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KHAO SAT QT BIEN GEN FLT3-ITD VA FLT3-D835Y
TREN BENH NHAN BACH CAU CAP DONG TUY

TOM TAT
Muc tiéu: Xac dinh ti 16 FLT3-ITD va FLT3-D835Y

béng Multiplex PCR phdi hop Fragment analysis va so
sanh véi giai trinh tw thé hé méi (NGS).

Két qua: Nghién ctu 154 nguwoi bénh bach cau
cép dong tly mai chan doan tai Bénh vién Truyén mau
Huyét hoc tlr 01/2026 dén 06/2026. Multiplex PCR phéi
hgp Fragment analysis phat hién FLT3-ITD & 21/154
treong hop (13,64%) va FLT3-D835Y & 5/154 truong
hop (3,25%); NGS phat hién twong ng 12/154 (7,79%)
va 5/154 (3,25%). C6 9 trwong hop FLT3-ITD chi dwoc
phat hién bang Multiplex PCR phéi hop Fragment analysis,
chiém 42,9% sb trwdng hop dwong tinh bing phuong
phap nay (p < 0,05). NGS con phat hién 1867T, D835H va
p.lle836del & 3 ngwoi bénh khac.

Két luan: Trong nghién cru nay, Multiplex PCR phéi
hop Fragment analysis phat hién FLT3-ITD tét hon NGS,
trong khi NGS phat hién thém cac bién th& ngoai D835Y.
Phéi hop hai ky thuat gidp han ché bd sét dot bién cé y
nghfa tién lwong va diéu tri.

Ter khéa: FLT3-ITD, FLT3-D835Y, AML, Fragment
analysis, NGS

SUMMARY

PREVALENCE AND DETECTION OF FLT3-ITD AND
FLT3-D835Y MUTATIONS IN PATIENTS WITH ACUTE
MYELOID LEUKEMIA

Objectives: To determine the prevalence of FLT3-
ITD and FLT3-D835Y using multiplex PCR combined
with fragment analysis and compare detection with next-
generation sequencing (NGS).

Results: The study included 154 newly diagnosed
AML patients at the Blood Transfusion and Hematology
Hospital from January to June 2026. Multiplex PCR
combined with fragment analysis detected FLT3-ITD in 21
patients (13.64%) and FLT3-D835Y in five (3.25%); NGS
detected these mutations in 12 (7.79%) and five (3.25%),
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respectively. Nine FLT3-ITD-positive cases were detected
only by multiplex PCR combined with fragment analysis,
representing 42.9% of cases positive by this method (p
< 0.05). NGS additionally identified 1867T, D835H and
p.lle836del in three other patients.

Conclusions: In this study, multiplex PCR combined
with fragment analysis detected more FLT3-ITD-positive
cases than the NGS workflow used, while NGS identified
additional variants beyond D835Y. Combining both
methods helps avoid missing mutations relevant to
prognosis and treatment.

Keywords: FLT3-ITD, FLT3-D835Y, AML, Fragment
analysis, NGS.

I. DAT VAN DE

Bach cau cap dong tdy (Acute Myeloid Leukemia
—AML) |a bénh &c tinh huyét hoc khéng déng nhat vé
di truyén phan t&r. Phan loai WHO 2022 nhan manh
cac dac diém di truyén trong xac dinh thé bénh (1),
con khuyén cao European LeukemiaNet (ELN) 2022
str dung cac bat thweng nay dé phan nhém nguy co
va dinh huéng didu tri (2).

Dot bién FLT3 xuét hién & khoang 25-30% ngu i
bénh AML (3). Gen FLT3 ma hoa thu thé tyrosine
kinase tham gia diéu hoa ting sinh va biét hoa té bao
tao mau. Hai dang dét bién chinh |a I&p doan ndi tai
(FLT3-ITD) va dét bién vung tyrosine kinase (FLT3-
TKD), trong do co D835Y.

FLT3-ITD gay hoat héa lién tuc thu thé FLT3,
dan dén tang sinh t& bao ac tinh, rc ché apoptosis
va goép phan vao qua trinh sinh bénh AML. Nhiéu
nghién ctru da chirng minh rang FLT3-ITD lién quan
chat ché vai tién lwong xau, tdng nguy co tai phat va
giam thdi gian séng con toan bo. Nguoc lai, dot bién
FLT3-TKD c6 vai tro tién lwong khéong déng nhét,
phu thudc vao cac bat thudng di kém (2, 3).

Hién nay, k§ thuat NGS c6 thé khao sat ddng thoi
nhiéu gen, nhung kha nang phat hién FLT3-ITD phu
thudc thiét ké panel, chiéu dai doan doc va thuat
toan phan tich. Cac ITD co cAu trac phtrc tap hoac
ti 1& alen thap c6 thé bi bd sét néu quy trinh chua
duoc ti wu (4, 5). Trong khi d6, fragment analysis
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st dung dién di mao quén dé nhan dién thay déi kich
thuwec san phdm PCR, hé tro phat hién FLT3-ITD (6).
Chinh vi vay, nhiéu hwéng dan québc té khuyén nghi
st dung két hop NGS va Fragment analysis nham
tdi wu hoa kha nang phat hién dét bién FLT3 (2, 5).
Tai Viét Nam, viéc ap dung NGS ngay cang phd
bién, tuy nhién di liéu phdi hop va so sanh gitva NGS
va Fragment analysis con han ché. Do d6, nghién
cu nay dwoc thwe hién nham danh gia hiéu qua
phat hién dot bién FLT3 trong thwc hanh [&m sang.

Il. PHUONG PHAP NGHIEN CcUU
2.1. Thiét ké nghién ctru
Nghién ctu tién clru, md ta hang loat ca.
Dia diém va thoi gian nghién ctru
Nghién ctru tai Khoa Di truyén hoc phan ttr, Bénh

vién Truyén mau Huyét hoc, tir thang 01/2026 dén
thang 06/2026.

2.2. Béi twong nghién ctru

154 nguwdi bénh AML mai chan doan tai Bénh
vién Truyén mau Huyét hoc.

C& mau, chon mau

Tiéu chuén chon déi tuong:

Ngui bénh dwoc chan doan xac dinh bach cau
cép dong tdy (AML) theo tiéu chuadn WHO 2022.

Nguwoi bénh méi chan doan, chwa diéu tri déc
hiéu trwdc do.

Co6 chi dinh xét nghiém déng thoi FLT3-ITD,
FLT3-D835Y bang Multiplex PCR phédi hop Fragment
analysis va NGS panel 108 gen.

Phuong phap chon méu: chon mau thuan tién.

Thu nhan tat c& ngwoi bénh thda tiéu chuan trong
thoi gian nghién ctru.

C& mau: tinh theo coéng thirc wéc luong ti 18, voi
p=0,25 (3),a=0,05va sai sbe=0,1, suyran=72
bénh nhan.

Bién s6, n6i dung nghién ctru

- Ty Ié phat hién: Dot bién FLT3-ITD va dot bién
FLT3-D835Y.

- So sanh kha nang phat hién dot bién, ti 1& alen
va kha nang nhan dién da dong gitra Multiplex PCR
phéi hop Fragment analysis va NGS.

Ky thuat, cdng cu va quy trinh thu thap sé liéu.

Khao sat FLT3 bang Multiplex PCR phdi hop
Fragment analysis va NGS s dung AmpliSeq for
lllumina Myeloid Panel kit va HEMEaccuTest™ DNA
kit. Tiéu chuan chét lwong NGS: do sau giai trinh tw >
500X va = 99% vung dich dat d6 phd = 20X. Chi méu
dat kiém soat chat lwong dwoc phan tich bién thé. Két
qua tirng ca dwoc ghi nhan trong Excel dé xa ly s6 liéu.

2.3. Xt ly va phan tich sé liéu

Nghién ctru str dung phan mém SPSS dé xw ly
va so sanh ti 1& bang phép kiém x2.

2.4. Pao dirc nghién ctru

Nghién ctru khéng can thiép, str dung mau ngoai
viltdy xwong dwoc chi dinh xét nghiém thuwdng quy,
khéng gay thém nguy co. Théng tin ca nhan duwoc
bdo mat va chi str dung cho nghién ctru.

Dé tai dwoc Hoi ddng dao dirc bénh vién thong
qua, hwéng dén cai thién chan doan phan t&, phan
nhém nguy co va diéu tri ca thé hoa.

ll. KET QUA

3.1. Pac diém chung

T thang 01/2026 dén thang 06/2026, nghién ctru
thu nhan 154 ngwdi bénh AML méi chan doan. Tubi
trung binh 42, khoang tudi 10-82; ti 18 nam:nir 1a 1:1.

3.2. Tilé dot bién FLT3

Béng 1. Ty Ié dét bién FLT3

Dot bién S6 lwong Ty lé %
FLT3-ITD 21 13,64
D835Y 5 3,25

Multiplex PCR phdi hop Fragment analysis phat
hién 21 trwdng hop FLT3-ITD (13,64%), da dang vé
kich thwdce lap doan, va 5 trwong hop FLT3-D835Y
(3,25%).

3.3. So sanh hai ky thuat trong phat hién
FLT3-ITD

Béng 2. Ty Ié dot bién FLT3-ITD

Ky thuat S6 lwong Ty 1é %
PCR 21 13,64
NGS 12 7,79
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Multiplex PCR phat hién 21 treong hop FLT3-ITD, trong khi NGS chi phat hién 12 tredng hop. Nhw vay,
Multiplex PCR phat hién thém 9 trwéng hop (42,9%).
Bang 3. Céc truong hop FLT3-ITD duoc phét hién bdng ky thuét Multiplex PCR phéi hop Fragment
analysis nhung khéng duoc phat hién bang ky thuat NGS

STT Ma bénh nhan Ty lé alen ITD (Fragment analysis) Kich thwéc doan chén (bp)

1 AML-24 40,48% 42bp

2 AML-33 5,02% 36bp va 51bp

3 AML-62 59,1% 36bp, 48bp va 60bp

4 AML-82 1,55% 24bp

5 AML-86 1,57% 36bp

6 AML-89 54,86% 27bp, 36bp va 66bp

7 AML-98 1,75% 36bp

8 AML-115 3,29% 72bp

9 AML-133 0,67% 36bp

Trong 9 trwdng hop FLT3-ITD chi dwoc phat hién badng Multiplex PCR phdi hop Fragment analysis, ti 1&
alen dao déng 0,67-59,10%; 5/9 trwdng hop (55,6%) dudi 5% va 3/9 (33,3%) trén 40% (bang 3.3).

Kich thwéc doan chén dao ddng 24-72 bp. C6 3/9 trwdng hop (33,3%) mang hai hoac ba ITD, trong dé
hai trwéng hop ¢ ba ITD. Da sb ¢c6 it nhat mot doan chén dai = 36 bp.

Multiplex PCR phdi hop Fragment analysis con nhan dién nhiéu dong FLT3-ITD trén cung ngudi bénh
(hinh 3.1).

FLT34TD
FLT3.WT e3P

-t Control
FLT34TD
ins66bp

FLT3TD|
- ins27bp

312bp 336bp 363bp 372bp 402Zbp

Hinh 3.1: D6t bién FLT3-ITD phat hién bang Multiplex PCR két hop Fragment analysis

3.4. So sanh trong phat hién FLT3-D835Y
Béng 4. Ty Ié dot bién FLT3-D835Y

Ky thuat S6 lwong Ty lé %
PCR 5 3,25
NGS 5 3,25
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Hai ky thuat cung phat hién 5 trwdng hop FLT3-D835Y. NGS con phat hién 1867T, D835H va p.lle836del
& 3 bénh nhan khac, cho thay kha nang khéo sat rong hon ngoai D835Y (hinh 3.2).

Navigation overview: Chromosome 13
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‘AAGTGAGAAGATTTCCCACAGTAATATTCCATATGACCAGACATCACTCTT Af

AGTGAGAAGATTTCCCACAGTAATATTCCATATGACCAGACATCACTCTTA|
AAGTGAGAAGATTTCCCACAGTAATATTCCATATGACCAGACATCACTCTT Al
AAGTGAGAAGATTTCCCACAGTAATATTCCATATGACCAGACATCACTCTTA

TGGTGTAGATGCCTTCAAACAGGCTTTCGGGGG
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TGGTGTAGATGCCTTCA
TGGTGTAGATGCCTTCA

TGGTGTAGATGCCTTCA
TGGTGTAGA TCA
TGGTGTAGATGCCTTCA

4
'c:b SEEe O

AETGGTGT AC

TGGTGTAG TGCCTTCAAACAGGCTTTCGGGGG
CAAGTGAGAAGATTTCCCACAGTAATATTCCATATGACCAGACATCACTCTTAGQTGGTGTAGATGCCTTCAAACAGGCTTTCGGGGE
'AAGTGAGAAGATTTCCCACAGTAATATTCCATATGACCAGACATCACTCTTAIGTGGTGTAGATGCCTTCAAACAGGCTTTCGGGEG

Hinh 3.2: D6t bién D835H va I867T trén ving TKD gen FLT3 duoc phét hién bang NGS

IV. BAN LUAN
Dac diém chung

Trong 154 nguwoi bénh dwoc nghién clru cho
thay, do tudi cla ngudi bénh trong nghién ciru tap
trung chd yéu & nhém trung nién dén cao tudi, phu
hop véi xu hwéng chung ctia AML trén thé gidi, trong
d6 tudi trung vi thwong dao dong tir 60-68 tudi (2).
S phan b gi6i tinh git)a nam va nir trong nghién
ctru 13 can bang. Diéu nay twong déng véi cac bao
céo trwdc day cho thdy AML khéng cé sy wu thé rd
rét vé gidi tinh, méc du mét sé nghién ctru ghi nhan
ty 1& nam c6 thé cao hon nhe (3).

Ti 18 dot bién FLT3

Tilé FLT3-ITD la 13,64%, thép hon mirc khoang
20-30% thwong dwoc ghi nhan & bénh nhan AML
(3). Suw khéc biét co thé lien quan dac diém quan thé,
co cau tudi, tiéu chuén chon bénh va phwong phap
xét nghiém; nghién ctru chwa du di liéu dé xac dinh
déng gép cla tirng yéu té.

Tilé FLT3-D835Y la 3,25% chi phan anh mot bién
thé, nén khong thé so sanh tryc tiép vai ti 1é chung
cla FLT3-TKD. NGS con phat hién 1867T, D835H

va p.lle836del & 3 bénh nhan khac, cho thay su da
dang bién thé vang TKD va gia tri b sung cutia xét
nghiém panel (5).

Sw khac biét giira Multiplex PCR va NGS trong
phat hién dot bién gen FLT3

Multiplex PCR phéi hop Fragment analysis phat
hién 21 trwong hop FLT3-ITD, trong khi NGS phat
hién 12; 9 trwdng hop chi dwoc phat hién bang
Multiplex PCR, chiém 42,9% sb trwdng hop dwong
tinh bang phwong phap nay (p < 0,05). Két qua nay
cho thdy sy khac biét dang ké gitra hai ky thuat,
phan anh han ché ciia NGS trong phat hién bién thé
mét doan hodc thém doan Ion.

Trong 9 trd'ng hop NGS khdng phat hién, 5 trwdng
hop c6 ti 1& alen dwéi 5%, thap nhat 0,67%. O cac bién
thé ¢ ti 1& alen thép, sb lwong doan doc mang dét bién
sau tao thw vién, gidi trinh tw va loc chéat lwong co thé
khéng dat nguwéng goi bién thé, lam gidm dé nhay cla
NGS. Trong khi d6, multiplex PCR phéi hop Fragment
analysis dwa trén sy khac biét kich thwdc san phdm
PCR nén c6 do nhay cao doi voi FLT3-ITD co i 1é alen
thap. Két qua nay phu hop véi ghi nhan cia He va
cOng sy (7) va Kim va cdng s (8).
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Ba trwwong hop co ti 1€ alen cao (40,48%; 54,86%;
59,10%) van khoéng dwoc NGS phét hién, cho thay
ti 1& alen khong phai yéu té duy nhat. C6 3/9 truong
hop mang hai hoac ba ITD; sy da dong co thé l1am
phrc tap qua trinh can chinh va goi bién thé.

Cac doan chén bj bd sét dai 24-72 bp, gém mot
s ITD dai 60-72 bp. Chiéu dai va clu tric ITD co
thé gay cat ghép, phan tach hoac cén chinh sai, lam
gidm sé doan doc hd tr bién thé. Pay 1a mét trong
nhirtng han ché ctia NGS doc ngan trong phat hién
FLT3-ITD, phu hgp v&i cac nghién clru clia Lee va
cbng sv (4) va Koga va cong sy (5).

Vi tri chén, thiét k& probe/amplicon, chiéu dai
doan doc va thuat toan ciing cé thé anh huéng kha
ndng phat hién. Mot sé6 ITD kéo dai tv ving can
mang sang TKD1, lam phtrc tap phan tich (5). D6i
véi panel NGS sir dung phwong phép lai bat git, vi
tri ITD, thiét ké probe, chiéu dai doan doc va thuat
toan phan tich d&u c6 thé anh hwéng dén kha néng
phat hién bién thé. He va cong s (7) va Kim cung
cdng sw (8) ciing ghi nhan cac yéu té nay cé vai
trd trong hiéu qua phat hién FLT3-ITD béng NGS.
Tuy nhién, nghién ctru chwa xac dinh vj tri chén cla
trng ITD nén chwa thé danh gia truc tiép méi lién
quan nay.

Nguoc lai, fragment analysis c6 wu diém nhan
dién tryc tiép thay déi kich thwéc sdn pham PCR
béng dién di mao quan, khéng phu thudc thuat toan
can chinh trinh tw (6). Do d6, k¥ thuat nay cé d6 nhay
cao dbi v&i cac dot bién dang chén doan, dac biét 1a
FLT3-ITD.

Céac dot bién FLT3-ITD dan dén su hoat hoa lién
tuc cua thu thé FLT3, kich hoat cac con dwong tin
hiéu ndi bao nhw STAT5, PISK/AKT va MAPK, tir d6
thuc day téng sinh va trc ché apoptosis clia té bao ac
tinh. Dac biét, FLT3-ITD c6 thé tdn tai & nhiéu dang
khac nhau vé kich thwéc va vi tri chén, gép phan
lam tang tinh khéng dong nhéat cta bénh. Chinh sy
da dang nay la mét trong nhixng nguyén nhan khién
NGS gap kho khan trong phat hién, do cac bién thé
khong ddng nhat vé ciu tric va co thé vuot qua kha
nang nhan dién cla thuat toan phan tich. Hon nira,
dot bién FLT3-ITD la mét trong nhitng yéu tb tién
lwong quan trong nhat trong AML. Theo ELN 2022,
bénh nhan cé FLT3-ITD thwong dwoc xé&p vao nhém
nguy co trung binh hodc xau, tuy thudc vao cac dot
bién di kém (2). Ngoai ra, FLT3-ITD con 1a muc tiéu
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diéu tri ctia cac thudc (rc ché FLT3. Nghién clru
RATIFY cla Stone va cong sy nam 2017 cho théy
viéc bd sung midostaurin vao phac dd diéu tri chuan
gilip cai thién dang ké thoi gian séng con & bénh
nhan AML cé dét bién FLT3 (9). Twong tw, nghién
ctru ADMIRAL cta Perl va cong sir nam 2019 chirng
minh hiéu qua cla gilteritinib trong diéu tri AML tai
phat hodc khang tri c6 dot bién FLT3 (10). Do dé,
viéc bd so6t dot bién FLT3-ITD c6 thé dan dén phan
nhém nguy co sai cho bénh nhan, bd & co hdi diéu
tri nhdm trang dich, &nh hwéng dén tién lwong bénh
va két cuc diéu tri.

Mat khéc, ti 1&é dot bién FLT3-TKD loai D835Y cla
nghién clru duoc bdo céo cho thdy sy twong dong
hoan toan gilra hai ky thuat Multiplex PCR va NGS
trong phat hién. Tuy nhién, vé& méat sinh hoc phan t,
vung tyrosine kinase domain clia gen FLT3 khong chi
bao gdm D835Y ma con mét phd da dang cac bién
thé khac, bao gébm D835V, D835H, D835E, 1836T,
I836del va cac dot bién hiém hon & ving activation
loop (A-loop). Ky thuat NGS trong nghién ctru nay &ng
dung c6 thé phat hién duoc tat ca cac dot bién ving
TKD. Diéu nay cho thdy tAm quan trong ctia NGS trong
phat hién cac dot bién nay, dac biét la cac dong dot
bién nhé (minor clone). Cac dét bién TKD, dic biét tai
codon D835, lam thay dbi cAu hinh khéng gian cla
viing A-loop, dan dén hoat héa tw phat cta thu thé
FLT3 twong ty nhw co ché cla FLT3-ITD, v&i mirc dd
hoat héa va hau qua sinh hoc c6 thé khac nhau.

Tém lai, nhitng két qua cta nghién ctru nay da
goi y cho chung t6i d& xuat chién lwoc xét nghiém
tdi wu cho dét bién FLT3 bao gdm: phdi hop thuc
hién ddng thei NGS panel gen muc tiéu va kj thuat
Multiplex PCR két hop Fragment analysis FLT3,
nham phat hién day da ca cac dot bién diém, mat
doan, thém doan va cac ddt bién phtrc tap khac voi
dd nhay cao, gitp tang dd chinh xac chan doan, hd
tro phan nhém nguy co chinh xac va téi wu hoa diéu
tri ca thé héa. D& xuét nay cling phu hop véi cac
khuyén céo québc té nhw NCCN va ELN (2).

Ngoai ra, nghién ctru cia ching téi con ton tai
mot sb han ché nhw chwa danh gia méi lien quan
gitra dot bién FLT3 va thoi gian sdng con va nghién
cru nay la nghién ctru don trung tdm. Do do, trong
twong lai, can thuc hién cac nghién ctvu da trung tam
v&i & mau I6n hon, két hop phan tich sau hon méi
lién quan v&i két cuc lam sang.
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V. KET LUAN

Multiplex PCR phéi hop Fragment analysis c6 do

nhay cao hon NGS trong phat hién FLT3-ITD, trong
khi hai ky thuat c6 d6 nhay twong dwong dbi voi
D835Y. Viéc phdi hop hai phwong phap la can thiét
trong thwc hanh 1am sang.
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