductive hormonal factors และ การ
รับประทานยาคุมก้าเนิด กับการลดลงของความเสี่ยงในการเกิดโรค NHL ถึงร้อยละ 50(8, 15)

นอกจากนี ยังพบว่าผู้ชายมีอุบัติการณ์ของการเกิดโรค acute lymphoblastic leukemia (ALL) และ 
chronic lymphocytic leukemia (CLL) มากกว่าผู้หญิงถึง 2 เท่า(75, 76) อัตราอุบัติการณ์ของโรค 
Burkitt lymphoma   และ mantle cell lymphoma ในเพศชายต่อเพศหญิง 3:1(76)ในส่วนของ
มะเร็ง T-cell พบว่าอัตราการเกิดโรคชายต่อหญิงในประชากรผิวขาวอยู่ที่ 1.8-2.0(76)และการทดลอง
ในหนูที่เป็น T cell lymphoma ยังแสดงให้เห็นว่า หนูเพศชาย มีขนาดก้อนมะเร็งใหญ่กว่าเพศหญิง 
ซ่ึงถ้าน้าหนูเพศหญิงไปตัดรังไข่การเติบโตของมะเร็งจะเพ่ิมขึ น ไม่ต่างจากหนูเพศชาย ซึ่งแสดงให้เห็น
ถึงผลของฮอร์โมนเอสโตรเจนต่อการควบคุมโรคมะเร็ง(56) 
 

บทบาทของ ERs ใน lymphoid malignancies 
Yakimchuck และคณะได้ท้าการศึกษาพบว่ามี ERβ  expression ใน Burkitt lymphoma 

cell lines(56)และ PBMCs จากผู้ ป่ วย  CLL(77)ซึ่ งบงชี ว่ า  ERβ agonists อาจมีผลต่อทั ง เซลล์  
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lymphoma และ leukemia นอกจากนี ในผู้ป่วย CLL ยังพบว่ามีการแสดงออกของ ERβ splice 
variant ERβ2 เพ่ิมขึ นด้วย(77) 

ความส้าคัญทางคลินิกของ ERβ2 นั นยังไม่ทราบแน่นอน แต่มักบ่งชี ถึงผลลัพธ์ที่ไม่ดีของโรค 
เช่น โรคมะเร็งต่อมลูกหมาก (78) เป็นต้น และในเต้านมปกติจะพบ ERβ2   ระดับต่้า แต่จ้านวนจะ
เพ่ิมขึ นอย่างชัดเจนใน invasive mammary carcinoma ส่วนในผู้ป่วย CLL ที่พบ ERβ2  ไม่ว่าที่ซัย
โตพลาสซึมหรือ นิวเคลียสและซัยโตพลาสซึม พบว่ามีอัตราการรอดชีวิตด้อยกว่ากลุ่มที่พบแต่บริเวณ
นิวเคลียส(78-80) 

ความส้าคัญของ ERs บริเวณผิวเซลล์ ต่อขบวนการ differentiation ของ hematopoietic 
cell นั นพบใน myeloblastic leukemia HL-60 cell(81)ซึ่ งพบว่ามี  ERα ท้าให้ยับยั ง terminal 
differentiation ของเซลล์มะเร็งนี  โดย non-internalizable  E2ผลการศึกษานี บ่งว่า E2 บริเวณผิว
เซลล์ อาจควบคุมไม่ให้มีการ differentiation ของเซลล์myeloblasts   ในอีกด้านหนึ่ง พบว่า ERβ 
knock-out mice จะเกิดโรค myeloroliferative disease เกิด lymphoid proliferation และต่อม
ลูกหมากโต(54)ซึ่งผลนี บ่งชี ว่า ERβ อาจเกิดการเติบโตเพ่ิมจ้านวนของ myeloid cell และท้าหน้าที่
เป็น tumor suppressor ในกลุ่มโรคมะเร็งโลหิต 

 
บทบาทของ ERβ agonists ในฐานะยาต้านมะเร็ง 

การพบ ERβ  expression ใน  lymphoid cells และบทบาทในแง่ anti-proliferative ของ 
ERβ สนับสนุนว่าการรักษาโดยใช้ selective ERβ agonists อาจเป็นแนวทางการรักษาใหม่ ปัจจุบันมี
การผลิต ERβ selective agonists หลายชนิดและเมื่อเร็วๆนี  มีการทดลองใช้ selective ERβ 
lymphoma-dependent anti-proliferative และ pro-apoptotic effect ในหนูทดลองและเซลล์ 
lymphoma ของคน ที่มีการปรากฏของ endogenous ERβ ซึ่งพบว่า ERβagonists DDN และ 
KB9520  สามารถยับยั งการเติบโตของเซลล์มะเร็งอย่างมีประสิทธิภาพ (64) ทั งยังมีการศึกษา ใน B 
cell lymphoid malignancy คือ Burkitt lymphoma ในหนูซึ่งพบว่าเมื่อฉีด ERβ agonists เข้าไป
แล้วขนาดก้อนมะเร็งโตช้ากว่ากลุ่มที่ไม่ได้ให้อย่างชัดเจน(8) นอกจากนี การให้ selective ERα agonist 
PPT ไม่มีผลต่อการโตของมะเร็งต่อมน ้าเหลือง(56) ผลการศึกษาข้างต้นบ่งชี ว่า highly selective ERβ 
selective agonists อาจจะเป็นการรักษาที่มีประสิทธิภาพดีในโรคมะเร็งต่อมน ้าเหลืองจากข้อมูล
เบื องต้นทั งหมดจึงเป็นที่มางานวิจัยนี ที่ต้องการศึกษา ERs ที่ปรากฏในโรค NHL ทั งในแง่ชนิดและ
ปริมาณ ซึ่งเป็นการศึกษาที่ไม่เคยมีมาก่อนในประชากรไทย พร้อมทั งท้าการศึกษาเปรียบเทียบ
ระหว่างกลุ่มที่ตอบสนองดีต่อการรักษาที่มีในปัจจุบัน และกลุ่มที่ไม่ตอบสนองต่อการรักษาว่ามีความ
แตกต่างกันหรือไม่  
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บทท่ี 3 
วิธีด้าเนินการวิจัย 

 
3.1 รูปแบบการวิจัย  

การวิจัยเชิงพรรณนา (Descriptive study) เป็น observational case control study 
 

3.2 ระเบียบวิธีการวิจัย 

 ประชากรเป้าหมาย (Target Population)  คือ เนื อเยื่อต่อมน ้าเหลือง (Lymph node) ของ 
ผู้ป่วย DLBCLที่เคยได้รับการวินิจฉัยและรักษาแล้วใน โรงพยาบาล จุฬาลงกรณ์ โดยน้าเนื อเยื่อ
ดังกล่าวมาตรวจเพ่ิมเติม  

เกณฑ์การคัดเลือกอาสาสมัครเข้าร่วมโครงการวิจัย (Inclusion criteria) 
   1. ผู้ป่วยมีอายุอยู่ในช่วง 18-80 ปี 
   2. ผู้ป่วยได้รับการวินิจฉัย DLBCL เป็นครั งแรก จากผลชิ นเนื อต่อมน ้าเหลือง ตาม criteria  
    ของ World Health Organization (WHO) ในปี 2008 

3. เนื อเยื่อต่อมน ้าเหลืองได้รับการตรวจทาง Immunohistochemistry ใน โรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ ์

   4. ผู้ป่วยได้รับการรักษาด้วยเคมีบ้าบัดสูตร R-CHOP และ ตรวจติดตามอย่างน้อย 3 ปี หรือ 
เสียชีวิตก่อน 3 ปี (เพื่อให้สามารถประเมิน EFS ได้) 
เกณฑ์การคัดเลือกอาสาสมัครออกจากโครงการวิจัย (Exclusion criteria) 
1. เป็น DLBCL ที่กลาย (transformation) มาจากมะเร็งต่อมน ้าเหลืองชนิดอ่ืน  

  2. มีโรคมะเร็งชนิดอ่ืนๆร่วมด้วย 
  3. ผู้ป่วยเคยได้รับการรักษาด้วยยาเคมีบ้าบัดมาก่อน 
 

3.3 ขนาดตัวอย่าง 

 ในค าถามการวิจัยแรก (primary research question) 
เนื่องจากเป็นการศึกษาที่ไม่เคยมีมาก่อนและเป็นการเปรียบเทียบความแตกต่างของสองกลุ่ม 

จึงใช้สูตรค้านวณหาขนาดตัวอย่างดังนี  
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n = Z2pq / e2 
โดยที่  n = sample size 
 Z = ค่า Z score ของ Normal distribution 
 e = ความคาดเคลื่อนในการประมาณค่าด้วย X ซึ่งในท่ีนี ก้าหนดให้ค่าความคาด 
                   เคลื่อนที่ 10%   e จึงเท่ากับ 0.1  
 p = สัดส่วนของประชากรที่จะท้าการศึกษา ซึ่งในการศึกษานี                                                   
P = 1 จาก pilot study ที่ท้า 

           การศึกษาเนื อเยื่อต่อมน ้าเหลืองในผู้ป่วย DLBCL จ้านวน 5 รายพบว่ามีการแสดงออก 
ของ Estrogen receptor beta จ้านวน 5 ราย 

 q = 1 – p 
จากการแทนค่าในสูตร ได้   n = 0 ราย เนื่องจากเป็น one sample proportion ดังนั นจึง

ใช้ประชากรที่สามารถเก็บรวบรวมได้ทั งหมด และตอบค้าถามการวิจัยแรกได้ว่า ร้อยละของการ
แสดงออกของ ERβ นั นมีการแสดงออกร้อยเปอร์เซ็นต์ 

ค าถามการวิจัยรอง( secondary  research question) 
ค านวณ sample size จากค่า mean difference ระหว่างกลุ่มโดยใช้สูตร (Testing 

two independent mean) 

 
โดยที่  n = sample size 
 Z1 = ค่า Z score ของ Normal distribution 
 α = 0.05 จะได้ z1-a/2 = Z 0.975= 1.96 
 β = 0.8 จะได้ z1-b/2 = Z 0.2= 0.84 

1= ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของประชากรในกลุ่มไม่ตอบสนอง (=24.6) 

2= ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของประชากรในกลุ่มตอบสนอง (=15.3)   
 
µ1 = ค่าเฉลี่ยของประชากรในกลุ่มไม่ตอบสนอง( = 38.1) 
µ2= ค่าเฉลี่ยของประชากรในกลุ่มตอบสนอง( = 12.8) 
จากการแทนค่าในสูตร ได้   n= 10 ราย 
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จากการศึกษาพบว่ามีความแตกต่างของค่าเฉลี่ยการแสดงออกท่ีชัดเจนระหว่างกลุ่ม
ตอบสนองกับไม่ตอบสนองการรักษาจากประชากรทั ง 36 รายที่ power ร้อยละ 94.9 จึงคิดย้อนกลับ
เพ่ือหาจ้านวนประชากรที่เหมาะสม 

 
3.4 ขั นตอนการท้าวิจัย 

1. สืบค้นผู้ป่วยตามรหัสโรค (C833) ที่มีอายุ 18-80 ปี และมีเงื่อนไขดังข้อก้าหนด 
2. โดยเลือกผู้ป่วยเรียงตามรหัสของผู้ป่วย 
3. ค้น tissue เมื่อแรกวินิจฉัยที่เหลืออยู่ของผู้ป่วย เมื่อได้ tissue ที่ต้องการแล้วจึง 

ด้าเนินการย้อม ERβ1  
       4. กระบวนการย้อม (immunohistochemistry) ประกอบด้วย  
   1.) ตัดชิ นเนื อหนา 2 ไมโครเมตร                     
   2.)  การกู้คืนคุณภาพของโปรตีน(De-paraffinization และ antigen retrieval)  
   ด้วย target  retrieval solution ที่ high pH ด้วยเครื่อง DAKO PT LINK   
   3.) ย้อม primary antibody ด้วย Genetex mouse monoclonal antibody to  
   estrogen receptor beta clone PPG5/10  dilution 1:40 ย้อมด้วยเครื่อง  
   Autostain Link 48 (DAKO) โดยเปรียบเทียบกับ positive control จาก ovary  
   ซึ่งมีการแสดงออกของERβ ทื่ granulosa cell 4.) Secondary antibody ด้วย  
   DAKO Envision DAB detection 

5. ประเมินการแสดงออกของ ERβ ใช้วิธี การนับโดยพยาธิแพทย์ที่มีความเชี่ยวชาญทาง

โลหิตวิทยาจ้านวน 1 ท่าน (manual count method) จากการแสดงออกของเซลล์มะเร็งจ้านวน 
500 เซลล์ แม้ว่าพบความสัมพันธ์กันระหว่างวิธีการนับเองกับการใช้โปรแกรมนับ ในระดับต่้า 
(program count)  ค่า r = 0.43     (p = 0.010) โดย Spearman rank correlation  

  หากแต่การใช้โปรแกรมนับนั นไม่สามารถเลือกนับเฉพาะเซลล์มะเร็งได้ ดังนั นจึงมีความ
แม่นย้าน้อยกว่าวิธีการนับเองโดยพยาธิแพทย์ (manual count) ซึ่งสามารถเลือกนับเฉพาะ
เซลล์มะเร็งได้ 
       6. วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของ ERβ กับระยะเวลาปลอดเหตุการณ ์
 
3.5 การรวบรวมข้อมูล 

          ประเมินการแสดงออกของ Estrogen receptor เปรียบเทียบกับเนื อเยื่อปกติที่มีการ
แสดงออกของ ERβ1 ในการศึกษานี ใช้เนื อเยื่อจากรังไข ่
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3.6 ข้อจ้ากัดในการวิจัย  

          แม้การรักษามะเร็งต่อมน ้าเหลืองชนิด DLBCL ในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์มีจ้านวนมากก็จริง 
แต่ผู้ป่วยส่วนน้อยเท่านั นที่ได้รับการรักษาด้วย standard regimen (Rituximab-CHOP) ท้าให้การ
รวบรวมขนาดตัวอย่างนั น ต้องเก็บย้อนหลัง เป็นเวลาหลายปีเพื่อให้เพื่อให้ได้รับตามจ้านวนที่ต้องการ 
ซึ่งท้าให้มีผลต่อคุณภาพของชิ นเนื อต่อมน ้าเหลืองที่น้ามาศึกษาได้ 
 
3.7 การวิเคราะห์ข้อมูล 

การวิเคราะห์ข้อมูลใช้โปรแกรมส้าเร็จรูป SPSS version 20.0 บอกเป็นร้อยละของการ
แสดงออก  

วิธีการวัดการแสดงออกของเนื อเยื่อ มาจากการวัดโดยพยาธิแพทย์ที่นับร้อยละการติดจาก
ภาพถา่ยจากกล้องจุลทรรศน์ ใน 500 เซลล์ แสดงข้อมูลเป็นร้อยละของนิวเคลียสที่ย้อมติดสี 
 เปรียบเทียบข้อมูลพื นฐานของประชากร เช่น อายุ เพศ ปัจจัยที่มีผลต่อการพยากรณ์โรค ใน
ระหว่างกลุ่มที่มีการแสดงออกกับกลุ่มที่ ไม่มีการแสดงออกของ ERβ แสดงข้อมูลเป็นตาราง
เปรียบเทียบ  
 ศึกษาค่าความแตกต่างของค่าเฉลี่ยระหว่างกลุ่มที่มีการตอบสนองต่อการรักษาดีกับไม่ดี  
(mean different between response versus relapsed refractory group) จ าก นั น น้ า ม า
ค้านวณหา  Receiver Operator Characteristic (ROC) curve แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง  true 
positive rate (sensitivity)  กับ false positive rate (1- specificity)  เพ่ือเลือกจุดตัดที่เหมาะสม
ของการแสดงออก ของ ER betaเพ่ือน้าไปค้านวณความแตกต่างของการพยากรณ์โรคต่อไป 

การศึกษาความสัมพันธ์ของตัวแปรของความแตกต่างของการแสดงออกของ ERβ 
กับระยะเวลาที่ปลอดจากเหตุการณ์ (event free survival) โดยใช้ Pearson correlation โดยใช้ 
จุดตัดที่เหมาะสมของการแสดงออก ของ ERβดังกล่าวข้างต้น 
 ศึกษาว่าปัจจัยการแสดงออกนั นสัมพันธ์กับผลการรักษานั นเกี่ยวข้องกับปัจจัย  (prognostic 
index) หรือไม่ โดยใช้ multivariate analysis 
 ค่า P value น้อยกว่า 0.05 ถือว่ามีนัยส้าคัญทางสถิต 
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บทท่ี 4 
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

 
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

1. ประชากรที่ศึกษา 
อยู่ในช่วงระหว่างเดือนมกราคม พ.ศ. 2551 ถึง 2556 มีผู้ป่วยผู้ใหญ่ที่ได้รับการวินิจฉัยมะเร็ง

ต่อมน ้าเหลืองชนิด  DLBCL และได้รับการรักษาด้วยยาเคมีบ้าบัดตามมาตรฐานการรักษา ใน
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์  ที่อยู่ในเกณฑ์เข้าร่วมการศึกษา จ้านวนทั งหมด   36 ราย  

 
 

รูปภาพที่ 2 แสดงที่มาของจ้านวนประชากรที่ศึกษา 

 
 

2. ข้อมูลพื้นฐานของผู้ป่วย 
มะเร็งต่อมน ้าเหลืองชนิด  DLBCL จ้านวนทั งสิ น  36 ราย มีข้อมูลพื นฐาน มีอายุเฉลี่ย 57.4 

(พิสัย 19-85) ปี เป็นเพศหญิงร้อยละ 38.9 เป็นกลุ่มเสี่ยงมาก (high IPI) 12 ราย (ร้อยละ 65)  และ
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เป็นกลุ่มเสี่ยงมากในคนอายุน้อยกว่า 60 ปี (high age-adjusted IPI) 13 ราย (ร้อยละ 72) ได้รับยา
เคมีบ้าบัดครบ 4- 8 ครั ง 32 ราย (ร้อยละ 89)  

จากทั งหมด 36 รายหลังได้รับการรักษาพบว่า มี  18 รายเป็นกลุ่มตอบสนอง (good 
response)  และ 18 รายเป็นกลุ่มไม่ตอบสนอง มี  21 ราย (ร้อยละ 58) มีการตอบสนองแบบ
ก้อนมะเร็งหายหมด(complete remission, CR) และ 15 ราย (ร้อยละ 42) ก้อนมะเร็งหายไม่หมด
จาก 21 รายที่ก้อนมะเร็งหายหมดนั นมี 3 ราย(ร้อยละ 14) มีการกลับเป็นซ ้าของโรค (relapsed) มี
ผู้ป่วยเสียชีวิต 13 ราย โดย 4 รายเสียชีวิตจากตัวโรคขณะได้ยาเคมีบ้าบัด 1-3 ครั ง, 1 รายเสียชีวิต
จากตัวโรคขณะได้ยาเคมีบ้าบัดแบบรุนแรง (savage regimen) และ 8 รายเสียชีวิตหลังจากมีการ
กลับเป็นซ ้าของโรค (relapsed disease)  

 
3. ผลการแสดงออกของ ERβ  
พบว่า เนื อเยื่อ Diffuse large B cell lymphoma (DLBCL) โดยวิธี IHC นั นมีการ

แสดงออกของ ERβ  ที่หลากหลายตั งแต่ร้อยละ 1 – 85  
 
รูปภาพที่ 3 แสดงการแสดงออกของ ERβใน DLBCL (ภาพกลาง) โดยเซลล์ที่มีการแสดงออกจะติดสี
น ้าตาลตรงบริเวณนิวเคลียส Positive control (ภาพซ้าย) คือ granulosa cell ใน  ovary 
negative control (ภาพขวา) คือ เนื อเยื่อที่ไม่ได้ย้อม 
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รูปภาพที่ 4 แสดงการแสดงออกของ ERβ ที่หลากหลาย ใน DLBCL 

 
 

ค้านวณค่าเฉลี่ยการแสดงออก ERβ  ในกลุ่มตอบสนองดีคือ ร้อยละ 12.8   ค่าเฉลี่ยการ
แสดงออกในกลุ่มตอบสนองไม่ดีคือ ร้อยละ 38.1   และค่าเฉลี่ยของทั งสองกลุ่มนั นมีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส้าคัญ  (P = 0.001)  เมื่อน้ามาวิเคราะห์ ROC analysis  พบว่ากลุ่มที่มีการแสดงออก 
มากกว่า ร้อยละ 17.5 นั น สัมพันธ์กับกลุ่มที่ตอบสนองต่อการรักษาไม่ดี  (poor response) ค่าความ
ไว (sensitivity) เท่ากับร้อยละ 78 และค่าจ้าเพาะ (specificity) เท่ากับร้อยละ 78  

 
 
ตารางที่ 2 แสดงข้อมูลพื นฐานของผู้ป่วย DLBCL ที่เข้าร่วมการศึกษาแบ่งตามการตอบสนองต่อการ
รักษาของโรคดี และไม่ดี 

Baseline Characteristics 
Good Response  

n=18(%) 
Poor response 

n=18(%) 
P value 

Age : > 60 year 10(55.6) 7(38.9) 0.32 

Sex : Male 11(61.1) 11(61.1) 1.00 

PS  : 2-4 12(66.7) 12(66.7) 1.00 

Stage : 3-4 14(77.8) 9(50) 0.08 

LDH : Elevated 15(83.3) 14(77.8) 1.00 

IPI : High (>/=3) 7/10(70) 5/8(62.5) 1.00 

aaIPI : High (>/=2) 8/8(100) 5/10(50) 0.04 

Mean Cycles of RCHOP 6.6 5.4 0.17 
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พบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติของอายุ (P=0.32 )เพศ ( P=1.0) ระดับ
ความสามารถในการใช้ชีวิตประจ้าวัน (performance status, P=1.0 ) มีระยะของโรคตั งแต่ระยะที่
สามขึ นไป  (P=0.08)มีแลกเตตดีไฮโดรจีเนส เอนไซม์ (LDH) ที่สูงกว่าปกติ (P=1.0)มีดัชนีชี วัดการ
พยากรณ์โรคอยู่ในกลุ่มเสี่ยงสูง (IPI, P=1.0 ) ทั ง 2 กลุ่มได้จ้านวน course R CHOP ไม่แตกต่างกัน 
(P = 0.17) 

พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติของมีดัชนีชี วัดการพยากรณ์โรคอยู่ในกลุ่ม
เสี่ยงสูงในกลุ่มคนที่อายุน้อยกว่า 60 ปี (aaIPI, P=0.04) ซึ่งสามารถพบได้ในความเป็นจริง และเป็น
ข้อจ้ากัดของการศึกษาในลักษณะการเก็บข้อมูลย้อนหลัง ( case control study ) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แผนภูมิที่ 1 แสดง ROC analysis ของ ERβ  expression พบว่ามี area under the curve ที่
ร้อยละ 82.7  (P = 0.001) พบว่าการแสดงออกท่ีมากกว่าหรือเท่ากับร้อยละ 17.5  นั นสัมพันธ์
กับการพยากรณ์โรคท่ีไม่ดีที่ค่าความไวร้อยละ 78 และค่าความจ้าเพาะร้อยละ 78 
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4. ข้อมูลพื้นฐานของผู้ป่วยแยกตามกลุ่มที่ ERβ  แสดงออกต่ าและสูง 
เมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่มีการแสดงออกของเนื อเยื่อน ้าเหลืองที่มากกว่าร้อยละ 17.5 

(high expression)  กับที่น้อยกว่าร้อยละ 17.5 (low expression)  พบว่า   มีอายุมากกว่าหรือ
เท่ากับ 60 ปี ในกลุ่ม high expression  8 ราย  (คิดเป็นร้อยละ 44.4) ในกลุ่ม low expression 9 
ราย (คิดเป็นร้อยละ 50)  เป็นเพศชายในกลุ่ม high expression 11 ราย (คิดเป็นร้อยละ 61.1) ใน
กลุ่ม low expression 11 ราย (คิดเป็นร้อยละ 61.1)   มีระดับความสามารถในการใช้ชีวิตประจ้าวัน
ตั งแต่ระดับสองขึ นไป(performance status 2-4) ในกลุ่ม high expression 9 ราย (คิดเป็นร้อยละ 
50) ในกลุ่ม low expression 11 ราย (คิดเป็นร้อยละ 66.6)   มีระยะของโรคตั งแต่ระยะที่สามขึ นไป 
ในกลุ่ม high expression 13 ราย (คิดเป็นร้อยละ 76.4) ในกลุ่ม low expression 10 ราย (คิดเป็น
ร้อยละ 55.5)  มีแลกเตตดีไฮโดรจีเนส เอนไซม์ (LDH) ที่สูงขึ น ในกลุ่ม high expression 15 ราย 
(คิดเป็นร้อยละ 83.3) ในกลุ่ม low expression 14 ราย (คิดเป็นร้อยละ 77.8)  มีดัชนีชี วัดการ
พยากรณ์โรคอยู่ในกลุ่มเสี่ยงสูง (IPI) ในกลุ่ม high expression 6 ราย (คิดเป็นร้อยละ 75) ในกลุ่ม 
low expression 6 ราย (คิดเป็นร้อยละ 60) มีดัชนีชี วัดการพยากรณ์โรคอยู่ในกลุ่มเสี่ยงสูง (aaIPI) 
ในกลุ่ม high expression 8 ราย (คิดเป็นร้อยละ 80) ในกลุ่ม low expression 5 ราย (คิดเป็นร้อย
ละ 62.5)  มีการตอบสนองต่อการรักษาดีมาก (complete remission) ในกลุ่ม high expression 8 
ราย (คิดเป็นร้อยละ 44.4) ในกลุ่ม low expression 13 ราย  (คิดเป็นร้อยละ 72.2)  

 
ตารางที่ 3 แสดงข้อมูลพื นฐานของผู้ป่วย DLBCL ที่เข้าร่วมการศึกษาแบ่งตามการแสดงออกของERβ

ที่น้อยกว่าร้อยละ 17.5 และมากกว่าหรือเท่ากับร้อยละ 17.5 

Baseline Characteristics 
ER < 17.5  
n=18(%) 

ER >/= 17.5 
n=18(%) 

P value 

Age : > 60 year 9(50) 8(44.4) 0.73 
Sex : Male 11(61) 11(61) 1.00 
PS  : 2-4 12(67) 9(50) 0.40 
Stage : 3-4 10(56) 14(76) 0.13 
LDH : Elevated 14(78) 15(83) 1.00 
IPI : High (>/=3) 11(60) 13(70) 0.62 
aaIPI : High (>/=2) 11(63) 14(80) 0.78 
Mean Cycles of RCHOP 6 6.5 0.87 
GCB type 7/9(78) 10/11(91) - 
Non GCB type 2/9(22) 1/11(9) - 
Double expression 2/4(50) 2/3(67) - 
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พบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติของอายุ (P=0.73 )เพศ ( P=1.0) ระดับ
ความสามารถในการใช้ชีวิตประจ้าวัน (performance status, P=0.4 ) มีระยะของโรคตั งแต่ระยะที่
สามขึ นไป  (P=0.13)มีแลกเตตดีไฮโดรจีเนส เอนไซม์ (LDH) ที่สูงกว่าปกติ (P=1.0)มีดัชนีชี วัดการ
พยากรณ์โรคอยู่ในกลุ่มเสี่ยงสูง (IPI, P=0.62 หรือaaIPI, P=0.78)มีการตอบสนองต่อการรักษาดีมาก 
(complete remission) (P=0.09 ) ที่มีข้อมูลบันทึกไว้จากการย้อม immunohistochemistry และ
ใช้ Hans criteria ว่าเป็น DLBCL ชนิด GCB และ non-GCB type เพียง 20 ราย และเป็น double 
expression เพียง 7 ราย ทั ง 2 กลุ่มได้จ้านวน course R CHOP ไม่แตกต่างกัน (P = 0.86) 

ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของ ER beta กับเพศพบว่า ไม่มีความสัมพันธ์กัน อย่างไร
ก็ตามผู้ป่วยเพศหญิงส่วนใหญ่ในการศึกษานี มีอายุอยู่ในช่วงวัยหมดประจ้าเดือนแล้ว จึงอาจจะท้าให้
ไม่มีผลของเอสโตรเจนฮอร์โมน 

หลังจากค้านวณค่าเฉลี่ยของการแสดงออก ER beta เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่ตอบสนอง
กับไม่ตอบสนองแล้วพบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ แล้ววิเคราะห์ ROC analysis ต่อจนได้
จุดตัดการแสดงออกที่ร้อยละ 17.5 แล้วแจกแจงข้อมูลพื นฐานของทั งสองกลุ่มดังตารางที่  และแสดง
จ้านวนครั งของการรักษาเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มดังตารางที่ 3 
 
ตารางที่ 4 แสดงจ้านวนครั งของการรักษาเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่มีการแสดงออกของ ERβ ที่น้อย
กว่าร้อยละ 17.5 และมากกว่าหรือเท่ากับร้อยละ 17.5 

R CHOP treatment Low ERβ expression   (n= 

18) 

High ERβ expression(n= 

18) 

Complete 4- 8 cycles 17 14 
4 cycles switch to savage 
regimen 

0 1 

Less than 4 cycles and 
death 

1 3 

 
 
 

5. พบความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของ ERβ  กับระยะเวลาที่ปลอดจาก 
เหตุการณ์ (event free survival) 

พบว่าในกลุ่มที่มีการแสดงออกของERβที่น้อยกว่าร้อยละ 17.5 นั น ทั งหมด 18  ราย เป็น
กลุ่มที่ตอบสนองต่อการรักษา กลุ่มที่มีการแสดงออกของERβ ที่มากกว่าหรือเท่ากับร้อยละ 17.5 นั น 
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ทั งหมด 18 ราย เป็นกลุ่มที่ดื อต่อการรักษาหรือเสียชีวิต  8  ราย (คิดเป็นร้อยละ 80) น้ามาค้านวณ
ความแตกต่างโดยใช้ Chi square test  พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติคือ  การ
แสดงออกที่เท่ากับหรือมากกว่า       ร้อยละ 17.5 สัมพันธ์กับระยะเวลาปลอดโรคที่สั น  โดยมี 
hazard ratio (HR) 4.74, 95% confidence interval (CI) 1.55 – 14.49 (P =0.015) ค่ามัธยฐาน
ของเวลาปลอดโรคคือ 133 เทียบกับ มากกว่า 2,500 วัน ในกลุ่มที่มีการติด ERβ  มากและน้อยกว่า
ร้อยละ 17.5  ตามล้าดับ 

 
แผนภูมิที่ 2 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของ ERβ กับระยะเวลาที่ปลอดจากเหตุการณ์   
(event free survival) 

 
 

6. พบความสัมพันธ์ระหว่าง ดัชนีชี้วัดการพยากรณ์โรคอยู่ในกลุ่มเสี่ยงสูง (High IPI)  

กับระยะเวลาที่ปลอดจากเหตุการณ์ที่โรคก าเริบหรือกลับเป็นซ้ าหรือเสียชีวิต (event free 

survival)  

พบว่าในกลุ่มที่มี ดัชนีชี วัดการพยากรณ์โรค (International prognostic index, IPI) อยู่ใน
กลุ่ม 

เสี่ยงต่้าทั งหมด 13 ราย เป็นกลุ่มที่ดื อต่อการรักษาหรือเสียชีวิต 4 ราย (คิดเป็นร้อยละ 31) ในกลุ่มท่ี
มีดัชนีชี วัดการพยากรณ์โรคอยู่ในกลุ่มเสี่ยงสูง นั น ทั งหมด 23 ราย เป็นกลุ่มที่ดื อต่อการรักษาหรือ
เสียชีวิต 14  ราย (คิดเป็นร้อยละ 61) น้ามาค้านวณความแตกต่างโดยใช้ cox regression  พบว่ามี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติคือ ดัชนีชี วัดการพยากรณ์โรคอยู่ในกลุ่มเสี่ยงสูง มี
ความสัมพันธ์กับระยะเวลาที่ปลอดโรคที่สั น   HR 5.64, 95%CI 1.27 -25.03 (P = 0.023) 
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แผนภูมทิี่ 3 แสดง ความสัมพันธ์ระหว่าง ดัชนีชี วัดการพยากรณ์โรคอยู่ในกลุ่มเสี่ยงสูง(High IPI) กับ
ระยะเวลาที่ปลอดจากเหตุการณ์  (event free survival) 

 
 

 
แผนภูมิที่ 4 แสดง ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของ ERβ  และดัชนีชี วัดการพยากรณ์โรค กับ
ระยะเวลาที่ปลอดจากเหตุการณ์ (event free survival) 

 
 

0
.0

0
0
.2

5
0
.5

0
0
.7

5
1
.0

0

23 10 9 5 2 0 0Risk = High IPI
13 11 11 11 9 6 1Risk = Low IPI

Number at risk

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
time (days)

Risk = Low IPI Risk = High IPI

Kaplan-Meier survival plot

0
.0

0
0
.2

5
0
.5

0
0
.7

5
1
.0

0

13 3 2 1 1 0 0Group = High express & High IPI

5 4 4 4 4 3 1Group = High express & Low IPI

10 7 7 4 1 0 0Group = Low express & High IPI

8 7 7 7 5 3 0Group = Low express & Low IPI
Number at risk

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
time (days)

Group = Low express & Low IPI Group = Low express & High IPI

Group = High express & Low IPI Group = High express & High IPI

Kaplan-Meier survival plot



 

 

26 

จากกราฟแสดงให้เห็นว่า กลุ่มที่มีการแสดงออกของ ERβต่้าและดัชนีชี วัดการพยากรณ์โรคต่้า มี
ระยะเวลาที่ปลอดจากเหตุการณ์มากท่ีสุด ขณะที่กลุ่มที่มีการแสดงออกของ ERβ สูงและดัชนีชี วัดการ
พยากรณ์โรคสูง มีระยะเวลาที่ปลอดจากเหตุการณ์สั นที่สุด พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิต ิP = 0.009 และ P = 0.007 ตามล้าดับ ส่วนกลุ่มที่มีการแสดงออกของ ERβ สูงและดัชนีชี วัด
การพยากรณ์โรคต่้า มีระยะเวลาที่ปลอดจากเหตุการณ์ที่มากกว่ากลุ่มที่มีการแสดงออกของ ERβ ต่้า
และดัชนีชี วัดการพยากรณ์โรคสูง พบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ  P = 0.21 
และ P = 0.25 ตามล้าดับ  

 
7. การแสดงออกของ ERβ  สามารถพยากรณ์โรคได้โดยไม่ขึ้นกับดัชนีชี้วัดการพยากรณ์ 

โรค  
     เนื่องจากการแสดงออก ERβ   ที่สูงและกลุ่มเสี่ยง IPI สูงต่างก็สัมพันธ์กับการพยากรณ์โรคที่

ไม่ดี ดังนั นจึงศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรซึ่งก็พบว่า ไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างกลุ่มที่มีการ
แสดงออกสูง  (high expression) กับกลุ่มที่มีดัชนีชี วัดการพยากรณ์โรคสูง ( high risk) อย่างมี
นัยส้าคัญ จากนั นจึงยืนยันด้วยการท้า multivariate analysis  พบว่าทั ง การแสดงออกสูงมากกว่า
หรือเท่ากับร้อยละ 17.5 (high expression)  และกลุ่มที่มีดัชนีชี วัดการพยากรณ์โรคสูง (high risk) 
สัมพันธ์กับการตอบสนองต่อการรักษาท่ีไม่ดี โดยท่ีทั งสองปัจจัยนั นมีความเป็นอิสระต่อกัน 
(independent  factor) 

 

ตารางที่ 5 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของ ERβ และ ดัชนีชี วัดการพยากรณ์โรคอยู่ใน
กลุ่มเสี่ยงสูง ซึ่งต่างก็สัมพันธ์กับระยะเวลาที่ปลอดจากเหตุการณ์ (event free survival) โดยทั งสอง
ปัจจัยนั นเป็นตัวแปลที่ไม่มีความสัมพันธ์กัน 

Multivariate analysis : 
 ER beta expression and high IPI indepently associated with poor EFS 

 HR 
95%CI 

P value 
Lower Upper 

Expression     
< 17.5 % Reference    
≥ 17.5% 4.27 1.39 13.07 0.011 
Risk     
Low IPI reference    
High IPI 4.96 1.11 22.2 0.036 
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บทท่ี 5  
อภิปรายผล สรุปผลการวิจัย และ ข้อเสนอแนะ 

5.1 อภิปรายผล 

 การแสดงออกของ ERβ ที่มีประสิทธิภาพนั นจ้าเป็นจะต้องรู้เทคนิคและเข้าใจกลไกของ 
immunohistrochemistry เป็นอย่างดีเพ่ือท้าให้การถนอมเนื อเยื่อ(preserve antigen) และการกู้
คืนคุณภาพของโปรตีน (antigen retriever) ให้สามารถจับกับ antibody ได้ดีที่สุด จึงเป็นที่มาของ
การศึกษานี ที่เลือกเก็บข้อมูลชิ นเนื อย้อนหลังไม่เกิน 10 ปี และด้าเนินกระบวนการทุกขั นตอนตั งแต่
หลังจากท้าการตัดต่อมน ้าเหลืองของผู้ป่วยในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ เนื่องจากเนื อเยื่อจะได้รับการ
ถนอมด้ วยฟอร์ มาลี น  (formalin fixation) ภาย ใน   30 นาที  จ ากนั น จึ งน้ า มาสู่ ขั น ตอน 
Deparaffinization, pretreatment, primary antibody, detection แล ะ  couterstaining ที่ ไ ด้
มาตรฐานดังกล่าวต่อไป 
 อย่างไรก็ตามการแสดงออกของ ERβ  สามารถเกิดความคลาดเคลื่อนจากการเลือกตัวอย่าง ( 
sampling error) ได้  เนื่ อ งจากเนื อ เยื่ อ ได้ รั บการตัด  ( biopsy) ที่ น้ ามาผ่ านกระบวนกา ร 
immunohistrochemistry นั นเป็นเพียงส่วนน้อยมาก เมื่อเทียบกับก้อนเนื องอกของผู้ป่วย DLBCL 
เป็นเหตุผลว่าเนื อเยื่อนั นอาจไม่ใช่ตัวแทนที่ดีของมะเร็งทั งหมด ท้าให้ค่าการแสดงออกของ ERβ  นั น 
น้อยกว่าความเป็นจริงได้ 
 พบว่าค่าเฉลี่ยการแสดงออกของ ERβ  ระหว่างทั งสองกลุ่ม คือกลุ่มตอบสนองดีกับกลุ่ม
ตอบสนองไม่ดีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ ( P = 0.001)  เมื่อน้ามาวิเคราะห์ ROC analysis  
พบว่ากลุ่มที่มีการแสดงออก มากกว่าร้อยละ 17.5นั น สัมพันธ์กับกลุ่มที่ตอบสนองต่อการรักษาไม่ดี  
ค่าความไว (sensitivity) เทา่กับร้อยละ 78 และค่าจ้าเพาะ (specificity) เท่ากับร้อยละ 78  
 พบว่า กลุ่มที่มีการแสดงออกของ ERβที่มากกว่าหรือเท่ากับร้อยละ 17.5  นั น สัมพันธ์กับ
ระยะเวลาปลอดโรคที่สั น (HR =4.74, 95% [CI] 1.55 – 14.49 , P = 0.015)  
 พบความสัมพันธ์ระหว่าง ดัชนีชี วัดการพยากรณ์โรคอยู่ในกลุ่มเสี่ยงสูง กับระยะเวลาที่ปลอด
จากเหตุการณl์สั น ตามข้อมูลที่ทราบกันอยู่แล้วในปัจจุบัน 
 ไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างกลุ่มที่มีการแสดงออกสูง (high expression) กับกลุ่มที่มีดัชนีชี 
วัดการพยากรณ์โรคสูง (high risk)  เมื่อท้า multivariate analysis  พบว่าทั ง การแสดงออก ERβสูง               
(high expression) และกลุ่มที่มีดัชนีชี วัดการพยากรณ์โรคสูง ( high risk)  สัมพันธ์กับการตอบสนอง
ต่อการรักษาที่ไม่ดี ดังนั นทั งสองปัจจัยนั นมีความอิสระต่อกันสัมพันธ์กัน  ( independent  factor  )
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จากการรายงานก่อนหน้านี พบว่า  B lymphocyte แสดงออก ER mRNA ชนิด beta 
มากกว่าalpha จึงเข้าได้กับผลการศึกษานี ที่พบว่า lymhoma cell ชนิด DLBCL มีการแสดงออกของ
โปรตีน ERβ ทุกราย คือ มีการแสดงออกมากกว่าร้อยละ 1 ขึ นไป แต่มีระดับการแสดงออกที่
หลากหลาย ขณะที่ไม่พบการแสดงออกของ ERα จากวิธี  immunohistochemistry จึงควรมี
การศึกษาต่อไปว่า ER beta จะมีผลต่อการเจริญเติบโตของ DLBCL หรือไม่ อย่างไร 

เนื่องจากการศึกษาและค้นพบดังกล่าวข้างต้นถือเป็นการศึกษาน้าร่อง ยังไม่เคยมีข้อมูลที่มี
คนเคยศึกษามาก่อนมาเปรียบเทียบหรือสามารถอธิบายกลไกลการเกิดที่แท้จริงว่าท้าไมการแสดงออก
ที่มากจึงสัมพันธ์กับการพยากรณ์โรคที่ไม่ดีของ DLBCL ทั งที่ ERβ  นั นมีบทบาทเป็น protective 
effect  ในเนื องอกชนิดอ่ืนๆ ผู้ป่วยหญิงในการศึกษานี ส่วนใหญ่อยู่ในช่วงอายุที่หมดประจ้าเดือนแล้ว 
จึงไม่สามารถบอกได้ว่าการมี estrogen ในเลือด จะมีผลต่อการด้าเนินโรคหรือไม่ และเป็นไปได้ว่า 
lymphomagenesis ในกลุ่ม DLBCL อาจจะมีกลไการเกิดที่ต่างกับชนิดอื่น ซึ่งต้องมีการศึกษาต่อไป  

น่าจะมีการศึกษา Estrogen receptor β agonist มาทดลองกับ DLBCL ซึ่ง อาจจะน้าไปสู่
การใช้ยาที่จ้าเพาะ (target therapy) ในผู้ป่วย DLBCL  และการมี ERβ expression นั นอาจจะเป็น 
good prognostic index ในอนาคตได้ถ้าพบว่ามีการตอบสนองต่อยานี  

 
5.2 สรุปผล 

         เนื อเยื่อต่อมน ้าเหลืองในผู้ป่วย DLBCL ทั งหมด มีการแสดงออกของ ERβ  ที่หลากหลายของ
ร้อยละการแสดงออก โดยมีการแสดงออกที่เท่ากับหรือมากกว่าร้อยละ 17.5 นั นสัมพันธ์กับการ
พยากรณ์โรคที่ไม่ดี  
 
5.3 เปรียบเทียบกับการศึกษาก่อนหน้าที่เคยศึกษา 

         ยังไม่เคยมีผู้ท้าการศึกษาการแสดงออกของ ERβ ในเนื อเยื่อต่อมน ้าเหลือง DLBCL มาก่อน มี
แต่การการศึกษาการแสดงออกของ ERβ ในเนื อเยื่อของมะเร็งเต้านมและ เนื อเยื่อต่อมน ้าเหลืองชนิด 
Mantle cell lymphoma และ Burkitt lymphoma  จึงไม่สามารถน้ามาใช้อ้างอิงได้ 
 
5.4 ข้อดีของการศึกษานี    

การศึกษานี ใช้เทคนิค immunohistochemistry ซึ่งเป็นเทคนิคการศึกษาที่ราคาไม่แพงเมื่อ
เทียบกับ gene expression profile และยังเป็นการตรวจที่มีในโรงพยาบาลทั่วไป จึงสะดวกในการ
ใช้ตรวจและศึกษาได้ในผู้ป่วยทั่วไปการศึกษานี เป็นลักษณะของ case control study คือศึกษาจาก
อาการแสดงการตอบสนองต่อการรักษาของผู้ป่วยแล้วจึงย้อนกับไปที่ต้นเหตุคือ การแสดงออกของ 
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ERβ เพ่ือดู mean expression ระหว่างกลุ่ม ซึ่งการศึกษาในลักษณะนี เหมาะกับการศึกษาเพ่ือหา
จุดตัดของการตรวจ test (cut point of ERβ expression)การศึกษานี เป็นการศึกษาที่ยังไม่เคยมี
ผู้ท้าการศึกษามาก่อน จึงสามารถเป็นข้อมูลพื นฐานส้าหรับการศึกษาในอนาคต 

 
5.5 ข้อด้อยของการศึกษานี  

 การศึกษานี  เป็นการศึกษาเชิงพรรณนาย้อนหลัง ซึ่งอาจท้าให้เกิดค่าอคติได้ นอกจากนี ขนาด
ตัวอย่างยังน้อย 
 
5.6 ข้อเสนอแนะ 

การศึกษาในกลุ่มประชากรที่มากขึ นจะช่วยให้ข้อมูลชัดเจน และต่อยอดได้ เช่น การศึกษาผล 
ERβ agonist ในสัตว์ทดลองที่เป็น DLBCL และ การตรวจระดับฮอร์โมนเอสโตรเจนในผู้ป่วย DLBCL
เป็นต้น 
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