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การประเมินความสอดคล้องของการกำหนดสถานะ HER2 โดยเทคนิค Fluorescence  
in situ hybridization ด้วยหลักเกณฑ์ของ ASCO/CAP ของปี 2013 และ ปี 2018 

Assessment of concordance in HER2 status using fluorescence in situ hybridization 
(FISH) technique according to the ASCO/CAP 2013 and 2018 guidelines 
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บทคัดย่อ 

ยีน Human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) มีบทบาทสำคัญในผู้ป่วยมะเร็งเต้านม ซึ่งมักจะพบ
การแสดงออกที ่มากเกินของโปรตีนหรือพบการเพิ ่มจำนวนชุดของยีนนี ้ ประมาณร้อยละ 15 – 20 ของผู ้ป่วย ซึ ่งวิธี 
Fluorescence in situ hybridization (FISH) เป็นวิธีพื้นฐานที่ใช้ในการตรวจสอบ นำผลไปใช้พยากรณ์ภาวะโรค ช่วยแพทย์
วางแผนในการรักษา  และเลือกใช้ยาเคมีบำบัดในการรักษามะเร็งเต้านมได้อย่างมีประสิทธิภาพ ในปี 2018  The American 
Society of Clinical Oncology (ASCO)/College of American Pathologists (CAP) ได้ม ีแนวทางการการจัดกลุ ่มสถานะ 
HER2 แบบปรับปรุงใหม่จากปี 2013 โดยพยายามลดจำนวนรายที่ให้ผลแบบก้ำกึ่ง (equivocal) เนื่องจากการรักษาแบบ Anti-
HER2 therapy ในรายที่มีผลแบบก้ำกึ่ง ให้ผลที่ไม่แน่นอน และในปี 2023 ทาง ASCO/CAP ได้มีการทบทวนแนวทางการการ
จัดกลุ่มสถานะ HER2 มีข้อสรุปว่าไม่มีการเปลี่ยนแปลงหลักเกณฑ์และยืนยันการใช้หลักเกณฑ์ของ ASCO/CAP ปี 2018 ใน
การจัดกลุ่มสถานะ HER2  ในการศึกษานี้ทีมผู้วิจัยจึงศึกษาประเมินความสอดคล้องของการกำหนดสถานะ HER2 โดยเทคนิค 
FISH ด้วยหลักเกณฑ์ของ ASCO/CAP ของปี 2013 และ ปี 2018 ว่าสอดคล้องกันหรือไม่ เพื่อเป็นแนวทางในการลดจำนวนราย
ที่มีผลแบบก้ำกึ่ง ที่ส่งตรวจมายังห้องปฏิบัติการ นอกจากนั้นยังเปรียบเทียบการกำหนดสถานะของ HER2 ด้วยจำนวนเซลล์ที่
แตกต่างกัน เนื่องจากจำนวนเซลล์ที่เหมาะสมที่สุดในการนับและรายงานผลของเทคนิค FISH ยังเป็นที่ถกเถียง ซึ่งผลการวิจัย
พบว่าจาก 75 ตัวอย่าง เมื่อประเมินสถานะของ HER2 ด้วยหลักเกณฑ์ของ ASCO/CAP ของปี 2013 และ ปี 2018 มีความ
สอดคล้องกันถึง 71 ราย คิดเป็น 94.67% ที่ผลไม่เปลี่ยนแปลง  และเมื่อคำนวณค่าความสอดคล้องโดยใช้ค่าสัมประสิทธ์ิ 
(kappa) มีค่าเท่ากับ 0.8886 แสดงว่าการแปลผลโดยใช้ ASCO/CAP Guideline 2013 และ 2018 มีความสอดคล้องกันมาก 
และมีรายที่ผลเปลี่ยนแปลงจากผลแบบก้ำกึ่ง 2 ตัวอย่างคิดเป็น  2.67% ที่ถูกจัดกลุ่มเป็น negative ทำให้ง่ายต่อการวางแผน
ในการรักษาได้ และการอ่านผลเปรียบเทียบ 200 เซลล์ และ 60 เซลล์ โดยใช้ ASCO/CAP 2018 พบว่ามีถึง 70 ราย (93.33 %) 
ทีแ่ม้จะลดจำนวนเซลล์ที่ใช้อ่านน้อยลงแต่ไม่กระทบต่อผลการวิเคราะห์สถานะ HER2  ถึงแม้ว่าจะมี  5 ราย (6.67 %) ที่มีการ
เปลี่ยนแปลงสถานะ แต่เมื่อพิจารณาจากค่าความสอดคล้องโดยใช้ค่าสัมประสิทธิ์ (kappa) มีค่าเท่ากับ 0.8567 อยู่ในระดับ
ความสอดคล้องมาก แสดงว่าการแปลผลโดยใช้ 200 เซลล์ หรือ 60 เซลล์ การกำหนดสถานะ HER2 ไม่มีความแตกต่างกัน 
การศึกษานี้จึงสรุปได้ว่า ASCO/CAP 2018 สามารถนำมาใช้เป็นแนวทางการปฏิบัติในห้องปฏิบัติการ ซึ่งทำให้ผู้ป่วยได้รับ
ประโยชน์จากการรักษา และอาจช่วยลดระยะเวลาในการวิเคราะห์ผลทางห้องปฏิบัติการ 
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Abstract 
 

 The human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) gene plays a crucial role in breast cancer. 
Most breast cancer patients found overexpression of the HER2 protein or HER2 amplification in 15–20% 
of invasive breast cancers. Fluorescence in situ hybridization (FISH) is regarded as a standard method for 
determining the abnormality of HER2 overexpression in breast cancer. Assessment of HER2 status is an 
essential step for prognosis, managing the treatment, and choosing chemotherapy for breast cancer 
efficacy. In 2018, the American Society of Clinical Oncology (ASCO)/College of American Pathologists (CAP) 
was an improved version for testing HER2 in breast cancer in 2013. They try to decrease equivocal HER2 
cases because equivocal case results are challenging for clinical treatment. After all, anti-HER2 therapy 
in equivocal patients is always unpredictable. Furthermore 2023, there will be ASCO-CAP HER2 testing 
guideline updates and no changes in the 2018 ASCO-CAP recommendations. This update affirms the 2018 
ASCO-CAP guideline recommendations. This research assesses the concordant HER2 status using the FISH 
technique within the ASCO/CAP guideline between 2013 and 2018. Moreover, this research needs to 
compare HER2 status between different numbers of cells because the number of cells that should be 
counted and reported in this technique is controversial. The result found that in 71 cases (94.67%) of 75 
cases, the HER2 status using the FISH technique within the ASCO/CAP guideline between 2013 and 2018 
was concordant with 0.8886 kappa with showing a strong of not difference between HER2 status from 
both guidelines. Furthermore, 2 of 75 samples (2.67%) changed from equivocal to negative, making it 
easy to decide on treatment management. Moreover, the results of the number of cells for analysis 
between 200 and 60, followed by ASCO/CAP 2018, are similar, and we found 70 cases (93.33 %) in which 
decreasing the analyzed cell number did not affect the HER2 status. Even with a reduced number of 
cells used for analysis, the HER2 status interpretation was not affected. Although there were 5 cases 
(6.67%) with a change in status, but when looking at the kappa, it still shows strong concordant at 0.8567, 
indicates a high level of concordance. This study can conclude that our laboratory can use the ASCO/CAP 
2018 guideline for FISH analysis, allowing the patient to receive potential treatment and reducing 
laboratory analysis time. 
 
Keywords: HER2; FISH; ASCO/CAP; breast cancer 
 
หลักการและเหตุผล 

มะเร็งเต้านมเป็นมะเร็งที่พบได้มากในผู้หญิง
ทั่วโลก และมะเร็งเต้านมยังเป็นสาเหตุหลักของการ
เสียชีวิตในผู้หญิงทั่วโลกอีกด้วย Arnold et al. (2022) 
นอกจากนี้จากสถิติมะเร็งเต้านมในประเทศไทยในปี 
2565 พบว่ามะเร็งเต้านมมีสถิติพบมากเป็นอันดับที่ 1 
ในผ ู ้หญ ิง (23.2%) และพบเป ็นอ ันด ับท ี ่  3 จาก
โรคมะเร็งทั้งหมดในทั้งผู้ชายและผู้หญิง (11.8%) ทั้งยัง
มีแนวโน้มที่จะเพิ่มมากข้ึนทุกปี Bray et al. (2024)  

ทั้งนี้งานห้องปฏิบัติการโครโมโซม ราชวิทยาลัย-
จุฬาภรณ์ เปิดรับบริการการตรวจหาความผิดปกติของยีน 

HER2 ในผู้ป่วยมะเร็งเต้านม โดยใช้เทคนิค Fluorescence 
in situ hybridization (FISH) ซ ึ ่ ง ย ี น  HER2 หรื อ 
Human epidermal growth factor receptor 2 นั้ น 
เป็นยีนที่อยู่บนโครโมโซม 17q12 ที่มีบทบาทสำคัญใน
การเกิดโรคมะเร็งหลายชนิดโดยเฉพาะผู้ป่วยมะเร็งเต้านม
ม ั ก จ ะ ต ร ว จ พ บ ก า ร แ ส ด ง อ อ ก ท ี ่ ม า ก เ กิ น 
(Overexpression) ของโปรตีน HER2 ซึ่งสร้างจากยีน 
HER2 ห ร ื อพ บ ก า ร เ พ ิ ่ ม จ ำ น ว น ช ุ ด ขอ ง ย ี น นี้  
(Amplification) ซึ่งสามารถพบได้ประมาณร้อยละ 15– 20 
ของผ ู ้ป ่ วยมะเร ็ ง เต ้ านม  Gordian-Arroyo et al. 
(2019) การตรวจหาความผิดปกติของยีน HER2 ที่
แสดงออกมากเกินไปในผู้ป่วยมะเร็งเต้านม สามารถ

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gordian-Arroyo+AM&cauthor_id=30958889
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ตรวจสอบด ้วยว ิธ ี  Immunohistochemistry (IHC) 
ห ร ื อ  Fluorescence in situ hybridization (FISH) 
เป็นต้น การตรวจหาการแสดงออกของยีนมะเร็ง HER2 
ในผู ้ป่วยมะเร็งเต้านมสามารถนำผลไปใช้พยากรณ์
ภาวะของโรคและเป ็นหน ึ ่ งในว ิธ ีการท ี ่จะนำมา
ประกอบการตัดสินใจในการรักษาผู้ป่วยมะเร็งเต้านม
เพื่อช่วยแพทย์วางแผนในการรักษาและเลือกใช้ยาเคมี
บำบัดได้อย่างมีประสิทธิภาพ ในปัจจุบัน ผู้ป่วยมะเร็ง
เต้านมชนิดที่มีการแสดงออกของยีน HER2 มากเกินไป 
ม ีการตอบสนองดีต ่อการร ักษาแบบ Targeted 
therapy (Anti-HER2 therapy) ทำให้อ ัตราการรอด
ชีว ิตจากมะเร็งชนิดนี ้เพ ิ ่มมากขึ ้น  Slamon et al. 
(2001) and Wynn and Tang (2022) The American 
Society of Clinical Oncology (ASCO)/College of 
American Pathologists (CAP) ได้มีแนวทางเกี่ยวกับ
การทดสอบยีน HER2 ในมะเร็งเต้านม โดยมีแนวทาง
ฉบับแรก ในปี 2007 และต่อมาในปี 2013 ได้มีการ
ปรับปรุงแนวทางการทดสอบ HER2 ในมะเร็งเต้านม 
โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อปรับปรุงพัฒนาเพื่อยืนยันการ
ตรวจการว ิ เคราะห์  HER2 ให ้ถ ูกต ้องและการใช้
ประโยชน์ทางคลินิกของ HER2 ในการวางแผนการ
รักษาเพื่อตอบสนองต่อการรักษาแบบมุ่งเป้าต่อโปรตีน 
HER2 ได้อย่างมีประสิทธิภาพ Wolff et al. (2013) 
เนื่องจากการรักษาแบบ Anti-HER2 therapy ในรายที่
มีผล แบบก้ำกึ่ง ให้ผลที่ไม่แน่นอน ดังนั้นในปี 2018 
(The 2018 ASCO/CAP guideline) ได้มีแนวทางการ
ทดสอบแบบปรับปรุงใหม่โดยพยายามจะลดจำนวนราย
ที่ให้ผลแบบก้ำกึ ่งลง โดยการจัดกลุ่มจากผลทั้ง IHC 
และ FISH Wolff et al. (2018) และจากการศึกษาของ 
Crespo et al. (2020) พบว่า เมื่อใช้หลักเกณฑ์ปี 2018 
สามารถจัดกลุ่มให้กลุ่มที่มีผลแบบก้ำกึ่งได้ ซึ่งส่งผลต่อ
การจัดการการรักษาใหม่ ให้มีประสิทธิภาพและส่งผล
ทางคลินิกในระยะยาว แต่อย่างไรก็ตามการศึกษา
ประเด็นนี้อย่างต่อเนื่องก็ยังจำเป็นเพื่อยืนยันผลทาง
คลินิกของหลักเกณฑ์ปี 2018 Gordian-Arroyo et al. 
(2019) ดังนั้นทางห้องปฏิบัติการจึงมีความสนใจที่จะ
ทำงานวิจัยนี้มาเพื่อยืนยันและพัฒนางานประจำที่ทำ
อยู ่ซึ ่งใช้หลักเกณฑ์ปี 2013 เปลี ่ยนมาเป็นปี 2018 
นำมาทดสอบก่อนการใช้ในห้องปฏิบัติการจริงด้วย  

ถึงแม้ว่า FISH เป็นหนึ่งเทคนิคที่ใช้ในการ
ทดสอบยีน HER2 แบบจำเพาะเจาะจงในมะเร็งเต้านม 
แต่อย่างไรก็ตามจำนวนเซลล์ที่เหมาะสมที่สุดในการนับ

เพื ่อให้ได้ผลลัพธ์ที ่ทำซ้ำได้ยังไม่ได้มีการกำหนดที่
ชัดเจนและยังเป็นที่ถกเถียง ในส่วนทางห้องปฏบิัติการ
เดิมใช้จำนวนเซลล์ในการวิเคราะห์ผล 200 เซลล์ ตาม
การศึกษา ของ Wolff et al. (2007) และ Wheeler et al. 
(2018) ซึ ่งเป็นมาตรฐานที ่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์
มะเร็งเม็ดเลือดขาว โดยจำนวนเซลล์ที่วิเคราะห์ผลสูง
กว่าจำนวนเซลล์ในการวิเคราะห์ผลของการกำหนด
สถานะของยีน HER2 ตามหลักเกณฑ์ปี 2013 ของ 
Wolff et al. (2013) และปี 2018 ของ Wolff et al. 
(2018) ที่แนะนำจำนวนอย่างน้อย 20 เซลล์ เนื่องจาก
ต้องการครอบคลุมพื้นที่ของชิ้นเนื้อทั้งหมดอาจจะเกิด
จาก heterogeneity ของ HER2 expression ในแต่ละ
บริเวณของชิ้นเนื้อได้  อีกทั้งต่อมาทางห้องปฏิบัติการ
ได้มีการเปลี ่ยน probe ที ่ใช้ เป็นของ Path-Vysion 
HER2 DNA Probe Kit (Abbott) ซึ่งได้แนะนำ จำนวน
เซลล์ที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ผลจำนวน 20 เซลล์ 
ในกรณีที่ผู้วิเคราะห์ผลเป็นพยาธิแพทย์  อย่างไรก็ตาม 
แม ้ว ่ าจะปฏ ิบ ัต ิตามคำแนะนำของ ASCO/CAP 
guideline แต่ความไม่แม่นยำของการทดสอบ HER2 
ยังคงเป็นประเด็นที่เกี่ยวข้องทั้งเทคนิค IHC และ FISH 
Polonia et al.(2017)  

จากการที ่กล ่าวมาข ้างต ้น ทีมผ ู ้ว ิจ ัยจึง
ต้องการประเมินความสอดคล้องของการกำหนดสถานะ 
HER2 โ ด ย เ ทคน ิ ค  FISH ด ้ ว ย ห ล ั ก เ กณฑ ์ ขอ ง 
ASCO/CAP ของป ี  2013 และ ป ี  2018 ว ่าม ีความ
แตกต่างกันหรือไม่ เพื่อนำมาใช้เป็นหลักเกณฑ์ใหม่ใน
การวิเคราะห์ผลในห้องปฏิบัติการ และเปรียบเทียบการ
กำหนดสถานะของ HER2 ด้วยการลดจำนวนเซลล์จาก 
200 เซลล์ ลงเป็น 60 เซลล์ว่าการกำหนดสถานะมี
ความแตกต่างกันหรือไม่ เพื่อได้จำนวนเซลล์ที่เหมาะสม
ในการวิเคราะห์ผลเพื่อประโยชน์ในการนำมาใช้เป็น
แนวทางการปฏิบัติในห้องปฏิบัติการต่อไป 
 

การทบทวนวรรณกรรม แนวคิด ทฤษฎี และ
งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
  มะเร็งเต้านม เป็นโรคมะเร็งที่พบได้บ่อยใน
ผู้หญิงท่ัวโลก Bray et al. (2018) สามารถรักษาให้หาย
ได้ประมาณ 70 ถึง 80 เปอร์เซ็นต์ ในผู้ป่วยมะเร็งเต้านม
ในระยะเริ่มต้นหรือระยะที่ยังไม่มีการแพร่กระจายไปยงั
อวัยวะอื่น ๆ ในร่างกาย อย่างไรก็ตาม มะเร็งเต้านมใน
ระยะลุกลามเป็นโรคที่สามารถรักษาได้ โดยเป้าหมาย
หลักในการรักษา คือเพื่อยืดอายุ ควบคุมอาการของโรค
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และเพิ่มอัตราการรอดชีวิต หรือปรับปรุงคุณภาพชีวิต
ของผู้ป่วยมะเร็งเต้านมให้ดีขึ้น Harbeck et al. (2019) 
จากสถิติผู้ป่วยมะเร็งเต้านมประเภท Invasive breast 
cancer ที ่เข้ามารักษาที ่โรงพยาบาลจุฬาภรณ์ ในปี 
2563 พบว่ามีจำนวน 389 ราย และจำนวนผู้ป่วยมะเรง็
เ ต ้ านมท ี ่ ส ่ ง ตรวจ  HER2 ด ้ วย เทคน ิค  FISH ใน
ห้องปฏิบ ัต ิการโครโมโซม โรงพยาบาลจุฬาภรณ์
ระหว่างปี 2561 ถึง 2563 จำนวน 186 ราย โดยเฉลี่ย
ประมาณ 62 ราย/ปี 
   Human epidermal growth factor receptor 2 
(HER2) เป็น Oncoprotein ที ่อยู ่ที ่แขนข้างยาว (q) 
ของโครโมโซมคู่ที่ 17 (ตำแหน่ง 17q12) ซึ่งเป็นโปรตีน
ตัวรับ Tyrosine kinase โดย HER2 เป็นส่วนหนึ่งของ 
Epidermal Growth Factor Receptor family (EGFR) 
ซึ่งประกอบไปด้วย HER1 HER2 HER3 และ HER4 ที่มี
ความสำคัญในการควบคุมการเจริญเติบโต (Controls 
cell growth) การพัฒนาและการอยู่รอดของเซลล์เพื่อ
ไปทำหน้าที ่ต ่าง ๆ (Survival differentiation) การ
เคลื่อนที่ (Migration) และการสร้างหลอดเลือดใหม่ 
( A ngiogenesis) Schlam and Swain (2021) โ ด ย 
HER2 เป็นโปรตีนที่ไม่ต้องอาศัยลิแกนด์ในการทำงาน
อีกทั้ง HER2 ยังมีบทบาทหน้าที่ที่สำคัญเกี่ยวข้องกับ
การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง โดยมะเร็งเต้านมที่เกิด
จาก HER2 คิดเป็นร้อยละ 15 ถึง 20 ของผู้ป่วยมะเร็ง
เต้านมทั้งหมด นอกจากนี้ HER2 ยังเป็นหนึ่งปัจจัย ที่
สามารถบ่งบอกการพยากรณ์โรคที่สำคัญได้ ซึ่งการเกิด 
Amplification ของยีน HER2 มีความสัมพันธ์ที ่เพิ่ม
ความเสี ่ยงและพัฒนาไปเป็นมะเร็งระยะลุกลามและ
แพร่กระจาย (Systemic metastasis) ซึ่งมีผลต่ออัตรา
การรอดชีวิตของผู้ป่วย Exman and Tolaney (2021) 
นอกจากนี้ HER2 amplification ยังเป็นปัจจัยที่สำคัญ
ต่อการพยากรณ์โรคและการตอบสนองต่อการให้เคมี
บำบัดด้วย Anthracycline based ในผู้ป่วยมะเร็งเต้า
นม และผู้ป่วยมะเร็งเต้านม ส่วนใหญ่ที่มีสถานะ HER2 
Positive จะมีการตอบสนองที่ดีต่อการรักษาแบบมุ่งเป้า 
(Targeted therapy) Ahn et al. (2020) โดยขั้นตอน
การประเม ินสถานะของผ ู ้ป ่วยมะเร ็งเต ้านมทาง
ห้องปฏิบ ัต ิการมีด ้วยกันหลายวิธ ี เช ่น การตรวจ 
Immunohistochemistry (IHC) เป็นการตรวจปรมิาณ
โปรตีนที่แสดงออกมาเกินไป หรือ การตรวจ in situ 
hybridization (ISH) ไ ด ้ แ ก่  Chromogenic in situ 
hybridization (CISH), Silver-enhanced in situ 

hybridization (SISH) ห ร ื อ  Fluorescence in situ 
hybridization (FISH) ซึ่งเป็นการตรวจการเพิ่มจำนวน
ของยีน HER2 ที่มีความจำเพาะเจาะจง เป็นต้น โดยใน
ห้องปฏิบัติการ ในหลายๆ สถาบันมีการใช้เทคนิค
เหล่านี้ร่วมกันในการตรวจวิเคราะห์สถานะ HER2 ของ
ผู้ป่วยมะเร็งเต้านม 
  ปัจจุบัน FISH เป็นหนึ่งในเทคนิคท่ีนิยมนำมา
ตรวจวิเคราะห์สถานะ HER2 ของผู้ป่วยมะเร็งเต้านม 
เนื่องจากเป็นการทดสอบที่ได้รับการอนุมัติจากองค์การ
อาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกา ประเทศสหรัฐอเมริกา 
(FDA) ซึ่งการทดสอบ HER2 โดยปกติแล้วจะทดสอบ
ด้วย IHC เป็นการทดสอบเบื้องต้น และตามด้วยเทคนิค 
FISH สำหรับตัวอย่างที่มีผลไม่ชัดเจน เช่น มีผล 2+ 
ของการตรวจ  IHC หร ื อม ี ผล ไม ่ สอดคล ้ องกัน 
( Equivocal or discordant results) Wolff et al. 
(2007) โดยการกำหนดสถานะ HER2 เป ็นหนึ ่งใน
ขั้นตอนที่สำคัญสำหรับการรักษาและการให้ยาทาง
คลินิกในผู้ป่วยมะเร็งเต้านมอย่างมีประสิทธิภาพและ
เป็นประโยชน์ต่อผู ้ป่วยโดยสามารถลดต้นทุนที ่ไม่
จำเป็นรวมถึงผลข้างเคียงที่อาจเกิดขึ้น Xu et al. (2019) 
โ ด ย  The American Society of Clinical Oncology 
(ASCO)/College of American Pathologists (CAP) 
Wolff et al. (2007) ได้กำหนดหลักเกณฑ์ สำหรับการ
ประเมินสถานะ HER2 ด้วยเทคนิค ISH โดยมีหลักเกณฑ์
แรกออกมาในปี 2007 ได้กำหนดให้สถานะ HER2 เป็น 
positive เมื่ออัตราส่วนของ HER2/CEP17 มีค่ามากกว่า 
2.2 หรือมีค่าเฉลี่ย HER2 gene copy มากกว่า 6.0 เพื่อ
ปรับปรุงความถูกต้องและแม่นยำของการกำหนดสถานะ 
HER2  
  ในปี 2013 ASCO/CAP ได ้ม ีการปร ับปรุง
แนวทางการกำหนดสถานะ HER2 รายละเอียดตาม
ตารางที่ 1 อย่างไรก็ตามการกำหนดสถานะ HER2 ตาม
หล ักเกณฑ์  ASCO/CAP ป ี  2013 พบว ่า  ในหลาย
การศึกษา ผลของสัดส่วนมะเร็งเต้านมเป็น HER2 
positive และสัดส่วนของกรณีที่มีผล HER2 เป็นแบบ
ก้ำกึ่ง มีจำนวนเพิ่มขึ้น ซึ่งการเพิ่มขึ้นของรายที่มีผล 
แบบก้ำกึ่ง ถือเป็นความท้าทายในการรักษาทางคลินิก 
Fan et al. (2016) ; Long et al. (2015); Muller et al. 
(2015); Varga and Noske (2015) เพ ื ่อ เป ็นการลด
และแก้ไขปัญหาของกลุ่มนี้ ในปี 2018 ASCO/CAP ได้
มีการปรับปรุงหลักเกณฑ์การกำหนดสถานะ HER2 อีกครั้ง 
โดยจัดกลุ่มเป็น 5 กลุ่ม และอ้างอิงผลของ IHC ในการ
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กำหนดสถานะของ HER2 ดังตารางที ่ 1 Wolff et al. 
(2018); Zhang et al. (2020) และในปี 2023 ASCO/CAP 
ได้มทีบทวนแนวทางการการจัดกลุ่มสถานะ HER2 อีกครั้ง 

พบว่าไม่มีการเปลี่ยนแปลงจากเดิมและยืนยันให้ใช้การ
จัดกลุ่มสถานะ HER2 ตาม หลักเกณฑ์ของ ASCO/CAP 
ของปี 2018 ตามเดิม Wolff et al. (2023) 

 
ตารางท่ี 1 ตารางแสดงหลักเกณฑ์การกำหนดสถานะ HER2 ของ ASCO/CAP ปี 2013 และ ปี 2018 
ด้วยเทคนิค FISH (adopted by Wolff et al., 2018) 

 

ดังนั ้น เพื ่อย ืนย ันความถ ูกต ้องของการ
กำหนดสถานะของ HER2 ในผู้ป่วยมะเร็งเต้านมตาม
การแปลผลตาม  ASCO/CAP guideline 2018 ว่ า
สอดคล้องกับ ASCO/CAP Guideline 2013 หรือไม่ 
ทางห้องปฏิบัติการจึงเลือกประเด็นนี้มาศึกษา เพื่อ
ปรับเปลี ่ยน Guideline ให้เป็นปัจจุบัน และเลือก
ประเด็นจำนวนเซลล์ที ่เหมาะสมในการวิเคราะห์ผล 
HER2 เพื่อกำหนดสถานะ HER2 โดยเทคนิค FISH ซึ่ง
ยังเป็นประเด็นที่ถกเถียง มาเป็นวัตถุประสงค์ที่ใช้ใน
การศึกษานี ้โดยจำนวนเซลล์ที่เลือกมาศึกษา อ้างอิงมา
จากการศึกษาก่อนหน้าของ Polónia et al. (2017)  ที่
มีการทดสอบจำนวนเซลล์ในการวิเคราะห์ ผล HER2 
ด้วยเทคนิค silver in-situ hybridization ในมะเร็งเต้านม
แบบ invasive ผลจากการศึกษาแนะนำว่าจำนวนเซลล์
ที่เหมาะสมในการการวิเคราะห์ผลอย่างน้อยคือ 40 เซลล์ 
แต่แนะนำการวิเคราะห์ผลที่ 60 เซลล์มากกว่า  และ  

Polónia and Caramelo (2021)  ได้ศึกษาเปรียบเทยีบ
ผลกระทบจากการนับจำนวนเซลล์ท ี ่ เพ ิ ่มข ึ ้นของ 
invasive cancer cell ด้วยเทคนิค FISH ในมะเร็งเต้านม 
โดยเทียบจำนวนเซลล์ 20 เซลล์ ต่อ 1 พื้นที่ จำนวน 5 พื้นที่ 
ซึ่งนับเป็น 100 เซลล์ และสรุปได้ว่าจำนวนเซลล์ขั้นต่ำ
ที่แนะนำใน 2018 guideline ควรเพิ่มขึ้นเป็นอย่างน้อย 
60 เซลล์ จึงเป็นท่ีมาของวัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี ้

วัตถุประสงค์ 

1. เพื่อประเมินความสอดคล้องของการกำหนด
สถานะยีน HER2 ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้เกณฑ์ของ 
ASCO/CAP ของปี 2013 และ ปี 2018  

2. เพื่อเปรียบเทียบการกำหนดสถานะของ HER2 
ด้วยจำนวนเซลล์ที ่แตกต่างกัน ระหว่าง 60 เซลล์และ 
200 เซลลโ์ดยใช้เกณฑ์ของ ASCO/CAP ของปี 2018  
 

HER2 ISH 
Status 

2013 ASCO/CAP guidelines 2018 ASCO/CAP guidelines 

ISH positive HER2/CEP17 ratio ≥ 2.0 
HER2/CEP17 ratio < 2.0 and average 
HER2 copy number ≥ 6.0 

HER2/CEP17 ratio ≥ 2.0 and average HER2 copy number ≥ 4.0 
(group 1) 
HER2/CEP17 ratio ≥ 2.00 and average HER2 copy number < 4.0 
(group 2) with concurrent IHC 3+ 
HER2/CEP17 ratio < 2.0 and average HER2 copy number ≥ 6.0 
(group 3) with concurrent IHC 2+ or 3+ 
HER2/CEP17 ratio < 2.0 and average HER2 copy number ≥ 4.0 
and < 6.0 (group 4) with concurrent IHC 3+ 

ISH 
equivocal 

HER2/CEP17 ratio < 2.0 
with average HER2 copy number ≥ 4.0 
and < 6.0 

No equivocal category 

ISH negative HER2/CEP17 ratio < 2.0 with average 
HER2 copy number < 4.0 

HER2/CEP17 ratio < 2.0 and average HER2 copy number < 4.0 
(group 5) 
HER2/CEP17 ratio ≥ 2.00 and average HER2 copy number < 4.0 
(group 2) with concurrent IHC 2+ 
HER2/CEP17 ratio < 2.0 and average HER2 copy number ≥ 4.0 
and < 6.0 (group 4) with concurrent IHC 2+ 
Group 2,3 and 4 with concurrent IHC 0 or 1+ 
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วิธีการวิจัย 

      การวิจัยนี้ได้รับอนุมัติจาก คณะกรรมการจริยธรรม
การวิจัยในคน ราชวิทยาลัยจุฬาภรณ์ รหัสโครงการวิจยั 
EC 001/2566 
 1. กลุ่มตัวอย่างท่ีศึกษา 

 ต ัวอย ่างช ิ ้ นเน ื ้ อเต ้านม (Breast tissue 
biopsy) จากผ ู ้ป ่ วยมะเร ็ ง เต ้ านมเพศหญ ิง  ของ
โรงพยาบาลจุฬาภรณ์ ที ่ส ่งตรวจ Fluorescence in 
situ hybridization (FISH) โดยคำนวณขนาดตัวอย่าง
ตามสูตรดังนี ้
 

จากสูตร     𝑛 =
𝑍𝛼/2

2 𝑝𝑞

𝑑2
 

 

เมื่อ       𝑛    =  ขนาดของกลุ่มตัวอยา่ง 
 𝑍𝛼/2   = 2.576 โดยที่ 𝛼 = 0.01 

                 𝑝  = ค่าสัดส่วนความสอดคล้องกัน     
                           ของวิธีการอ่าน 200 เซลล์กับ   
                           60 เซลล์ ในปี 2013  = 0.933 

     𝑞 = 1-p = 0.067 
     d = ค่าคลาดเคลื่อนสัมบรูณ์ของ 
               ค่าสัดส่วน เท่ากับ 10 % 
 

    𝑛   =  
2.5762×0.933×0.067

(0.933×0.1)2
 

 

              =  47.65 ≈ 48  
 

ผู้วิจัยเก็บรวบรวมข้อมูล กรณีข้อมูลสูญหาย 
เพิ ่มอ ีกร ้อยละ 20 ด ังน ั ้น ขนาดตัวอย่างที ่ ใช ้ใน
การศึกษาครั้งน้ี ควรมีจำนวนอย่างน้อย 58 ราย  

เนื ่องจากการศึกษานี ้เป็นการศึกษาแบบ
ย้อนหลัง (Retrospective Study) ผู้วิจัยจึงดำเนินการ
เก็บข้อมูลจากกลุ่มตัวอย่างทั้งหมดที่มีอยู่ ซึ่งมีจำนวน
รวมทั้งสิ้น 75 ราย โดยไม่มีการสุ่ม เพื่อให้ได้ข้อมูลที่
ครบถ้วนและครอบคลุมมากที่สุด และเพื่อเป็นการเพิ่ม
ความน่าเชื่อถือของผลการวิจัยให้มากยิ่งข้ึน  

 
 

 2. เกณฑ์การคัดเลือก 

  เกณฑ์การคัดเข้า ( Inclusion Criteria) คือ 
ตัวอย่างชิ ้นเนื ้อจากเต้านม (Breast tissue biopsy) 
ของผู ้ป ่วยมะเร็งเต้านม ประเภท Invasive breast 

cancer ที่ส่งตรวจ HER2 ด้วยเทคนิค Fluorescence 
in situ hybridization (FISH) ในโรงพยาบาลจุฬาภรณ ์
  เกณฑ์การคัดออก (Exclusion criteria) คือ 
ตัวอย่างชิ ้นเนื ้อจากเต้านม (Breast tissue biopsy) 
ของผู้ป่วยมะเร็งเต้านม ประเภท Carcinoma In situ 
และชิ ้นเนื ้อเต้านมที ่อยู ่ในระยะลุกลามไปยังต่อม
น้ำเหลืองและแพร่กระจายไปยังอวัยวะอื่น ๆ  
  ซึ ่งในงานวิจ ัยนี ้ม ี 2 วัตถุประสงค์โดยใช้
ตัวอย่างเดียวกัน ซึ ่งมีต ัวอย่างที ่ผ ่านเกณฑ์ทั ้งสิ้น 
จำนวน 75 ตัวอย่าง 
 

     3. ขั้นตอนดำเนินการวิจัย  

  ทำการตัดตัวอย่างช้ินเนื้อ (Section paraffin) 
ลงสไลด์เคลือบประจุบวก ขนาด 2 µM, บ่มด้วย Hot 
air oven ที่อุณหภูมิ 56 °C ช่ัวโมง Deparaffined ด้วย 
Xylene และเตร ียมช ิ ้นเน ื ้อโดยใช ้  Pretreatment 
solution (PathVysion Kit) ใช้ autopipette ดูด DNA 
probe (PathVysion HER-2 DNA Probe kit) จำนวน 
10 ul โดยหยดลงบนสไลด์ที่มีตัวอย่างชิ้นเนื้อแล้วปิดทับ
ด้วย cover slip จากนั้นใช้ fixogum ปิดโดยรอบ Co-
denature สไลด์ และ DNA probe  ที่อุณหภูมิ 75 °C 
เป็นเวลา 5 นาที และ hybridize ในเครื่อง Thermobrite  
ที ่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 16-24 ชั ่วโมง ล้าง DNA 
probe ส่วนเกินออก ด้วย Washing solution แล้วนำ
สไลด์ไปตากให้แห้ง ใช้ autopipette ดูดน้ำยา DAPI ที่
ผสมกับ antifading solution แล้ว จำนวน 7 µl หยด
ลงบนสไลด์ แล้วปิดทับด้วย cover slip นำสไลด์ที่ไดไ้ป
แสกนเซลล์ด ้วยกล้องจ ุลทรรศน์ฟล ูออเรสเซนต์  
( Fluorescence microscope) โ ด ย ใ ช ้ โ ป ร แ ก ร ม 
MetaSystem software (version 3.11.6) โดยเลือก
เซลล์บริเวณเดียวกับสไลด์ที ่ย้อม HER2 ด้วยเทคนิค 
Immunohistochemistry (IHC) ดำเนินการวิเคราะห์ผล 
โดยผู้วิเคราะห์ผล จำนวน 3 คน ได้แก่ นักวิจัย 1 คน 
และนักว ิทยาศาสตร์ 2 คน โดยทำการนับจำนวน 
signal ที่ติดในเซลล์ Invasive breast cancer รูปแบบ
การวิเคราะห์ผลจะแบ่งเป็น กลุ่มที่ 1 นับจำนวนเซลล์
ทั้งหมด 200 เซลล์ โดยผู้วิเคราะห์ผล 3 คน แบ่งจำนวน
เซลล์ในการวิเคราะห์ผล ได้แก่ นักวิทยาศาสตร์ 2 คน 
วิเคราะห์คนละ 75 เซลล์ นักวิจัย 1 คน วิเคราะห์ 50 เซลล์ 
และกลุ่มที่ 2 นับจำนวนเซลล์ทั้งหมด 60 เซลล์ โดย
ผู้วิเคราะห์ผล 3 คน แบ่งจำนวนเซลล์ในการวิเคราะห์
ผลคนละ 20 เซลล์  
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 ผลการวิเคราะห์ดำเนินการโดยผู้วิเคราะห์ 3 คน 
ได ้แก่ น ักว ิทยาศาสตร ์ 2 คน นักว ิจ ัย 1 คน ซึ ่งมี
ประสบการณ์ในการวิเคราะห์ผล เป็นเวลา 10, 4 และ 
12 ปี ตามลำดับ โดยแต่ละคนวิเคราะห์ผลโดยไม่ทราบ
ผลของผู ้อ ื ่น (blinded analysis) เนื ่องจากมีระบบ
รหัสผ่านเข้าสู่ข้อมูลเฉพาะบุคคล  
 ในกรณีที่ผู้วิเคราะห์แต่ละผลอ่านผลแตกต่างกัน 
จะยึดผลวิเคราะห์ผลที่ตรงกัน 2 ใน 3 เพื่อให้ได้ข้อสรุป
ผลของตัวอย่างนั้น แต่ถ้าในกรณีที่ผู้วิเคราะห์แต่ละผล
อ่านผลแตกต่างกันทั้ง 3 คน จะให้ผู้วิเคราะห์คนที่ 4 

มาว ิเคราะห์ผลเพิ ่มเต ิมอีก 20 เซลล์ และยึดผล
วิเคราะห์ผลที่ตรงกัน 2 ใน 4  เพื่อให้ได้ข้อสรุปผลของ
ตัวอย่างนั้น และในการศึกษานีไ้ม่มีตัวอย่างท่ีผู้วิเคราะห์
อ่านผลไม่ตรงกัน 
 จากนั้นทำการเปรียบเทียบการวิเคราะห์ผล
ของการนับจำนวนเซลล์ 200 เซลล์ และการนับจำนวน
เซลล์ 60 เซลล ์ ต ่อการกำหนดสถานะของ HER2 ตาม 
ASCO/CAP ปี 2013 (ตารางที่ 1) และ ปี 2018 ตาม
ตารางที่ 2 

 

ตารางที่ 2 เกณฑ์ในการแบ่งแต่ละกลุ่มตามเกณฑ์ของ ASCO/CAP ของปี 2018 (adopted by Wolff et al., 2018) 

Group ASCO/CAP Guideline 2018  HER2 IHC result HER2 ISH result 

Group 1 HER2/CEP17 ratio ≥ 2.0 
Avg. HER2 copy number ≥ 4.0 

0, 1+, 2+, 3+ Positive 

Group 2 HER2/CEP17 ratio ≥ 2.0 
Avg. HER2 copy number < 4.0 

3+ Positive 
0, 1+, 2+ Negative* 

Group 3 HER2/CEP17 ratio < 2.0 
Avg. HER2 copy number ≥ 6.0 

2+, 3+ Positive 
0, 1+ Negative* 

Group 4 HER2/CEP17 ratio < 2.0 
Avg. HER2 copy number ≥ 4.0 and < 6.0 

3+ Positive 
0, 1+, 2+ Negative* 

Group 5 HER2/CEP17 ratio < 2.0 
Avg. HER2 copy number < 4.0 

0, 1+, 2+, 3+ Negative 

Ratio = ratio of HER2 signals per cell over CEP17 signals per cell, Avg. = Average 
*With comment 
 
 

การวิเคราะห์ข้อมูล ใช้สถิติ  

 เปร ียบเทียบเปอร์เซ็นต ์ความสอดคล้อง 
(Concordance) การกำหนดสถานะ HER2 ของ  
 
 

ASCO/CAP ปี 2013 และ ปี 2018 และการกำหนดสถานะ 
HER2 ระหว่างจำนวนเซลล์ 200 เซลล์และ 60 เซลล์ โดย
การทดสอบ Cohen’s kappa coefficient ซึ่งเป็นสถิติที่ใช้
ทดสอบความสอดคล้อง (Consistency) ของข้อมูล 2 กลุ่ม 
ตามตารางที่ 3 และ ไคสแควร์ (Chi-square) ที ่ระดับ
นัยสำคัญ 0.05 ด้วยโปรแกรมสำเร็จรูป STATA 

 

 

ตารางท่ี 3 ระดับความสอดคล้องของสถิติแคปปาตามแนวทางของ McHugh (2012)  
ค่าสถิติ Kappa ระดับความสอดคล้อง ร้อยละความเชื่อมั่น 

0.00-0.20 ไม่มีความสอดคล้อง (None) 0-4 
0.21-0.39 ความสอดคล้องน้อยมาก (Minimal) 4-15 
0.40-0.59 ความสอดคล้องน้อย (Weak) 15-35 
0.60-0.79 ความสอดคล้องปานกลาง (Moderate) 35-63 
0.80-0.90 ความสอดคล้องมาก (Strong) 64-81 

Above 0.90 ความสอดคล้องมากที่สุด (Almost Perfect) 82-100 
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ผลการวิจัย 

 1. การประเมินความสอดคล้องของการ
กำหนดสถานะยีน HER2 ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้
เกณฑ์ของ SCO/CAP ของปี 2013 และ ปี 2018 
  จากผลการศึกษาการเปรียบเทียบการจัดกลุ่ม
โดย ASCO/CAP Guideline 2013 และ ASCO/CAP 
Guideline 2018 เมื่อนำตัวอย่างที่ผ่านเกณฑ์ จำนวน 
75 ราย มาวิเคราะห์ผลและจัดกลุ่มโดย ASCO/CAP  

Guideline 2013 ม า จ ั ด ก ล ุ ่ ม ใ หม ่ ต า มแนวทา ง 
ASCO/CAP Guideline 2018 พบว่า มีจำนวนถึง 71 ราย 
(94.67%) ที่ผลไม ่เปล ี ่ยนแปลง เม ื ่อคำนวณสถิติ 
Cohen’s kappa coefficient เพื ่อดูความสอดคล้อง
ของเกณฑ์ทั้งสอง พบว่าค่าสัมประสิทธิ ์ kappa มีค่า
เท่ากับ 0.8886 แสดงว่าการแปลผลโดยใช้ ASCO/CAP 
Guideline 2013 และ ASCO/CAP Guideline 2018 
มีความสอดคล้องกันมาก (Strong) ตามตารางที่ 4 
 

 

ตารางท่ี 4 เปรียบเทียบความสอดคล้องในการอ่านผล 200 เซลล์ โดยใช้ ASCO/CAP Guideline 2013 
เทียบกับ ASCO/CAP Guideline 2018  

200 cells ASCO/CAP Guideline 2013 Kappa  P-value  
Negative Equivocal Positive 

200 cells ASCO/CAP 
Guideline 2018 

Negative 25 2 2 0.8886 <0.001  
Equivocal 0 0 0 
Positive 0 0 46 

     
 นอกจากนี้ยังพบว่ามีจำนวน 4 ราย (5.33%) ที่มี
การเปลี่ยนกลุ่มจากการจัดกลุ่มตาม ผลการทดสอบเมื่อ
เปร ียบเท ียบก ับเกณฑ์การจ ัดกล ุ ่มตามแนวทาง 
ASCO/CAP Guideline ปี 2013 โดยสามารถจำแนก
ออกเป็น 2 กลุ ่ม ได้แก่ กลุ ่มผลก้ำกึ ่ง (Equivocal) 
จำนวน 2 ราย ที่เปลี่ยนเป็นผลลบ (Negative) และ
กลุ่มที่ผลบวก (Positive) เปลี่ยนเป็นผลลบ (Negative) 
จำนวน 2 ราย (2.67%)  
 2. เปรียบเทียบการกำหนดสถานะ HER2 
ระหว่างจำนวน 200 เซลล์และ 60 เซลล์ โดยใช้ 
Guideline ASCO/CAP 2018 
 เม ื ่อพบว ่าการใช ้  ASCO/CAP Guideline 
2018 ไม่ได้ทำให้สถานะ HER 2 ของผู้ป่วยเปลี่ยนแปลง
ไปมาก แต่ช่วยในการจัดกลุ ่มผู ้ป่วยที ่เคยได้รับการ

กำหนดสถานะ HER2 แบบก้ำกึ ่ง ให้สามารถกำหนด
สถานะเป็น Positive หรือ Negative ได้  คณะผู้วิจัยจงึ
ศึกษาเปรียบเทียบการกำหนดสถานะ HER2 ร่วมกับผล 
IHC ระหว่างจำนวน 200 เซลล์และ 60 เซลล์  โดยจัด
กลุ่มตาม ASCO/CAP Guideline 2018 เพื่อศึกษาว่า
ความแตกต่างของจำนวนเซลล์มีผลต่อการกำหนด
สถานะ HER2 ในการวิเคราะห์ผลหรือไม่  
     จากผลการศึกษาการเปร ียบเทียบผลการ
วิเคราะห์ระหว่างการนับจำนวนเซลล์ 200 เซลล์และ 
60 เซลล์ โดยใช้ แนวทาง ASCO/CAP ปี 2018 พบว่า
มีจำนวนมีผู ้ป่วยจำนวน 5 ราย จากทั้งหมด 75 ราย 
(6.67%) ที่มีการเปลี่ยนแปลงกลุ่มการแปลผลจากเดิม 
ตามตารางที่ 5 
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ตารางที ่ 5 จำนวนรายที ่เปลี ่ยนแปลงสถานะ HER2 จากการอ่านผล 200 เซลล์ และ 60 โดยใช้ 
ASCO/CAP Guideline ปี 2018 

 

Ratio = ratio of HER2 signals per cell over CEP17signals per cell, Avg. = Average 
 
 

 ผลการศึกษาการจัดกลุ่มการกำหนดสถานะ HER2 
เปรียบเทียบจำนวนเซลล์ในการวิเคราะห์ผล ระหว่างการ
วิเคราะห์ผล 200 เซลล์ และการวิเคราะห์ผล 60 เซลล์ 
พบว ่ าผลจากการคำนวณสถ ิ ต ิ  Cohen’s kappa 
coefficient เพื่อดูความสอดคล้องในการอ่านผล 200 เซลล์ 
และ 60 เซลล ์  โดยใช ้  ASCO/CAP Guideline 2018 
พบว่าสัมประสิทธิ ์ Kappa มีค่าเท่ากับ 0.8567 ตาม

ตารางที่ 6 แสดงให้เห็นว่า การอ่านผล 200 เซลล์ และ 
60 เซลล์ โดยใช้ ASCO/CAP 2018 เป็น Guideline มี
ความสอดคล้องมาก (strong) แสดงให้เห็นว่าให้ผลไป
ในทางเดียวกัน กล่าวคือไม่ว ่าจำนวนเซลล์ในการ
วิเคราะห์ผลจะลดลงจาก 200 เซลล์ เหลือ 60 เซลล์ 
การกำหนดสถานะ HER2 ไม่มีความแตกต่างกัน ผล
ยังคงไม่เปลี่ยนแปลง 

 

ตารางที ่ 6 เปรียบเทียบความสอดคล้องในการอ่านผล 200 เซลล์ และ 60 เซลล์ โดยใช้ ASCO/CAP 
Guideline 2018  

60 cells  
ASCO/CAP Guideline 2018 

Kappa  P-value  

Negative Positive 
200 cells  ASCO/CAP 

Guideline 2018 
  Negative 25 4 0.8567 <0.001  

  Positive 1 45 
 

การอภิปรายผลการวิจัย 

จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าการจัดกลุ่มใหม่
ตามแนวทาง ASCO/CAP Guideline 2018 โดยส่วนใหญ่
ไม่ได้ทำให้สถานะ HER2 ของผู้ป่วยเปลี่ยนแปลงไป 
และพบว ่ ามี ค วามสอดคล ้ อ งก ั บแนวทางของ 
ASCO/CAP ของปี 2013 ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Zare et al. (2019) แ ล ะ  Farshid et al. (2022) ที่
พบว่า การจัดกล ุ ่มสถานะ HER2 โดยใช้แนวทาง 
ASCO/CAP ปี 2018 ให้ผลสอดคล้องกับ ASCO/CAP 
ปี 2013 คิดเป็น 89.3% และ 99% ตามลำดับ อีกทั้ง
ช่วยในการจัดกลุ่มสถานะ HER2 ของผู้ป่วยท่ีมีผลก้ำกึ่ง 
ให้สามารถจัดกลุ่มสถานะเป็น Negative หรือ Positive ได้ 
ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษา ของ Liu et al. (2019) 

และ Wang and Xu. (2019) ที ่แสดงว่า การแปลผล 
FISH ที่มีผลเป็น แบบก้ำกึ่ง ของมะเร็งเต้านมในระยะ 
Invasive ที่ ผล  Immunohistochemistry เป ็น  2+ 
ตาม ASCO/CAP Guideline 2013 เมื ่อจัดกลุ ่มใหม่
ต า ม  ASCO/CAP Guideline 2018 ร า ย ท ี ่ เ ด ิ ม ถู ก
กำหนดสถานะ HER2 เป็นแบบก้ำกึ่ง ที่ไม่สามารถจัด
กลุ ่มการรักษา สามารถจัดกลุ ่มเป็น Positive หรือ 
Negative ได้ ทำให้สามารถช่วยตัดสินใจในการรักษา
และการพยากรณ์โรคได้ ทำได้ผู ้ป่วยได้รับการรักษา
อย่างเหมาะสม ดังนั้น จึงสรุปได้ว่าการใช้แนวทางใหม่
ตามหลักเกณฑ์ ASCO/CAP Guideline ปี 2018 ใน
การกำหนดสถานะ HER2  ส่งผลต่อผลลัพธ์ของผู้ป่วย 
ในการเปลี่ยนการดูแลรักษา  

Case HER2  
IHC result 

200 cells 60 cells 

ratio / Avg. HER2 copy number : 
HER2 ISH result 

group ratio / Avg. HER2 copy number: 
HER2 ISH result 

group 

1 1+ 2.8/3.8 : Negative  2 3.8/4.5 : Positive  1 
2 0 1.5/4.2 : Negative  4 2.1/4.9 : Positive  1 
3 2+ 1.8/3.9 : Negative 5 2.5/4.3 : Positive 1 
4 2+ 1.9/5.1 : Negative  4 2.3/5.3 : Positive  1 
5 3+ 2.2/4.6 : Positive  1 1.6/3.1 : Negative  5 
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โดยในการศึกษาก่อนหน้านี้ไม ่ม ีการระบุ
จำนวนเซลล์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ผลที่แน่นอน อย่างเช่น 
การศึกษาของ Prendeville et al. (2016) มีการระบุใช้ 
อย่างน้อย 20 เซลล์ หรือ นับที่ 60 เซลล์โดยใช้ 3 tumor 
fields หรือการศึกษาของ Polónia et al. (2017) ใน
การศึกษาสถานะ HER2 โดยใช้เทคนิค bright-field ISH 
ที่แนะนำให้นับอย่างน้อย 20 เซลล์ โดยนับเซลล์ที่ไม่
ซ้อนทับกัน ใน 2 พื้นที่ที่แยกกันของ invasive cancer 
และสรุปว่าโดยส่วนใหญจ่ะนับที่ 40 cells โดยนับอย่างน้อย 
20 เซลล์ต่อ 1 พ้ืนท่ี 
 แต่อย่างไรก็ตาม เมื่อเปรียบเทียบการกำหนด
สถานะของ HER2 ด้วยจำนวนเซลล์ที่แตกต่างกัน ระหว่าง 
60 เซลล์และ200 เซลล์ โดยใช้เกณฑ์ของ ASCO/CAP 
ของปี 2018 พบว่า การจัดกลุ่มที่เปลี่ยนแปลงไปทำให้
การกำหนดสถานะ HER2 เปลี่ยนแปลง โดยพบว่ามี
การเปลี่ยนสถานะ HER2 ทั้งหมดจำนวน 5 ราย โดยมี
จำนวน 4 ราย ท ี ่ เปล ี ่ยนสถานะ HER2 จากการ
วิเคราะห์ผลจำนวน 200 เซลล์ ให้ผลเป็น Negative 
และเม ื ่อว ิเคราะห์ผลจำนวน 60 เซลล ์ ให ้ผลเป็น 
Positive นอกจากนี้พบว่า มีจำนวน 1 รายที่มีผลการ
วิเคราะห์จำนวน 200 เซลล ์ท ี ่ ให ้ผล Positive เมื่อ
ว ิ เคราะห ์  60 เซลล์  พบว ่ า ให ้ผล เป ็น Negative 
เนื่องจากจำนวนเซลล์ที่เปลี่ยนแปลงในการวิเคราะห์ผล
อาจเกิดการเคลื่อนออกจากบริเวณวิเคราะห์ที่มีการติด
สัญญาณที่ชัดเจน ส่งผลให้การกำหนดสถานะ HER2 
เปลี่ยนแปลงไป Prendeville et al. (2016) โดย Rakha et 
al. (2015) แนะนำให้วิเคราะห์ผล จำนวน 20 ถึง 60 เซลล์ 
โดยเลือกบริเวณที่แตกต่างกัน 3 บริเวณ และแนะนำให้
วิเคราะห์ผลจำนวนเซลล์ 60 ถึง 120 เซลล์ ในกรณีที่มี
ผลอัตราส่วน HER2/CEP17 อยู่ระหว่าง 1.80 ถึง 2.20 
หรือเป็น heterogeneity Rakha et al. (2015) อย่างไรก็ตาม
การอ่านผลจำนวนเซลล์ท ี ่มากขึ ้น อาจจะไม่เกิด
ประโยชน์ต่อการกำหนดสถานะ HER2 และอาจเป็น
ผลเสียได้ เนื่องจากผู้วิเคราะห์ผลอาจจะวิเคราะห์ผล
เกินจากขอบเขตที่กำหนด ซึ่งถือเป็นข้อควรระวังในการ
วิเคราะห์ผล เช่น การนับจำนวนเซลล์ในส่วนที่ไม่ใช่
เซลล์มะเร็ง อาจทำให้เกิดการนับปะปนเซลล์ปกติ หรือ 
นับเซลล์ในบริเวณที่ติดสัญญาณไม่ดี มี background 
มากเกินไป อาจทำให้วิเคราะห์ผลผิดพลาด ทำให้ผล
เกิดความคลาดเคลื่อนได้ Prendeville et al. (2016) 
and Polónia et al. (2017) 
 

สรุปผลการวิจัยและประโยชน์ที่ได้รับ 

 การศึกษานี้ให้ความรู้ที่มีคุณค่า โดยเฉพาะ
อย่างยิ ่งในการวินิจฉัยและการรักษามะเร็งเต้านม 
การศึกษานี้มีส่วนช่วยในหลาย ๆ ด้าน โดยจากการ
ประเมินความสอดคล้องของการกำหนดสถานะ HER2 
โดยเทคนิค FISH ด้วยหลักเกณฑ์ของ ASCO/CAP ของ
ปี 2013 และ ปี 2018 พบว่ามีความสอดคล้องกัน การ
จัดกลุ่มใหม่ตามแนวทาง ASCO/CAP Guideline 2018 
ไม่ได้ทำให้สถานะ HER2 ของผู้ป่วยเปลี่ยนแปลงไป แต่
ยังช่วยในการจัดกลุ่มสถานะ HER2 ของผู้ป่วยที่มีผล
ก้ำกึ่ง ช่วยให้พยาธิแพทย์และผู้เชี่ยวชาญด้านมะเร็ง
วิทยาสามารถตัดสินใจเลือกการรักษาที่ชัดเจนยิ่งขึ้น 
ทำให้มั่นใจได้ว่าจะเลือกใช้การบำบัดด้วยยาต้าน HER2 
ได้อย่างเหมาะสม และความน่าเชื่อถือของการจำแนก
ประเภทของหลักเกณฑ์ ASCO/CAP 2018 ซึ่งยังคงไม่
เปลี่ยนแปลงในปี 2023 สนับสนุนการนำหลักเกณฑ์นี้
ไปใช้อย่างต่อเนื่องในการปฏิบัติทางคลินิก และเมื่อ
ศ ึกษาการจ ัดกล ุ ่มการกำหนดสถานะ HER2 โดย
เปรียบเทียบจำนวนเซลล์ระหว่างการวิเคราะห์ผล 200 
เซลล์ และการวิเคราะห์ผล 60 เซลล์ พบว่าไม่มีความ
แตกต่างในการกำหนดสถานะ HER2 โดยเทคนิค FISH 
เมื่อจำนวนเซลล์ในการวิเคราะห์ผลลดลง แสดงให้เห็นว่า
การวิเคราะห์เซลล ์60 เซลล์แทนท่ีจะเป็น 200 เซลล์ให้
ผลลัพธ์ที่คล้ายคลึงกัน สามารถทำให้การทดสอบ HER2 
มีประสิทธิภาพมากขึ้น ลดเวลาในการวิเคราะห์ผลและ
การใช้ทรัพยากร โดยไม่กระทบต่อความถูกต้อง 
 ดังนั ้น งานวิจัยนี้สรุปได้ว่าห้องปฏิบัติการ
สามารถนำหลักเกณฑ์ของ ASCO/CAP ปี 2018 มา
ปรับใช้เพื ่อเป็นแนวทางการปฏิบัติในการประเมิน
สถานะ HER2 โดยเทคนิค FISH เพื่อให้การรายงานผล
เป็นปัจจ ุบ ัน ผู ้ป ่วยได้ร ับประโยชน์จากการรักษา
เนื่องจากลดจำนวนผู้ป่วยที่มีผลก้ำกึ ่ง อีกทั้งลดการ
ทดสอบเพิ่มเติมที่ไม่จำเป็นและความล่าช้าในการรักษา
ให้น้อยลง รวมถึงลดผลข้างเคียงที่อาจเกิดขึ้นจากการ
รักษาได้ 
 

ข้อเสนอแนะจากการวิจัย 

 การศึกษาครั้งนี้มีขนาดตัวอย่างจำนวน 75 ตัวอย่าง 
ซึ่งอาจยังไม่เพียงพอท่ีจะสะท้อนผลในภาพรวมได้อย่าง
ครอบคลุม ดังนั้น การศึกษาในอนาคตควรเพิ่มขนาด
ตัวอย่าง เพื่อเพิ่มความน่าเชื่อถือของผลการวิเคราะห์
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ทางสถิต ิและเพิ ่มความสามารถในการอ้างอิงผล
การศึกษาไปยังประชากรในวงกว้าง ตลอดจนสนับสนุนการ
นำผลการวิจัยไปประยุกตใ์ช้ในทางปฏบิัติได้อย่างเหมาะสม 
 อย่างไรก็ตาม ผลการศึกษาครั ้งนี ้สามารถ
นำไปใช้ประโยชน์ในการพัฒนาระบบการรายงานผล
ของห้องปฏิบัติการ โดยปรับการประเมินสถานะ HER2 
ให้สอดคล้องกับเกณฑ์ ASCO/CAP 2018 ซึ่งจะช่วยเพิ่ม
ความถูกต้องของการรายงานผลและสนับสนุนการ
วางแผนรักษาที ่เหมาะสม อันจะนำไปสู ่การได้รับ
ประโยชน์สูงสุดของผู้ป่วย นอกจากนี้ ควรมีการเก็บ
รวบรวมตัวอย่างเพิ ่มเติมอย่างต่อเนื ่อง เพื ่อให้มี
ฐานข้อมูลที่เพียงพอสำหรับการศึกษาวิจัยและการต่อยอด
องค์ความรู้ในอนาคต 
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