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บทคัดย่อ
หลกัการและวัตถปุระสงค์:  การตรวจการกลายพนัธุม์บีทบาทส�ำคญัในการประเมนิโรคมะเร็ง การตรวจชิน้เนือ้มะเรง็
เป็นวิธีมาตรฐานที่รุกล�้ำร่างกายโดยเฉพาะมะเร็งปอด การตรวจ cell-free DNA (cfDNA) จากเลือดเป็นวิธีที่ลด                   
ข้อจ�ำกัดดังกล่าว การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินวิธีการตรวจหาการกลายพันธุ์จาก cfDNAด้วย next-                     
generation sequencing (NGS) 
วธิกีารศกึษา: ศกึษารปูแบบเชิงพัฒนาและประเมนิประสทิธภิาพเชงิวเิคราะห์ (Analytical validation study) ตวัอย่าง
ประกอบด้วยสารมาตรฐาน ตัวอย่างควบคุมคุณภาพ และตัวอย่างชีวภาพจากผู้ป่วย รวม 11 ตัวอย่าง ตรวจวิเคราะห์
การกลายพันธุ์ใน cfDNA จ�ำนวน 11 ยีน ด้วยหลักการ NGS พร้อมประเมินการตรวจวิเคราะห์และเปรียบเทียบความ
สอดคล้องผลการตรวจพบการกลายพันธุ์กับค่าอ้างอิง
ผลการศึกษา: ตรวจพบการกลายพันธุ์ในสารควบคุมระดับ 1% ได้ครบทุกต�ำแหน่ง (17/17 ต�ำแหน่ง; ร้อยละ 100) 
และระดับ 0.1% ได้ร้อยละ 75 (6/8 ต�ำแหน่ง) ตัวอย่างชีวภาพ 6 ตัวอย่างให้ผลสอดคล้องกับการตรวจ EGFR                  
mutation ด้วย PCR ร้อยละ 100 และพบการกลายพันธุร่์วมในยนี TP53 และ BRAF ค่า %VAF ทีไ่ด้มคีวามสอดคล้อง
กับค่าอ้างอิงระดับสูงมาก
สรปุ: การตรวจ cfDNA ด้วยเทคโนโลย ีNGS มคีวามถกูต้องและไวสูง ให้ผลการกลายพันธุส์อดคล้องกบัผลอ้างองิ และ 
สามารถตรวจการกลายพันธุ์ระดับต�่ำได้ถึง 0.1% VAF เหมาะสมส�ำหรับงานบริการทางคลินิกและการวิจัยด้านมะเร็ง

ค�ำส�ำคัญ: ประสิทธิภาพเชิงวิเคราะห์, มะเร็งปอด, การตรวจมะเร็งแบบไม่รุกล�้ำ, next-generation sequencing, 
cell-free nucleic acid 
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Background and Objective: Mutation detection plays a crucial role in cancer assessment. Tumor 
tissue biopsy is the standard method but is invasive, especially for lung cancer. Testing cell-free 
DNA (cfDNA) from blood offers a less invasive alternative. This study aimed to evaluate a method 
for detecting mutations in cfDNA using next-generation sequencing (NGS).
Materials and Methods: This analytical validation study included 11 samples consisting of reference 
materials, external quality control samples, and clinical specimens. Mutation analysis was performed 
on 11 genes using NGS. The analytical performance was evaluated and compared with reference 
results.
Result: For reference samples and external quality assessment samples, mutations at a 1% variant 
allele frequency (VAF) level were detected in all targeted positions (17/17; 100%), and at a 0.1% 
VAF level in 75% of positions (6/8). All 6 clinical samples showed 100% concordance with EGFR 
mutation detection by PCR. Co-mutations in TP53 and BRAF genes were also identified in clinical 
samples. The detected %VAF values were strongly correlated with the expected references.
Conclusion: cfDNA testing using next-generation sequencing (NGS) demonstrates high accuracy and 
sensitivity, showing concordant mutation results with reference methods and the ability to detect 
low-level mutations down to 0.1% VAF. This method is suitable for clinical applications and cancer 
research.

Keyword: analytical performance, lung cancer, liquid biopsy, next-generation sequencing, cell-free 
nucleic acid
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บทน�ำ
	 การตรวจวิเคราะห์ระดับสารพันธุกรรมด้วย
เทคโนโลยีด้านจีโนมิกส์ เป็นวิธีการตรวจทางห้อง                
ปฏิบัติการที่น�ำมาประยุกต์ใช้ร่วมกับการแพทย์แม่นย�ำ                     
(precision medicine) ได้แก่ การตรวจวิเคราะห์เพื่อ
หาการกลายพันธุ์ของสารพันธุกรรม มีบทบาทส�ำคัญใน
การศกึษาพยาธกิ�ำเนดิของการเกิดโรคมะเรง็1 และมส่ีวน
ช่วยในการวนิจิฉยั คดักรอง ติดตาม ท�ำนายผลการรกัษา 
และสามารถใช้เพื่อพิจารณาทางเลือกการรักษาด้วยวิธี
การใช้ยามุ่งเป้า (targeted therapy) 2 ซึง่มคีวามส�ำคญั
ในการรักษาโรคมะเร็งอย่างมาก โดยวิธีตรวจวินิจฉัยที่
ใช้ในปัจจบุนัและถอืว่าเป็นวธิมีาตรฐานของการตรวจหา
การกลายพันธุ์ คือการตัดก้อนมะเร็ง (tissue biopsy) 
ไปตรวจโดยตรง3 อย่างไรก็ตามวิธีนี้มีความซับซ้อน การ
จดัการตวัอย่างช้ินเนือ้จ�ำเป็นต้องมีผูเ้ชยีวชาญ และเป็น
วธิทีีท่�ำให้เกดิการบาดเจบ็รกุล�ำ้ร่างกายผูป่้วย (invasive 
technique)  โดยเฉพาะในกรณีของผู้ป่วยมะเร็งปอด 
ซึ่งต�ำแหน่งของอวัยวะท�ำให้เก็บชิ้นเนื้อได้ยาก อีกทั้ง                
ผู้ป่วยมักจะเป็นผู้สูงอายุ4 จึงมีความเสี่ยงมากในการได้
รับการท�ำหัตถการจากแพทย์ ต ่อมามีการพัฒนา
เทคโนโลยีที่สามารถตรวจหาและวิเคราะห์มะเร็งจาก
เลือดของผู้ป่วยด้วย liquid biopsy โดยตรวจชิ้นส่วน
สารพันธุกรรมจากก้อนมะเร็งที่อยู่ในกระแสเลือด หรือ
ที่เรียกว่า cell-free DNA (cfDNA)5 สามารถลดความ
เสี่ยงดังกล่าวลงได้ ซ่ึงเป็นวิธีที่ไม่มีการรุกล�้ำร่างกาย                 
ผู ้ป่วยหรือมีน้อยมาก สามารถเก็บตัวอย่างได้อย่าง
รวดเรว็ ไม่ซับซ้อนและจดัการตัวอย่างตรวจวเิคราะห์ได้
โดยง่าย ซึ่งมีประโยชน์อย่างมากในกรณีท่ีผู ้ป่วยมี                  
ข้อจ�ำกดัทีท่�ำให้ไม่สามารถเกบ็ชิน้เนือ้ก้อนมะเรง็ได้ เช่น 
ผูป่้วยทีม่รีะยะลกุลาม การตรวจตดิตามความรนุแรงของ
โรคหรือติดตามการตอบสนองต่อการรักษาซึ่งมีความ
จ�ำเป็นต้องเก็บตัวอย่างเพ่ือตรวจซ�้ำๆ นอกจากนี้การ
ตรวจ cfDNA ไม่มีข้อจ�ำกัดเรื่องของ heterogeneity 
ของก้อนมะเร็งอีกด้วย โดย cfDNA ในเลือดมีศักยภาพ
ที่จะเป็นแหล่งรวบรวมการกลายพันธุ์ของมะเร็งที่อยู่ใน
ต�ำแหน่งต่างๆ6 ในขณะที่ตัวอย่างชิ้นเนื้อก้อนมะเร็งจะ
ให้เฉพาะข้อมูลการกลายพันธุ์ของก้อนมะเร็งในบริเวณ 
biopsy เท่านั้น7 อย่างไรก็ตามข้อจ�ำกัดหลักของ liquid 
biopsy คอืสารพนัธกุรรมของก้อนมะเรง็ทีอ่ยูใ่นกระแส
เลอืดมปีรมิาณต�ำ่ การตรวจ cfDNA จ�ำเป็นต้องใช้วธิกีาร
ตรวจที่มีประสิทธิภาพสูงในการตรวจวิเคราะห์8–10  
ปัจจุบันศูนย์ความเป็นเลิศทางห้องปฏิบัติการตรวจ
วินิจฉัยระดับชีวโมเลกุลทางการแพทย์ โรงพยาบาล

ศรีนครินทร์  (srinagarind hos. excellence                               
laboratory ; SEL) ได้เปิดให้บริการการตรวจวิเคราะห์
ล�ำดับเบสด้วยหลักการ next-generation sequencing 
(NGS) เทคโนโลยี Ion GeneStudio S5 plus System 
platform ซึง่มคีวามสามารถในการตรวจวเิคราะห์ระดับ 
high throughput และ high sensitivity11 เพียงพอต่อ
การตรวจวิเคราะห์ระดับเชิงลึก (deep sequencing) 
เหมาะส�ำหรับการตรวจวเิคราะห์ล�ำดับเบสเพ่ือหาการก
ลายพันธุ์ในตัวอย่าง cfDNA ดังนั้นการพัฒนาการตรวจ
การกลายพันธุ์ใน cell-free nucleic acid มาใช้ภายใน
ห้องปฏบิติัการ ถอืเป็นการเพ่ิมโอกาสในการตรวจการก
ลายพนัธ์ุมคีวามส�ำคญัในการดแูลผูป่้วยโรคมะเรง็ให้เร่ิม
ได้รับการรักษาได้เร็ว และมีโอกาสท่ีผลการรักษาจะมี
ประสิทธิภาพสูงตามไปด้วย ซ่ึงจะช่วยให้ตรวจเจอรอย
โรคได้เร็ว หรือก่อนมีอาการ หรือส�ำหรับการตรวจเพื่อ
เลือกวิธีการรักษา ติดตามยีนด้ือยาหลังได้รับด้วยยามุ่ง
เป้า การตรวจติดตามการกลับมาเป็นซ�้ำของโรค หรือ
ตรวจติดตามรอยโรคท่ีหลงเหลืออยู ่  (minimal                          
residual disease ;MRD)12  ซึ่งมีการศึกษาพบว่าการ
ตรวจด้วย cfDNA สามารถพบได้ไวกว่าการตรวจตดิตาม
พื้นฐานถึง 2-3 เดือน13 ดังนั้นศูนย์ SEL จึงได้ท�ำการ
ศึกษาโดยมีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินประสิทธิภาพของ
เทคโนโลย ีNGS ในการตรวจวเิคราะห์การกลายพันธุข์อง
สารพันธุกรรมชนิด cfDNA จากตัวอย่างพลาสมาของ               
ผู้ป่วยมะเร็งปอด โดยใช้ชุดตรวจ oncomine lung 
cfTNA Assay ซ่ึงครอบคลุมการกลายพันธุช์นดิส�ำคญัใน
ทางคลินิก ได้แก่ single nucleotide variants (SNVs), 
insertion/deletion (Indels) และเปิดให้บริการตรวจ
วเิคราะห์ล�ำดับเบสของ cfDNA ในพลาสม่าด้วยหลกัการ 
NGS แบบ targeted-panel สู่งานทางด้านบริการและ
วจัิย ได้อย่างถูกต้อง แม่นย�ำ และเหมาะสมกบัหน่วยงาน
มากขึ้น

วธีิการศึกษา
วสัดุอุปกรณ์
	 ชดุสกดั MagMAX Cell Free Total Nucleic Acid 
Isolation Kit (บริษัท Thermo Fisher Scientific, 
ประเทศสหรัฐอเมริกา) ส�ำหรับสกัดสารพันธุกรรมจาก
พลาสม่า ประเมินคุณภาพความเข ้มข ้นของสาร
พันธุกรรมด้วย Qubit dsDNA HS Assay Kit (บริษัท 
Thermo Fisher Scientific, ประเทศสหรัฐอเมริกา)  
และใช ้น�้ำยาตรวจวิเคราะห์ Oncomine Lung                          
Cell-Free Total Nucleic Acid Research Assay 
(บริษัท Thermo Fisher Scientific, ประเทศ
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สหรัฐอเมริกา)  เตรียมคลังดีเอ็นเอต้นแบบ (library 
preparation) โดยติด adapter barcode ชุด tag                  
sequencing BC set 1-24 เพื่อระบุตัวอย่างส�ำหรับการ
วิเคราะห์ล�ำดับเบสแบบมัลติเพล็กซ์ ประเมินคุณภาพ
ความเข้มข้นของคลังดีเอ็นเอต้นแบบด้วย Ion Library 
TaqMan™ Quantitation Kit (บริษัท Thermo Fisher 
Scientific, ประเทศสหรัฐอเมริกา)  ตรวจวเิคราะห์ล�ำดบั
เบสของสารพนัธกุรรม (sequencing) ด้วยชดุ Ion 510™ 
& Ion 520™ & Ion 530™ Kit – Chef บนเครื่องตรวจ
วิเคราะห์ล�ำดับเบสชุด Ion GeneStudio S5 Systems 
(Ion chef system และ Ion GeneStudio S5                        
Sequencer) (บริษัท Thermo Fisher Scientific, 
ประเทศสหรัฐอเมริกา)  

ตวัอย่าง และวธีิทดสอบ
	 สารพันธุกรรมมาตรฐาน (standard) Horizon 
Discovery 3 ตัวอย่าง ได้แก่ ชุด 0.1%, 1% Multiplex 
I cfDNA Reference Standard (มีการกลายพันธุ์ในยีน 
EGFR, KRAS, NRAS, PIK3CA ในระดับ 0.1% และ 1 
%variant allele fraction; %VAF) และ 100%                     
Multiplex I Wild Type cfDNA Reference Standard 

และตัวอย่างควบคุมคุณภาพจากองค์กรภายนอกจาก
ราชวิทยาลัยพยาธิแพทย์แห่งประเทศไทย  (Thailand 
National External Quality Assessment Scheme 
for Precision Molecular Pathology; TNEQAS) 
ประจ�ำปี พ.ศ. 2567 ชนิดพลาสม่า (blind samples) 
จ�ำนวน 2 ตัวอย่าง และ สารพันธุกรรมจากเลือดชนิด 
cfDNA ที่ได้จากงานประจ�ำซึ่งมีผลการตรวจ EGFR 
mutation จากพลาสม่าหรือชิ้นเนื้อ จ�ำนวน 6 ตัวอย่าง 
(จริยธรรมเลขที่ HE681494) 
	 สกัดสารพันธุกรรม cfDNA จากพลาสม่าทั้งส้ิน
จ�ำนวน 8 ตัวอย่าง ด้วยชุดสกัด MagMax cfTNA                  
isolation kit ตรวจสอบคุณภาพตัวอย่างสารพันธุกรรม
มาตรฐาน (n=3) และสารพนัธกุรรมชวีภาพ (biological 
sample; n=8) รวมทั้งสิ้น 11 ตัวอย่าง ด้วย Qubit 
fluorometry และเข้าสูก่ระบวนการตรวจวเิคราะล�ำดบั
เบสหลักการ NGS แบบ targeted-panel โดยการเตรี
ยมคลงัต้นแบบดเีอน็เอ (DNA library) (รปูที ่1) วเิคราะห์
ล�ำดับเบสในบริเวณ targeted region บน cfDNA ทั้ง
สิ้น 11 ยีนได้แก่ ALK, BRAF, EGFR, ERBB2, KRAS, 
MAP2K1, MET, NRAS, PIK3CA, ROS1 และ TP53 โดย
วเิคราะห์ทัง้หมด 58 regions ครอบคลุมการ กลายพนัธุ์

รูปที่ 1 การเตรียมคลังดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA library preparation) โดยเพิ่มจ�ำนวนบริเวณต�ำแหน่งที่สนใจด้วยชุดไพรเมอร์ 
(primer pool) เพื่อให้ได้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอ (amplicons) ติด barcoded primers ที่มีส่วนunique molecular tag (UMT) 
adapter เพื่อสร้าง molecular amplicons ที่มีการติดรหัสเฉพาะส�ำหรับแต่ละโมเลกุลและเพิ่มปริมาณ amplicon แต่ละ
กลุ่ม เพื่อติดตามข้อผิดพลาดของกระบวนการ PCR ก่อนอ่านล�ำดับเบสเพื่อความแม่นย�ำในการวิเคราะห์ โดยจะได้ผลผลิต 
(product) สุดท้ายคือคลังดีเอ็นเอต้นแบบที่ประกอบไปด้วย ชิ้นส่วนดีเอ็นและบาร์โค้ดชนิด UMT ของแต่ละกลุ่มส�ำหรับขั้น
ตอนการอ่านล�ำดับเบสและวิเคราะห์ข้อมูลทางชีวสารสนเทศ
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ชนิด single nucleotide variant (SNV) และ                         
insertion/deletion (Indel) จ�ำนวน 168 ต�ำแหน่ง 
hotspotsโดยการอ่านล�ำดบัเบสด้วย Ion GeneStudio 
S5 Systems หลักการ semiconductor-based NGS 
วเิคราะห์ผลการอ่านล�ำดบัเบสของแต่ละตวัอย่างเพือ่หา
ต�ำแหน่งการกลายพันธุ์โดยเปรียบเทียบกับ human 
reference genome ผ่านโปรแกรม Torrent Suite 
(บริษัท Thermo Fisher Scientific, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา) และการแปลผลข้อมูลโดยใช้อัลกอริทึม
ทางชวีสารสนเทศได้แก่ Ion-Reporter (บรษิทั Thermo 
Fisher Scientific, ประเทศสหรัฐอเมริกา) ร่วมกับการ
แปลผลการกลายพันธุ ์ตามแนวทางของ American 
College of Medical Genetics and Genomics 
(ACMG) ปี ค.ศ. 2015 และ Association for Molec-
ular Pathology (AMP) variant classification เปรยีบ
เทียบผลการกลายพันธุ ์ที่ตรวจพบกับผลตรวจสาร
มาตรฐาน ผลการประเมินจากองค์กรภายนอก และผล
การตรวจ EGFR mutation และวิเคราะห์ความ
สอดคล้องของค่าร้อยละของความถ่ีแอลลีลกลายพันธุ์ 
(%variant allele frequency; %VAF) ที่ตรวจพบใน
แต่ละต�ำแหน่งการกลายพันธุ์ กับค่าท่ีทราบจากสาร
พันธุกรรมมาตรฐานและตัวอย่างควบคุม เพ่ือประเมิน
ความแม่นย�ำเชิงปริมาณของวิธีการตรวจวิเคราะห์ท่ีใช้
ในการศึกษานี้

ผลการศึกษา
	 ผลการเตรยีมตวัอย่างทัง้ 8 ตวัอย่าง ผ่านเกณฑ์การ
ควบคุมคุณภาพ (quality value)  ในขั้นตอนการสกัด 
cfDNA (cfDNA conc. ≥ 1 ng/µl) มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 
4.22 ±4.85 ng/µl และการเตรียมคลังดีเอ็นเอต้นแบบ 
(library conc. ≥ 100 pM) มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 582.78 
±49.74 pM ผ่านเกณฑ์ร้อยละ 100 การอ่านล�ำดับเบส
ด้วย Ion GeneStudio S5 System และวเิคราะห์ข้อมูล
ทางชวีสารสนเทศ quality control & pre-processing 
ผ่านโปรแกรม Torrent suite  ได้แก่ base calling มี
คุณภาพผ่านเกณฑ์ Phred score ที่ Q20 ได้มากกว่า
ร้อยละ 95 จากทกุล�ำดับเบส ส�ำหรบัข้ันตอน alignment 
ล�ำดับเบสบน genome reference consortium                    
human build 37 (GRCh37) ผลการวิเคราะห์ cover-
age analysis พบว่า median read coverage มากกว่า 
20,000x โดยมค่ีาเฉลีย่เท่ากบั 43,637x (± 17,366.62x) 
และ median molecular coverage มากกว่า 1,000x 
ในทุกตัวอย่าง โดยมีค ่าเฉลี่ยเท่ากับ 2,928x (± 
2082.14x) (ตารางที่ 1)  
	 การวิเคราะห์หาการกลายพันธุ์ (variant calling) 
ด้วย Ion reporter พบว่าตัวอย่างที่ผลการกลายพันธุ์ที่
พบในสารพันธุกรรมมาตรฐาน (n=3) พบว่า สาร
มาตรฐาน 0.1%VAF ตรวจพบการกลายพันธุ ์6 ต�ำแหน่ง 
เมื่อเปรียบเทียบกับค่ามาตรฐานท่ีได้จากการตรวจหลัก

ตารางที่ 1 ผลการควบคุมคุณภาพของการเตรียมตัวอย่างสำ�หรับอ่านลำ�ดับเบสและการวิเคราะห์การกลายพันธุ์

เลขที่
ตัวอย่าง

ชื่อตัวอย่าง

คุณภาพการ 
เตรียม Library
ความเข้มข้น 
DNA Library  

(pM)

คุณภาพผลการอ่านล�ำดับเบส
คุณภาพการวิเคราะห์

Variant calling 

ร้อยละเบสที่
ได้ Phred  

score >Q20

Median
Read

Coverage (x)

Median
Molecular 

Coverage (x)

%On-target
(Functional 

read)
จ�ำนวน Hotspot 
Variants ที่พบ

QC (LOD) 
%VAF

1 สารมาตรฐาน 0.1%VAF 3.00 96.37 23,228 1,932 95.24 6 0.154 - 0.297

2 สารมาตรฐาน 1%VAF 4.08 96.11 21,113 1,700 96.28 8 0.176 - 0.340

3 สารมาตรฐาน100% 
wild type 

2.82 95.41 47,853 7,384 85.51 0 0.058 - 0.059

4 EQA1 12.1 95.21 36,889 4,766 91.23 9 0.062 -0.083

5 EQA2 15.3 96.83 18,065 2,886 85.60 0 0.10 - 0.12

6 ตัวอย่าง 1 1.70 95.32 36,064 1,961 96.50 0 0.15 - 0.19

7 ตัวอย่าง 2 1.06 97.21 65,882 2,926 96.86 3 0.10 - 0.12

8 ตัวอย่าง 3 2.00 95.44 58,567 5,355 95.96 2 0.06 - 0.07

9 ตัวอย่าง 4 1.66 97.21 61,696 1,700 97.70 2 0.18 - 0.21

10 ตัวอย่าง 5 1.40 96.41 55,792 1,137 97.57 0 0.26 - 0.33

11 ตัวอย่าง 6 1.27 95.92 54,859 463 97.96 0 0.65 - 0.88

ค่าเฉลี่ย 4.22 96.13 43,637 2,928 94.22 - -

 *%VAF; ร้อยละความถี่ของอัลลีลกลายพันธุ์ที่ตรวจพบ (variant allele frequency), LOD; ขีดจำ�กัดของการตรวจวิเคราะห์ (lower limit of detection)
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ตารางที่ 2 การเปรียบเทียบผลวิเคราะห์การกลายพันธุ์ของสารมาตรฐาน

ยีน
การกลายพันธุ์ที่พบ

และฟังก์ชัน

Variant 
classification
ACMG/AMP

สารมาตรฐาน 0.1%VAF สารมาตรฐาน 1%VAF สารมาตรฐาน 100% wild type

%VAF
เป้าหมาย
(dPCR)

%VAF
ที่ตรวจพบ

(NGS)

LOD 
(%)

%VAF
เป้าหมาย
(dPCR)

%VAF
ที่ตรวจพบ

(NGS)

LOD 
(%)

%VAF
เป้าหมาย
(dPCR)

%VAF
ทีต่รวจพบ

(NGS)

LOD 
(%)

EGFR c.2573T>G 
p.Leu858Arg
Gain

Pathogenic
Tier1

0.10 0.15 0.22 1.00% 0.82 0.27 - -

EGFR c.2235_2249del 
p.Glu746_Ala750del
Gain

Pathogenic
Tier1

- - - 1.00 0.73 0.10 - -

EGFR c.2369C>T 
p.Thr790Met
Gain

Pathogenic
Tier1

0.10 0.13 0.20 1.00 0.79 0.26 - -

EGFR c.2300_2308dup 
p.Ala767_Val769dup
Gain

Pathogenic
Tier1

- - - 1.00 0.68 0.34 - -

KRAS c.35G>A 
p.Gly12Asp
Gain

Pathogenic
Tier1

0.10 0.06 0.09 1.00 1.30 0.11 - -

NRAS c.181C>A 
p.Gln61Lys
Gain

Pathogenic
Tier1

0.10 0.37 0.16 1.00 1.05 0.19 - -

NRAS c.175G>A 
p.Ala59Thr
Gain

Pathogenic
Tier1

0.10 0.21 0.16 1.00 1.11 0.19 - -

PIK3CA c.1633G>A 
p.Glu545Lys
Gain

Pathogenic
Tier1

0.10 0.17 0.09 1.00 1.30 0.11 - -

*%VAF; ร้อยละความถี่ของอัลลีลกลายพันธุ์ที่ตรวจพบ (variant allele frequency), LOD; ขีดจำ�กัดของการตรวจวิเคราะห์ (lower limit of detection), -; ตรวจไม่พบการกลายพันธุ์
จากการวิเคราะห์  

LO
D ภาพรวมของการวิเคราะห์ตัวอย่าง: 0.052-0.053 %

VAF
การ digital PCR ก�ำหนดไว้ 8 ต�ำแหน่ง คิดเป็นร้อยละ 
75 โดยผลการกลายพันธุ์ตรงกันจ�ำนวน 6 ต�ำแหน่ง 
ได้แก่ SNV จ�ำนวนทั้ง 6 ต�ำแหน่ง และไม่พบผลการ 
กลายพันธุ์ชนิด Indel จ�ำนวน 2 ต�ำแหน่ง ส�ำหรับสาร
มาตรฐาน 1%VAF ตรวจพบการกลายพันธุ์ทั้งหมด 8 
ต�ำแหน่ง เมื่อเปรียบเทียบกับค่ามาตรฐานท่ีได้จากการ

ตรวจหลักการ digital PCR ก�ำหนดไว้ 8 ต�ำแหน่ง คิด
เป็นร้อยละ 100 โดยผลการกลายพนัธุต์รงกนั ได้แก่ SNV 
จ�ำนวน 6 ต�ำแหน่ง และ Indel จ�ำนวน 2 ต�ำแหน่ง 
ส�ำหรับสารมาตรฐาน 100% wild type ตรวจไม่พบ
การกลายพันธุ์ในบริเวณ targeted region โดยมี limits 
of detection ที่ 0.0524 - 0.0533 %VAF (ตารางที่ 2) 

	 ผลการตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ในตัวอย่าง
ควบคุมคุณภาพจากองค์กรภายนอกชนิด blind                    
samples ตัวอย่างที่ 1 พบการกลายพันธุ์จ�ำนวน 8 
ต�ำแหน่ง บนยีน EGFR (6 ต�ำแหน่ง) KRAS (1 ต�ำแหน่ง) 
และ BRAF (1 ต�ำแหน่ง) และตัวอย่างที่ 2 ตรวจไม่พบ
การกลายพันธุ์ เมื่อเปรียบเทียบกับผลการตรวจของ
สมาชิกห้องปฏิบัติการส่วนใหญ่ให้ผลตรงกันทั้ง 8 
ต�ำแหน่งในตัวอย่างที่ 1 คิดเป็นร้อยละ 100 และไม่พบ
การกลายพันธุ์ในตัวอย่างที่ 2 เช่นเดียวกัน (ตารางที่ 3) 
ผลการตรวจวิเคราะห์ในกลุ่มสารพันธุกรรมชีวภาพ 
(known biological sample; n=6) ที่ทราบผลการ
ตรวจวิเคราะห์ EGFR mutation ในพลาสม่าหรือชิ้น

เนื้อ เมื่อตรวจวิเคราะห์ด้วย Oncomine Lung cfTNA                 
Research Assay หลักการ NGS พบว่าให้ผลตรวจการก
ลายพันธุ์ EGFR mutation ได้แก่ EGFR exon 19                 
Deletion, EGFR exon 20 p.T790M, EGFR Exon 21 
p.L858R, EGFR exon 21 Insertion ตรงกนักบัวธิ ีPCR 
จ�ำนวน 6 ตัวอย่าง โดยพบผลบวก  3 ตัวอย่าง และ ผล
ลบ 3 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 100 นอกเหนือจากนี้ทั้ง 
3 ตัวอย่างที่ตรวจพบการกลายพันธุ์ EGFR ยังพบการก
ลายพันธุ์ที่ยีนอื่นร่วมด้วย ได้แก่ TP53 และ BRAF 
(ตารางที่ 4) 
	 จากการตรวจการกลายพันธุ์ในตัวอย่างมาตรฐาน 
(reference standard) และตัวอย่างควบคุมคุณภาพ
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ตารางที่ 3 ผลการตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ในตัวอย่างควบคุมคุณภาพจากองค์กรภายนอกชนิด blind sam-
ples

ยีน
การกลายพันธุ์ที่พบ

และฟังก์ชัน

Variant 
classification
ACMG/AMP

EQA1 EQA2

%VAF
เป้าหมาย
(dPCR)

%VAF
ที่ตรวจพบ

(NGS)
LOD (%VAF)

%VAF
เป้าหมาย
(dPCR)

%VAF
ที่ตรวจพบ

(NGS)
LOD (%VAF)

EGFR c.2240_2257del 
p.Leu747_
Pro753delinsSer
(Exon19Deletion)
Gain

Pathogenic
Tier1

1.00 0.64 0.06 0.00 -

EGFR c.2369C>T 
p.Thr790Met
Gain

Pathogenic
Tier1

1.00 0.72 0.07 0.00 -

EGFR c.2573T>G
p.Leu858Arg
Gain

Pathogenic

Tier1

1.00 0.81 0.10 0.00 -

EGFR c.2303_2311dup 
p.Ser768_Asp770dup
(Exon20Insertion)
Gain

Pathogenic
Tier1

1.00 0.95 0.07 0.00 -

EGFR c.2155G>A
p.Gly719Ser
Gain

Likely 
Pathogenic

Tier1

0.86 0.77 0.07 0.00 -

KRAS c.34G>T
p.Gly12Cys
Gain

Pathogenic
Tier1

1.00 0.82 0.06 0.00 -

KRAS c.38G>A
p.Gly13Asp
Gain

Pathogenic
Tier1

1.01 1.01 0.06 0.00 -

NRAS c.181C>A
p.Gln61Lys
Gain

Pathogenic
Tier1

1.00 1.13 0.09 0.00 -

BRAF c.1799T>A
p.Val600Glu
Gain

Pathogenic
Tier1

1.00 0.88 0.08 0.00 -

*%VAF; ร้อยละความถี่ของอัลลีลกลายพันธุ์ที่ตรวจพบ (variant allele frequency), LOD; ขีดจำ�กัดของการตรวจวิเคราะห์ (lower limit of detection), -; ตรวจไม่พบการกลายพันธุ์
จากการวิเคราะห์  

O
verall LO

D of this sim
ple analysis: 0.104 - 0.117

จากองค์กรภายนอก พบว่าวิธีการตรวจนี้สามารถ
วิเคราะห์  %VAF มีค่าใกล้เคียงค่าที่มาตรฐานก�ำหนด 
โดยเมือ่เปรยีบเทยีบผล %VAF ทีต่รวจพบกบัค่า %VAF 
ของวัตถุทดสอบท่ีก�ำหนดโดยหลักการ dPCR (5 
ตัวอย่าง การกลายพันธุ์ทั้งสิ้น 23 ต�ำแหน่ง) ผลการ
วิเคราะห์ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ 

(p = 0.743, t-test, SPSS) และพบว่า %VAF ของแต่ละ
การกลายพันธุ์ที่ตรวจพบในท้ัง 2 หลักการมีค่าความ
สอดคล้องเชิงบวกระดับ strong positive correlation 
(Pearson coefficient : 0.893, p < 0.001, SPSS) 
ระดับ %VAF ของการกลายพันธุ์ที่ตรวจพบ (รูปที่ 2)
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ตารางที่ 4 เปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ในสารพันธุกรรมชีวภาพ (known biological sam-
ple) และผลการตรวจ EGFR mutation ในพลาสม่าหรือชิ้นเนื้อ 

ชื่อตัวอย่าง

วิธี Oncomine Lung cfTNA Research Assay  (NGS) EGFR mutation (PCR)

ยีน
การกลายพันธุ์ที่พบ

และฟังก์ชัน

Variant 
classification
ACMG/AMP

%VAF LOD (%VAF) ผลการตรวจ ชนิดตัวอย่าง

ตัวอย่าง 1 Not detect pathogenic variant 0.15-0.19 No detected plasma EGFR

ตัวอย่าง 2 EGFR c.2235_2249del p.Glu746_Al-
a750del
(Exon19Deletion)
Gain

Pathogenic
Tier1

0.43 0.09 Exon 19 del/ 
Exon 20 p.T790M

FFPE Tissue 
Tumor content 

10%

EGFR c.2369C>T 
p.Thr790Met
Gain

Pathogenic
Tier1

0.10 0.09

TP53 c.743G>A
p.Arg248Gln

Pathogenic
Tier1

0.06 0.09 - -

ตัวอย่าง 3 EGFR c.2573T>G
p.Leu858Arg
Gain

Pathogenic
Tier1

45.50 0.05 Exon 21 p.L858R plasma EGFR

BRAF c.1799T>A
p.Val600Glu
Gain

Pathogenic
Tier1

2.54 0.07 - -

ตัวอย่าง 4 EGFR c.2235_2249del p.Glu746_Al-
a750del
(Exon19Deletion)
Gain

Pathogenic
Tier1

6.63 0.15 Exon 19 del FFPE Tissue 
Tumor content 

30%

TP53 c.743G>A
p.Arg248Gln

Pathogenic
Tier1

0.15 0.22 - -

ตัวอย่าง 5 Not detect pathogenic variant 0.26-0.33 No detected plasma EGFR

ตัวอย่าง 6 Not detect pathogenic variant 0.65-0.88 No detected plasma EGFR
 *%VAF; ร้อยละความถี่ของอัลลีลกลายพันธุ์ที่ตรวจพบ (variant allele frequency), LOD; ขีดจำ�กัดของการตรวจวิเคราะห์ (lower limit of detection), -; ไม่มีผลการตรวจการก
ลายพันธุ์จากการวิเคราะห์, FFPE; ตัวอย่างชิ้นเนื้อชนิด formalin-fixed paraffin-embedded

รูปที่ 2 ผลการตรวจวิเคราะห์ค่า %VAF ที่ตรวจพบกับค่าของวัตถุทดสอบที่มาตรฐานก�ำหนดโดยหลักการ dPCR
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วจิารณ์
	 การตรวจ cfDNA ในผูป่้วยมะเรง็ปอด มีความส�ำคญั
มาก เพราะช่วยให้แพทย์สามารถวินิจฉัยและดูแลรักษา
โรคได้แม่นย�ำขึ้น โดยเฉพาะในด้านของการตรวจหา
การกลายพันธุ์ของยีนมะเร็งอย่างแม่นย�ำ ท่ีไม่ต้องเจาะ
ชิ้นเนื้อจากปอด (non-invasive method) ผลการ
วิเคราะห์การตรวจสอบการกลายพันธุ์ด้วยเทคนิค NGS 
โดยใช้ชุดตรวจ Oncomine Lung cfTNA Research 
Assay พบว่าการจัดตั้งระบบบริการสามารถควบคุม
คุณภาพในขั้นตอนการเตรียมตัวอย ่างได ้อย ่างมี
ประสิทธิภาพ (ผ่านเกณฑ์ร้อยละ 100) โดยวิเคราะห์
ล�ำดับเบสได้ผลลัพธ์คุณภาพสูง (Phred score > Q20 
มากกว่าร้อยละ 95) และมคีวามลกึในการอ่านล�ำดบัเบส 
(coverage) อยู่ในระดับสูง (median read coverage 
> 20,000x และ molecular coverage > 1,000x) ผล
การวิเคราะห์การกลายพันธุ ์ ในกลุ ่ม reference                       
standards แสดงให้เหน็ถงึความแม่นย�ำในระดบัสงู โดย
สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ได้ครบทุกต�ำแหน่งใน
กลุ่ม 1% VAF (ร้อยละ 100) และบางส่วนในกลุ่ม 0.1% 
VAF (ร้อยละ 75) โดยไม่มกีารตรวจพบการกลายพนัธุผ์ดิ
พลาดในตัวอย่าง wild type (ร้อยละ 100) ซึ่งแสดงถึง
ความจ�ำเพาะ (specificity) ที่ดี อย่างไรก็ตามยังพบข้อ
จ�ำกัดในการตรวจจับการกลายพันธุ์ชนิด Indel ที่ระดับ 
VAF 0.1% การเพิม่จ�ำนวน depth of sequencing หรือ 
median molecular coverage ให้มากกว่า 3,000X 
จะช่วยให้สามารถวิเคราะห์การกลายพันธุ์ในระดับต�่ำ
มาก (low-frequency variants) ได้ดีมากยิ่งขึ้น นอก
จากนี้อัลกอริทึม ส�ำหรับการวิเคราะห์การกลายพันธุ์มี
การประเมินช่วงค่า LOD ในการวิเคราะห์แต่ละตัวอย่าง
เพื่อให้สามารถประเมินปริมาณ%VAF ต�่ำสุดท่ี “ตรวจ
พบ” ได้ในการตรวจวิเคราะห์นั้น ซ่ึงข้ึนอยู่กับคุณภาพ
ของสารพนัธกุรรมตัง้ต้นและขัน้ตอนการเตรยีมตัวอย่าง
รวมไปถึงการอ่านล�ำดับเบสในแต่ละรอบการวิเคราะห์ 
โดยการรายงานค่า LOD มบีทบาทส�ำคญัในการประเมนิ 
ความไว ความแม่นย�ำ ความน่าเชื่อถือ และขีดจ�ำกัดของ
การวินิจฉัย โดยเฉพาะเมื่อใช้ในการตรวจ cfDNA หรือ
การกลายพันธุ์ที่พบได้ในระดับต�่ำ14,15 ในการทดสอบกับ
ตวัอย่างควบคุมคณุภาพ (blind samples) และตวัอย่าง
ชีวภาพจริง ผลที่ได้สอดคล้องกับวิธีอ้างอิงทั้งหมด (ร้อย
ละ 100) ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้าด้วย
ชุดตรวจเดียวกันของ Yong Gon Cho และคณะ16 ยิ่ง
ไปกว่านัน้สามารถตรวจพบการกลายพนัธุข์องยนีอืน่เพิม่
เติมในผู้ป่วยทั้ง 3 รายที่พบ EGFR mutation ได้แก่ 
การกลายพันธุ์ของยีน TP53 และ BRAF ซึ่งไม่สามารถ

ตรวจพบได้จากวิธี PCR ที่ตรวจเฉพาะ EGFR เท่านั้น 
ข ้อมูลดังกล ่าวมีความส�ำคัญอย่างยิ่งในเชิงคลินิก 
เนื่องจากการกลายพันธุ ์ของ TP53 อาจสัมพันธ์กับ
พยากรณ์โรคที่ไม่ดีหรือการด้ือยาบางชนิด17,18 ขณะที่
การกลายพันธุ์ของ BRAF เช่น V600E สามารถใช้เป็น
เป้าหมายในการรักษาด้วยยาเฉพาะทางได้ในปัจจุบัน19  

แม้ว่าการเปรียบเทียบค่าความถี่ของการกลายพันธุ์ 
(%VAF) กับค่ามาตรฐานจาก Digital PCR พบความ
สอดคล้องในระดบัสงู ซ่ึงแม้จะชีถ้งึแนวโน้มทีถ่กูต้อง แต่
ยังควรมีการประเมินเชิงสถิติอย่างละเอียดเพิ่มเติมเพื่อ
ยืนยันความแม่นย�ำขอวิธีการตรวจ และผลกระทบจาก
การเก็บและเตรียมตัวอย่างในเชิงปริมาณ โดยรวมแล้ว
แสดงให้เห็นว่าเทคโนโลยี NGS ดังกล่าวมีศักยภาพใน
การตรวจการกลายพนัธุข์องยนีมะเรง็ในตวัอย่าง cfDNA 
ได้อย่างมปีระสิทธภิาพและแม่นย�ำ แต่ยงัมช่ีองว่างทีค่วร
พัฒนาในแง่ของความไวในการตรวจ Indel และการ
วิเคราะห์เชิงปริมาณของ %VAF ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับการเก็บ
ตัวอย่างพลาสม่าและการเตรียมตัวอย่างไปจนถึงการ
วิเคราะห์ล�ำดับเบส

สรุป
	 การตรวจวเิคราะห์การกลายพนัธ์ุของสารพนัธกุรรม
ชนิด cfDNA โดยใช้ชุดตรวจ Oncomine Lung cfTNA 
Assay สามารถด�ำเนินการได้อย่างมีประสิทธิภาพในทุก
ขั้นตอนของกระบวนการ ตั้งแต่การสกัด การเตรียมคลัง
ดีเอ็นเอต้นแบบ การอ่านล�ำดับเบส จนถึงการวิเคราะห์
ข้อมูล โดยผลการทดสอบตัวอย่างมาตรฐาน ตัวอย่าง
ควบคมุคณุภาพและตัวอย่างจริงมีความสอดคล้องกบัค่า
อ้างอิง โดยระดับการกลายพันธุ์ที่ 1% ครอบคลุมทุก
ต�ำแหน่ง ร้อยละ 100 (17/17 ต�ำแหน่ง) และ 0.1% ร้อย
ละ 75 (6/8 ต�ำแหน่ง) ส�ำหรบัตัวอย่างชวีภาพ 6 ตัวอย่าง 
พบว่ามีความสอดคล้องกับวิธี PCR ร้อยละ 100 ดังนั้น
วิธีนี้สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ได้อย่างแม่นย�ำ แม้
ในระดับที่มีปริมาณ % VAF ต�่ำถึง 0.1-1% ทั้งนี้แม้จะ
พบข้อจ�ำกัดในประเด็นของความไวในการตรวจจับการ 
กลายพันธุ์ชนิด Indel ที่ระดับ% VAF ต�่ำมาก แต่โดย
ภาพรวมระบบสามารถรองรับการใช้งานทางคลินิกและ
วิจัยได้อย่างมีประสิทธิภาพ จากผลการศึกษาดังกล่าว
เป็นแนวทางให้ศูนย์ SEL สามารถพัฒนาและเปิดให้
บริการตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ของ cfDNA ด้วย
เทคโนโลยี NGS ได้อย่างครอบคลุมท้ังกระบวนการ 
(workflow) ซึง่สามารถรองรบังานด้านบริการทางคลนิกิ
และงานวิจัยได้อย่างถูกต้อง แม่นย�ำ 
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ข้อเสนอแนะ
	 การศึกษาครั้งนี้ยังมีข้อจ�ำกัดที่ส�ำคัญ ได้แก่ ขนาด
ของกลุ่มตัวอย่างที่ค่อนข้างน้อย (n = 11) ซึ่งยังไม่เพียง
พอในการสรุปผลเชิงสถิติหรือยืนยันความแม่นย�ำใน
ระดับประชากร 
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