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Sazetak

Mutacija V617F u genu JAK2 glavna je oznaka Philadelphia negativnih mijeloproliferacij-
skih zlo¢udnih tumora (MPN). Zbog brojnih razli¢itih kvantitativnih metoda koje nisu
davale usporedive rezultate, organizacije European LeukemiaNet i MPN&MPNr-Euronet
pokrenule su standardizaciju osiguravsi komercijalno dostupne standarde Svjetske zdrav-
stvene organizacije za kvantifikaciju optere¢enja mutiranim alelom V617F. Cilj ovog istra-
zivanja bio je usporediti rezultate dobivene s dvjema naj¢esée koristenim kvantitativnim
metodama, QTAGEN Mutaquant kit i interno razvijenom metodom koju su objavili Larsen
etal. 2007. Kvantifikacija optere¢enja mutiranim alelom provedena je u uzorcima DNK 101
JAK2 V617F pozitivnog bolesnika pomoc¢u JAK2 MutaQuant i interno razvijene RQ-PCR
metode. Usporedba metoda pokazala je da nema statisticki znacajne razlike izmedu rezul-
tata u svakoj podskupini MPN bolesnika kao ni kad su se rezultati podijelili u ¢etiri raz-
li¢ita raspona optere¢enja mutiranim alelom V617F. Statisticka analiza je pokazala da ne
postoji stalna i proporcionalna sustavna pogreska izmedu dviju usporedenih metoda te da
se obje metode mogu koristiti naizmjeni¢no u rutinskoj praksi.
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Klju¢ne rijeci: kvantifikacija mutacije V617F, PCR u stvarnom vremenu, usporedba meto-
da, MutaQuant kit, interno razvijena metoda

1. Uvod

Cetiri razlicite skupine istrazivaca otkrile su 2005. istu tockastu mutaciju u pseudo-
kinaznoj domeni gena Janus kinaza 2 (JAK2), tj. NM_004972.3(JAK2):c.1849 G>T(p.
Val617Phe), u ve¢ini bolesnika s Philadelphia (Ph) negativnim mijeloproliferativnim
zlo¢udnim tumorima (engl. myeloproliferative neoplasms, MPN) (Baxter et al., 2005;
James et al., 2005; Kralovics et al., 2005; Levine et al., 2005). Do tada za bolesnike s
MPN-om nije bio dostupan molekulski biljeg koji bi potvrdio njihovu dijagnozu, pa
je ta mutacija postala glavnom oznakom te bolesti. Mutacija JAK2 V617F ustanovljena
je u 97 % bolesnika s policitemijom verom (PV), 57 % bolesnika s esencijalnom trom-
bocitemijom (ET) i u 50 % bolesnika s primarnom mijelofibrozom (PMF) (Baxter et
al., 2005). Zbog velike zainteresiranosti istrazivaca razvijene su metode za $to jed-
nostavnije dokazivanje spomenute mutacije (Steensma et al., 2006), a uskoro su na-
kon uvodenja interno razvijenih kvalitativnih metoda postale dostupne i komercijalne
metode. Pretpostavljalo se da ¢e ne samo prisutnost te mutacije nego i hipoteza ,,gen -
doziranje” ili opterecenje mutiranim alelom pruziti nove informacije o bolesti te moc¢i
objasniti kako ista mutacija moze doprinijeti razvoju triju razli¢itih podskupina bo-
lesti MPN-a (Passamonti et al., 2009; Vannucchi et al., 2011). Zbog toga su istrazivaci
poceli razvijati metode za odredivanje opterecenja mutiranim alelom V617F (Larsen
etal., 2007; Tanaka et al., 2008; Morishita et al., 2011; Zapparoli et al., 2013). To su bile
interno razvijene analize za koje su optimizacija i standardizacija bile nuzne. Na trzi-
$tu su se takoder pojavile komercijalne kvantitativne metode za odredivanje optere-
¢enja mutiranim alelom V617F (Shammaa et al., 2010). Zbog brojnih razli¢itih kvanti-
tativnih metoda koje nisu davale usporedive rezultate (Lippert et al., 2009) istrazivaci
u organizacijama European LeukemiaNet i MPN&MPNr-Euronet ulozili su napore
da bi proizveli standarde i uputili ih na provjeru u nekoliko laboratorija. Kao poslje-
dica toga Nacionalni zavod za biologke standarde i kontrolu (engl. National Institute
for Biological Standards and Control, NIBSC) uveo je 2016. godine u uporabu komer-
cijalno dostupan prvi medunarodni referentni set standarda Svjetske zdravstvene or-
ganizacije (SZO) za genomsku mutaciju JAK2 V617F. Iako je set standarda SZO-a do-
stupan na trzi$tu, usporedba kvantitativnih rezultata za V617F dobivenih razli¢itim
kvantitativnim metodama jo$ uvijek je u sredi$tu paznje istrazivaca, kao sto je 2019.
pokazano u jednom medunarodnom istrazivanju (Asp et al., 2019). Cilj je ovoga istra-
Zivanja na velikom broju uzoraka usporediti rezultate dobivene naj¢esce koristenim
metodama za kvantifikaciju optere¢enja mutiranim alelom JAK2 V617F, komercijalno
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dostupnim kompletom Qiagen MutaQuant te interno razvijenom metodom Larsena
et al. (Larsen et al., 2007).

2. Materijali i metode

Studija je provedena u Klinickome bolni¢ckom centru Zagreb izmedu svibnja 2013. i
kolovoza 2017., a uporabljen je 101 uzorak MPN-a pozitivan na JAK2 V617F od bole-
snika dijagnosticiranih prema klasifikaciji SZO-a iz 2008. Bolesnici su bili podijeljeni
prema vrsti dijagnoze na 48 bolesnika s ET (38 zenskih i 10 muskih, medijan dobi 54
godine, raspon 23 — 82 godine); 35 bolesnika s PV (17 Zenskih i 18 muskih, medijan
dobi 65 godina, raspon 31 — 84 godine) i 18 bolesnika s PMF (9 Zenskih i 9 muskih,
medijan dobi 63 godine, raspon 38 - 80 godina). Studiju je odobrio Eti¢cki odbor KBC-
a Zagreb. Pristanak bolesnika dobiven je za uzimanje 10 ml krvi s EDTA. Uzorak kr-
vi podijeljen je u dva dijela: prvi je dio bio koristen za ekstrakciju genomske DNK-a i
kvalitativni PCR prema Baxteru i dr. (Baxter et al., 2005), a drugi za izdvajanje granu-
locita centrifugiranjem u gradijentu gustoce s Polymorphprep, Alere Technologies AS
(Norveska) te zatim za ekstrakciju DNK-a i mjerenje optere¢enja mutiranim alelom
V617F primjenom dviju kvantitativnih metoda. Ekstrakcija DNK-a iz pune krvi i gra-
nulocita provedena je uporabom standardne metode isoljavanja (Miller et al., 1988).

2.1. Komercijalna metoda

Mjerenje opterecenja mutiranim alelom provedeno je pomoc¢u komercijalno dostu-
pnog IVD kompleta Ipsogen JAK2 MutaQuant, Qiagen (Njemacka), na uredaju Light
Cycler 2.0 tvrtke Roche (Svicarska), a temelji se na nacelu kvantitativne metode lan-
¢ane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu (RQ-PCR) primjenom hidroliziraju¢ih
sondi. Mjerenje je obavljeno prema opisu u protokolu proizvoda¢a uporabom smjese
LightCycler FastStart DNA MasterPLUS HybProbe Mix, Roche, te 25 ng DNK-a po
uzorku; to je ukljucivalo dvije odvojene reakcijske smjese, tj. za divlji tip i alel V617F.
Komplet ukljucuje i cetiri standarda za divlji tip i cetiri za V617F (oba s 50, 500, 5000
i 50 000 kopija). Nakon $to su izradene standardne krivulje, broj ciklusa u kojem je
koli¢ina otpustene fluorescencije ve¢a od pozadinske fluorescencije (engl. cycle thre-
shold, CT) rabljen je za apsolutno mjerenje broja kopija divljeg tipa i alela V617F. Svi
su standardi i uzorci analizirani u duplikatu, a medijan rezultata u duplikatu koristen
je za usporedbu. Rezultati su izrazeni kao postotak JAK2 V617F primjenom formule:
JAK2 V617F % = broj kopija JAK2 V617F / (broj kopija divljeg tipa JAK2 + broj kopija
JAK2 V617F) x 100. Svaka je serija ukljucivala pozitivnu i negativnu kontrolu koje su
takoder dio kompleta MutaQuant.
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2.2. Interno razvijena metoda

Metoda koja se koristila za usporedbu bila je metoda RQ-PCR temeljena na Tagmanu
koju su razvili Larsen i suradnici (Larsen et al., 2007), a koja uklju¢uje dvije odvojene
reakcije za divlji tip i alel V617F sa zajednickom pocetnicom i zajednickom sondom
FAM te uporabom dviju pocetnica od kojih je jedna specifi¢na za divlji tip, a druga
za alel V617F. Analiza se provodi na uredaju tvrtke Applied Biosystems 7500, Foster
City, CA (SAD), primjenom kompatibilne PCR reakcijske smjese TagMan Universal
PCR Master Mix 2x, Applied Biosystems. Za pripremu standardne krivulje rabljeno
je pet standarda koje je distribuirao MPN&MPNTr-Euronet, a koji sadrzavaju 21 500
kopija divljeg tipa i 64 500, 6450, 645, 64,5 i 0 kopija alela V617F, kako bi se izrac¢unao
postotak JAK2 V617F (tj. 75 %, 23 %, 3 %, 0,3 % i 0 %, slijedom). Standardna krivu-
lja dobivena je iz CT vrijednosti standarda, a nakon mjerenja postotak JAK2 V617F
izracunat je prema istoj formuli kao za opisanu komercijalnu metodu. Svi su standar-
di i uzorci analizirani u duplikatu, a medijan rezultata u duplikatu koristio se za us-
poredbu.

Usporedba metoda provedena je prema dokumentu CLSI EPO9-A3 (https://clsi.
org/media/1435/ep09a3_sample.pdf). S obzirom na to da je validiran od proizvoda-
¢a, komplet MutaQuant posluzio je kao referentna metoda. Statisticka analiza prove-
dena je primjenom programa MedCalc Version 17.2., a vrijednost p < 0,05 smatrana
je statisticki znacajnom. Raspodjela podataka u rezultatima analizirana je s pomocu
Kolmogorov-Smirnovljevog testa. Buduci da podaci nisu bili normalno raspodijelje-
ni, primijenjen je Wilcoxonov test za parne uzorke te su podaci iz rezultata prikazani
kao raspon medijana i interkvartila (IQR). Usporedba metoda provedena je Passing-
Bablokovom analizom stalnih i proporcionalnih sustavnih pogresaka, dok je Bland-
Altmanov dijagram rabljen za procjenu sukladnosti izmedu dviju metoda. U¢inkovi-
tost PCR metoda izra¢unata je formulom E = 10-(/slope) — ],

3. Rezultati

Rezultati usporedbe metoda svih triju podskupina bolesnika prikazane su na slici 1.
U skupini bolesnika s PV, kompletom MutaQuant dobiven je medijan za opterecenje
mutiranim alelom od 55,3 %, IQR 20,4 - 77,3 %, dok je medijan dobiven interno ra-
zvijenom metodom iznosio 54,5 %, a IQR 18,0 — 82,4 % (slika 1A). Nije bilo statisticki
znacajne razlike izmedu rezultata (p = 0,269). Vrlo nisko optere¢enje mutiranim ale-
lom, tj. vrijednosti 0,61 % te 0,50 %, dobivene su za jednog bolesnika s PV primjenom
kompleta MutaQuant te interno razvijenom metodom. Za bolesnike s ET medijan re-
zultata dobiven s kompletom MutaQuant bio je 19,2 %, IQR 13,0 - 25,3 %, a s interno
razvijenom metodom 18,9 %, IQR 11,4 - 25,6 % (slika 1B). Rezultati nisu bili statistic-
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ki znacajno razliciti (p = 0,495). U skupini bolesnika s PMF za opterecenje mutira-
nim alelom je s kompletom MutaQuant dobiven medijan rezultata 35,2 %, IQR 19,9 -
54,0 %, a s interno razvijenom metodom 34,1 %, IQR 21,5 - 56,7 %, tj. bez statisti¢ki
znacajne razlike izmedu rezultata (p = 0,265) (slika 1C).

Slika 1. Box-Whiskerov dijagram za usporedbu A - rezultata za PV, B - rezultata za ET,
C - rezultata za PMF.
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Nadalje, ispitano je slaganje rezultata izmedu dviju metoda u razli¢itim kvartili-
ma opterecenja mutiranim alelom V617F. U tu su svrhu rezultati dobiveni objema me-
todama podijeljeni u Cetiri razli¢ita raspona (0 — 25%, 25 - 50%, 50 — 75% i 75 — 100%)
te usporedeni pri ¢emu je MutaQuant komplet smatran referentnom metodom. Re-
zultati su prikazani u tablici 1 (na kraju rada) te pokazuju da nije bilo statisticki zna-
¢ajne razlike ni u jednom od ispitivanih raspona. Passing-Bablokova regresijska ana-
liza svih rezultata dokazala je da ne postoji stalna i proporcionalna sustavna pogreska
izmedu dviju usporedenih metoda (odsjecak na osi Y -0,4522, 95 % CI = -1,88 - 0.67;
nagib 1,00, 95 CI% = 0,95 - 1,07) (slika 2A). Bland-Altmanov dijagram nije pokazao
razlike u rezultatima (slika 2B).
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Slika 2. A — Passing-Bablokov regresijski pravac; puna crta predstavlja pravac regresije, a
interval pouzdanosti prikazan je isprekidanom crtom; B — Bland-Altmanov dijagram rasprsenja

A B
100 # 0 g 40
o % o
2 30
£ ]
8 ° Ky £ 20 ) +1.965D
= 8 ° ° 193
3 S g ®© o
g o 5 0 00 O 35 o0 o
5 60 () i P L % S srednja razlika
= 3 0 Q o) o o -0,2
] £ o 2
8 = o 00 & o
g E 10 %920 o
= - o
£ 40 g 2% @ 0 °
= ° =050 K, -1.96 5D
b 00 g - -19,6
= 80 O o} =
2 20 O 755 N § 30
Q0 R 8
S SPS ‘Z’i -40 . )
4 £
0% 2 -50
0 20 40 60 80 100 s 0 20 40 60 80 100 120
ipsogen JAK2 komplet MutaQuant % srednja vrijednost kompleta MutaQuant (%) i interno razvijene metode (%)

Za komplet MutaQuant, krivulje umnazanja standarda razrijedenih deset puta i
standardna krivulja za divlji tip i alel V617F prikazane su na slici 3.

Slika 3. A — Amplifikacijske krivulje za deset puta razrijedene standarde te standardna
krivulja s nagibom i odsje¢kom na osi Y, iscrtane na temelju vrijednosti CT za divlji tip
JAK2 primjenom kompleta MutaQuant; B — amplifikacijske krivulje za deseterostruke

razrijedene standarde i standardna krivulja s nagibom i odsje¢kom na osi Y, iscrtane na

temelju vrijednosti CT za alel V617F primjenom kompleta MutaQuant
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Ucinkovitost PCR-a za divlji tip te alel V617F iznosila je 107 % i 101 %. Za inter-
no razvijenu metodu krivulje umnazanja standarda razrijedenih deset puta i standar-
dna krivulja za alel V617F prikazane su na slici 4.
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Slika 4. A — Amplifikacijske krivulje deseterostruko razrijedenih standarda; B -
standardna krivulja s nagibom i odsjeckom na osi Y, iscrtane na temelju vrijednosti CT
za JAK2 V617F primjenom interno razvijene metode.
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Ucinkovitost reakcije PCR za optere¢enje mutiranim alelom V617F odredena in-
terno razvijenom metodom iznosila je 93 %.

4. Rasprava

Otkri¢e mutacije V617F u genu JAK2 2005. bilo je od velike vaznosti jer je ta muta-
cija glavno obiljezje Ph-negativnih MPN i ubrzo je ukljucena u klasifikaciju SZO-a i
dijagnozu mijeloproliferacijskih zlo¢udnih tumora kao jedan od glavnih kriterija za
bolesnike s PV, ET i PMF (Tefferi et al., 2008). Otad su otkrivene i razli¢ite mutacije u
podskupinama tih bolesnika, no mutacija V617F u genu JAK2 ostala je najcesce ana-
lizirani molekulski biljeg u MPN (Gango et al., 2018; Ferreira Sergio et al., 2018). To
je ujedno otvorilo nova pitanja o klinickome i prognostickom znacenju opterecenja
mutiranim alelom V617F u svakoj podskupini bolesnika s MPN-om te je posljednic-
no dovelo do razvoja kvantitativnih metoda za pracenje tog opterecenja u genu JAK2.
Budud¢i da te metode rabe razli¢ite standarde, pocetnice, sonde i uredaje, zapazena je
nesukladnost rezultata medu laboratorijima (Lippert et al., 2009). Zbog toga su orga-
nizacije European LeukemiaNet i MPN&MPNr-Euronet zapoceli standardizaciju me-
toda da bi osigurali standarde koji ¢e biti komercijalno dostupni svim laboratorijima
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zainteresiranima za mjerenje optere¢enja mutiranim alelom, a ujedno su zapoceli s
predlaganjem najbolje analiticke metode za mjerenje.

Poduzimanjem tih aktivnosti ostvarena je prilika za mjerenje ne samo dijagno-
stickih uzoraka nego i uzoraka uzimanih tijekom pracenja bolesti u kojima se opte-
recenje mutiranim alelom moglo smanyjiti zbog terapije (Larsen et al., 2013) ili pove-
¢ati zbog napredovanja bolesti (Latagliata et al., 2018) ili se moglo koristiti kao biljeg
miminalne ostatne bolesti nakon presadivanja mati¢nih stanica (Shah et al., 2018). Za
tu su svrhu razvijeni komercijalni kompleti reagencija kao najlaksi na¢in za dobiva-
nje rezultata za opterecenje mutiranim alelom V617F. U studiji koju je podrzala tvrt-
ka Qiagen, a koja je ukljucivala 19 talijanskih laboratorija, ispitivala se u¢inkovitost
kompleta MutaQuant u usporedbi s nekoliko razli¢itih kvalitativnih ili kvantitativnih
metoda (Perricone et al., 2017). Zakljucak studije bio je da je komplet MutaQuant, za-
jedno s drugim dvjema kvalitativnim metodama, dovoljno osjetljiv da bi odredio ni-
sko opterecenje alelom V617F od 1 %. To je pouzdana analiza koja ima usporedive re-
zultate na razli¢itim uredajima te omogucuje ucinkovito i osjetljivo mjerenje razlicitih
postotaka optere¢enja mutiranim alelom.

Zbog financijskih troskova za komercijalno dostupne komplete reagencija ne-
koliko je istrazivaca zapocelo razvijati svoje vlastite metode za mjerenje optere¢enja
mutiranim alelom. Medunarodna studija koja je obuhvatila 12 laboratorija ispitala je
2013. devet razlicitih kvantitativnih metoda za mjerenje opterecenja mutiranim ale-
lom (Jovanovic et al., 2013). Zakljucak te studije bio je da je interno razvijena metoda
Larsena i suradnika (Larsen et al., 2007) najpouzdanija metoda ¢iji su rezultati bili us-
poredivi medu razli¢itim uredajima i s razli¢itim postotkom opterecenja mutiranim
alelom. Ta se metoda takoder pokazala optimalnom za prac¢enje minimalne ostatne
bolesti. Na temelju tih dviju velikih studija koje su potvrdile pouzdanost dviju razlici-
tih metoda, nas$ je cilj bio usporediti rezultate dobivene komercijalno dostupnim kom-
pletom MutaQuant proizvodaca Qiagen s interno razvijenom metodom (Larsen et al.,
2007) na razli¢itim uredajima. Rezultati za optereenje mutiranim alelom V617F do-
biveni objema kvantitativhim metodama za svaku podskupinu bolesnika s MPN sli¢-
ni su onima koje su zapazili ostali istrazivaci (Carobbio et al., 2009; Takahashi et al.,
2013; Barosi et al., 2017). Rezultati usporedbe metoda pokazali su da je u svakoj pod-
skupini bolesnika s MPN-om dobiven usporediv rezultat za medijan bez statisticki
znacajne razlike. Kad su rezultati podijeljeni prema kvartilima opterecenja mutiranim
alelom, takoder nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu rezultata. Ta je ¢i-
njenica potkrijepljena Passing-Bablokovom regresijskom analizom koja nije pokazala
stalnu i proporcionalnu sustavnu pogresku, a Bland-Altmanovom analizom nije usta-
novljena razlika u rezultatima izmedu metoda. Amplifikacijske i standardne krivulje
pokazale su odli¢nu povezanost izmedu broja kopija gena i CT vrijednosti za razrije-
dene standarde za alel V617F i za divlji tip JAK2, s time da su tocke standardne kri-
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vulje bile u liniji pravca, a u¢inkovitost PCR-a bila je 100 % i vrijednosti odsjecka na
osi Y bile su slicne za komplet MutaQuant i interno razvijenu metodu. Iako se osjetlji-
vost metoda nije procjenjivala, dobiveni rezultat za opterecenje mutiranim alelom za
jednog bolesnika s PV bio je ispod 1 % primjenom obiju metoda, $to je u skladu s ve¢
objavljenom osjetljivosti za komplet MutaQuant (Perricone et al., 2017) i osjetljivost
metode Larsena i suradnika (Jovanovic et al., 2013). U skladu s nasim rezultatima Asp
i suradnici (Asp et al., 2019) nedavno su pokazali rezultate studije s ukupno 16 uzora-
ka koji su bili poslani laboratorijima koji rabe razli¢ite metode i instrumente i koji su
potvrdili da su rezultati dobiveni metodom Larsena i suradnika (Larsen et al., 2007)
te primjenom kompleta MutaQuant usporedivi.

Prema nasim informacijama ovo je prva studija s vise od 100 razli¢itih uzoraka
bolesnika koja je usporedila rezultate dobivene dvjema najcesce koristenima kvanti-
tativnim metodama.

5. Zakljucak

Rezultati ove studije potvrdili su na $irokom nizu razlic¢itih postotaka optere¢enja
mutiranim alelom u 101 uzorku bolesnika pozitivnih na JAK2 V617F da nije bilo sta-
tisticki znacajne razlike izmedu rezultata dobivenih primjenom dviju kvantitativnih
metoda na razli¢itim uredajima. Stoga se moze zakljuciti da se i jedna i druga metoda
mogu koristiti u rutinskom radu. Takva je spoznaja vazna za sve laboratorije koji pla-
niraju uvesti kvantitativne metode za mjerenje opterecenja mutiranim alelom V617F
u svoju ponudu laboratorijskih pretraga, kao i za one koji ve¢ primjenjuju bilo koju od
ovdje istrazivanih metoda.

Tablica 1. Usporedba rezultata podijeljenih u Cetiri razli¢ita raspona opterecenja
mutiranim alelom V617F dvjema ispitivanim metodama

.. Komplet Mutaquant Interno razvijena metoda
Opterecenja ” ) Vrijednost p
alelom V617F Medijan IQR* Medijan IOR
%) (%) (%) (%)
0-25% 14,3 10,6 - 20,5 16,0 90-196 0493
25-50% 332 273 -42,5 30,6 249348 0,115
50-75% 62,7 553747 624 484 -76,7 0173
75 - 100 % 85,8 814 -892 89,5 84,2 -94,6 0,064
Zahvala

Autori zahvaljuju prof. dr. sc. Rajku Kusecu za dio reagensa upotrebljenih za interno
razvijenu metodu.

*

IQR - interkvartilni raspon
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Two quantitative methods for measurement of V617F
allele burden in JAK2 gene: comparison of results

Abstract

Mutation V617F in the JAK2 gene is the hallmark of Philadelphia negative myeloprolifera-
tive neoplasms (MPN). Due to numerous different V617F allele burden quantitative meth-
ods giving discrepant results, European LeukemiaNet and MPN&MPNr-Euronet initiated
standardization, providing commercially available WHO-standards for V617F allele bur-
den quantification. The aim of this study was to compare the results obtained by the most
frequently used quantitative methods, QTAGEN Mutaquant kit and an in-house method by
Larsen et al (2007). Quantification of allele burden was performed on DNA samples from
101 JAK2 V617F positive patients with JAK2 MutaQuant and with in-house RQ-PCR meth-
od. The comparison of methods showed results without statistically significant difference
in each subgroup of MPN patients. When the results were divided according to quartiles of
V617F allele burden, there was no statistically significant difference between MutaQuant
and the in-house method. Statistical analysis showed no constant and proportional bias and
no difference in method results. Efficiency of both methods was 100%. This study revealed
that both methods can be used interchangeably in routine practice.

Keywords: V617F mutation quantification; real time quantitative PCR; comparison of
methods; MutaQuant kit; in-house method



