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 چکیده

 واسطه با های پاسخ می تواند با افزایش T-betفاکتور رونویسی  ،صورت گرفتهبر اساس مطالعات  زمینه و هدف:

Th1 گامااینترفرون  و تولید سایتوکاین های پیش التهابی مانند (IFNγ)  آلفا فاکتور نکروز دهنده تومور و  

(TNF-α)، هدف از انجام این مطالعه بررسی بیان باشد.  سلیاک موثر بر پیشرفت التهاب و وخیم تر شدن بیماری

ر مقایسه د ماه یا بیشتر 6به مدت  به بیماری سلیاک تحت رژیم غذایی بدون گلوتن تلادر بیماران مب  T-betژن

 . دبا افراد سالم بو

نمونه از  20سلیاک و بیماری به تلا از بیماران مب خون محیطی نمونه 20در این مطالعه ابتدا تعداد  کار: روش

جفت پرایمر اختصاصی ،  cDNAو سنتز  RNAپس از استخراج جمع آوری شد.  به عنوان گروه کنترل د سالمافرا

 بررسی سپس انجام گردید و PCR قرار گرفت.مورد استفاده ، بلاستطراحی و پس از تایید با نرم افزار  T-betژن 

 .گرفتصورت  Real-time PCR روشا ب T-bet ژنبیان 

و تعداد ) 37.05±16.07) ماریدر گروه ب  ( مرد%40نفر ) 8و زن ( %60نفر ) 12مطالعه تعداد  نیدر ا یافته ها:

 در بیماران T-bet بیان ژنشدند.  یبررس) 36.47±8.62) ( مرد در گروه کنترل%35نفر ) 7( زن و %65نفر ) 13

اختلاف معنا داری  در مقایسه با افراد سالمماه یا بیشتر  6فاقد گلوتن برای  رژیم تحت سلیاکمبتلا به بیماری 

 .(:Pvalue 0.27) نشان نداد

 میتحت درمان با رژ اکیسل یماریمبتلا به ب مارانیژن در ب نیا انیب رییتغ یکمّ یبررس جینتا نتیجه گیری:

 ومارکریژن به عنوان ب نیاز ا توانیبا افراد کنترل نشان داد که نم سهی( در مقاماه یا بیشتر 6یگلوتن )برا قدفا ییغذا

 از افراد سالم استفاده نمود. مارانیگروه از ب نیجهت افتراق ا یصیتشخ

PCR، پرایمر، ، رژیم فاقد گلوتنT-bet: سلیاک ، واژگان کلیدی
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 مقدمه

نیـز نامیده  (GSE)2که به نام هـای اسـپروی سلیاک و آنتروپاتی حـساس بـه گلـوتن  (CD)1بیماری سلیاک 

می شود، یک بیماری خودایمن مزمن گوارشی است. در افـرادی کـه از نظـر ژنتیکـی مـستعد بروز بیماری سلیاک 

سبب بروز کـه  بخشی از ساختمان بسیاری از غلات مانند گندم، جو و چاودار است  3هـستند، مصرف گلـوتن

آسیب مخاط روده می شود. در این بیماری پرزهای روده ای از بین رفته و قابلیـت  وپاسخ های ایمنی نامناسب 

و بیمار در اثر سوءجذب  تواند مواد مغذی مورد نیاز را دریافت کندجـذبی روده کـاهش می یابد، در نتیجه بدن نمی

  .(4–1) دگرددچار کاهش وزن و اختلالات رشدی و گوارشی می

 سلول های محیطــی نقش دارند.، ژنتیــک و عوامل گلوتن جمله از یمختلف عوامل اکیسل یماریب پاتوژنز در

41Th 4+ یسلول ها از رده یCD T دیو با تول شتهدانقش  یسلول یمنیا یهستند که در پاسخ ها ییاجرا 

 سبب ، )βTNF(6 بتا تومور دهنده نکروز فاکتور و )γIFN(5 گامامانند اینترفرون  یالتهاب شیپ یها فاکتور

هم شناخته  TBX21 گریکه با نام د T-betژن . (7–3,5) شوندمی و پیشرفت بیماری سلیاک التهاب  شیافزا

اری از یدر بس T-betاست.  شده محافظتو بسیار  بوده T-boxرونویسی  فاکتورهای عضوی از خانواده شود، یم

 Tهای سلول های سیستم ایمنی اکتسابی و ذاتی نقش مهمی داشته و از تنظیم کننده های اصلی تمایز سلول

  .(2,8,9)اولیه است T از سلول های  Th1)) کمکی نوع اول

بیماری سلیاک تحت رژیم  در نمونه های خونی بیماران مبتلا به T-betبیان ژن  این مطالعه بررسی انجام هدف از

 .(7,10)بود لوتن در مقایسه با افراد سالم غذایی بدون گ

 

 

                                                           
1 Celiac disease 
2 enteropathy sensitive-Gluten 
3 Gluten 
4 1 Thelper 
5 Interferon gamma 
6 Tumor necrosis factor alpha 
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 مواد و روش ها:

 نمونه: یجمع آور

، جامعه مورد های بین دو گروه بیمار و کنترل انجام شدبررسی تفاوتکه به منظور  شاهدی-در این مطالعه مورد 

)برای  که تحت رژیم غذایی بودند اکیسل یماریمبتلا به ب ماریب 20 )گروه کنترل( و  فرد سالم 20 شامل بررسی

بیمارستان طالقانی مراجعه کلینیک بیماری های گوارش و کبد  جهت درمان یا تشخیص به و ماه( 6مدت حداقل 

و  اندوسکوپی شاتیآزما که گروه بیماران شامل افرادی استدر  مطالعهبه ها نمونه معیار ورود  .بودند، بود کرده

ابتلا به انواع  و سابقه مثبت گزارش شد اکیسل  برای بیماری  ) 8Anti EMA, 7IgAtTG( هاآن یکیسرولوژ

سابقه ابتلا که  بود گروه کنترل نیز شامل افرادی معیار های ورود برای .را نداشتنددیگر ی منیخود ا یهایماریب

 ابتلاحاملگی و شامل گروه  هردو فاکتورهای خروج برای خویشاوندانشان دیده نشد.یا به بیماری سلیاک در خود و 

در نظر  عفونت دستگاه گوارشو های خونی، سرطان کولورکتال، بیماری التهابی و خود ایمنی، بیماری هرگونهبه 

 .گرفته شد

وی و در لوله حا شد سی سی خون محیطی گرفته 8-10حدود  توسط پزشک متخصصاز افراد شرکت کننده  

عه رضایت نامه از کلیه افراد وارد شده به مطال .محقق تکمیل گردید توسط و پرسشنامه نیزضد انعقاد جمع آوری 

ید بهشتی آگاهانه کتبی با مجوز کمیته اخلاق پژوهشکده  بیماری های گوارش و کبد دانشگاه علوم پزشکی شه

 (.IR.SBMU.RIGLD.REC.1399.035 )کد اخلاق دریافت گردید

 

 

                                                           
7 Tissue transglutaminase 
8 ndomysial antibodiesE 
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 : cDNAاز خون تازه و سنتز  RNAاستخراج 

 یکتا تجهیز YTA Total RNA Purification Mini Kitاز کیت  RNAبرای استخراج در این مطالعه 

های به دست  RNA. و تمامی مراحل استخراج طبق پروتکل درج شده در کیت انجام شد )تایوان( استفاده شد

 .درجه سانتی گراد نگهداری شدند -70آمده تا انجام مراحل بعدی در دمای 

صورت و اسپکتروفتومتر  (% 1.5 روی ژل آگارز) الکتروفورز توسطاستخراج شده  RNAبررسی کمی و کیفی 

   درجه سانتیگراد ذخیره گردید. - 70دمای تا انجام مراحل بعدی در  استخراج شده RNA سپس .گرفت

استفاده  (step 2x RT- PCR Pre- mix Taq, Korea 2) بایوفکت از کیت شرکت cDNAجهت سنتز  

استخراج  RNA های از روی نمونه طبق دستورالعمل کیت و( dT) گویاول مریبا استفاده از پرا ها  cDNAگردید و

درجه  50 ،)( دقیقه 5گراد به مدت درجه سانتی 25های آماده شده با برنامه دمایی میکروتیوب ساخته شدند. شده

  طـول زنجیر نهایی افـزایش) دقیقه 5به مدت  درجه 95و  س(نسخه برداری معکو) دقیقه  30به مدت گرادسانتی

 یدرجه تا انجام مراحل بعد -70 زریشده در فر هیته یها cDNAدر نهایت  قرار داده شدند. PCRدر دستگاه )

  نگهداری شدند. شیآزما

 طراحی پرایمر

 توالیانجام شد.  βact ژن مرجع نیچن همو  (T-bet) مورد نظر ، طراحی پرایمرهای ژن cDNAاز ساختپس 

به آدرس  (NCBI) یفناور ستیمذکور از پایگاه اینترنتی مرکز ملی اطلاعات ز یهاژن

https://www.ncbi.nlm.nih.gov افزار دریافت و به کمک نرمGene Runner یهایتوال یبرا مرهایپرا 

از نظر پرایمر ها  NCBI/Primer-BLASTبا استفاده از نرم افزار  ،ی. پس از طراحدشدن یمورد نظر طراح

در پرایمرهای طراحی شده  یهایژگیو و های. توالقرار گرفتند یبررسمورد به ژن هدف  یو اتصال اختصاص یتوال

 شده است. آورده 1 جدول
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 ی مورد مطالعهمرهایپرا ی و مشخصاتتوال: 2جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (:PCR)مراز یپل رهیواکنش زنج

 ,PCR PCR Mastermix ,Yekta Tajhiz Azma کیتبا اسـتفاده از  T-betژن   یبـرا PCR  واکنـش

Taiwan, YTA  صورت گرفت.)تایوان( آزما  کتا تجهیزی 

 دردرجه سانتی گراد  57-60 ییدما بازه در مختلف یدما نیچند مریپرا یبراPCR  انتیگراد روش به ابتدا در

 یبـا حجم کل PCR برای تهیه مخلوط. گردید  هیته واکنش مخلوط تیک از استفاده با سپس و شد  گرفته نظر

و  Forward از پرایمرهای تـریکرولیم dNTP،   µl 0.5 از µl1 بافر،  از µl2.5 میزان ، تـریکرولیم 25

Reverse  کومولیپ 10بـا غلظـت،  µl 0.5 از Taq DNA polymerase و  µl 1  ازcDNA گردید  استفاده

 Thermal Cycler, Master) ترموسایکلر اهدر دستگ و شد رسانده حجم بهRNase Free  آباستفاده از با  و

cycler, Eppendorf AG, Germany, Hamburg)   درجه سانتیگراد  95روی  آن دمایی برنامه .گرفتقرار

درجه  72ثانیه،  30درجه سانتیگراد به مدت  58-60ثانیه،  40درجه سانتیگراد به مدت  95دقیقه،  5به مدت 

دمای 

 ذوب

˚C 

GC%درصد 

 
 

طول 

 پرایمر

نام  توالی پرایمر

 پرایمر

58.09 55.00 

 

 

20 GTAGTTGGTTGGGGAAGTGG T-bet 

(F) 

57.98 

 

 

55.00 

 

 

20 
 

CTCTCAGGTTTCATCGTGGG T-bet 

(R) 

87/57 62\47 21 ATGTGGCCGAGGACTTTGATT βact 

(F) 
82/59 38\59 21 AGTGGGGTGGCTTTTAGGATG βact 

(R) 
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 این بیشتر تکثیر منظور به و شدهثانیه تنظیم  10درجه سانتیگراد به مدت  72ثانیه و  30سانتیگراد به مدت 

 .گردید بار تکرار 40 واکنش

 برایو  استفاده شد %5/1ژل اگارز روی  لکتروفورزااز   ،T-bet ژن یرندهدربرگ ژنی قطعه تکثیر از اطمینان جهت

 نـانیاطم یبـرا  .شد استفاده Fermentas  شرکت Ladder   50 bp از شده الکتروفورز قطعات اندازه تعیین

 PCR ـازیمـواد مـورد ن یحـاو ی. کنتـرل منفـدیگرداسـتفاده  زین ی،از کنترل منفـ PCR انجـام صحـت از

نور فرابنفش عکس  اثرتحت  و  Gel  documentation دستگاه لهیسو هب کار، یانتها در .بود cDNA بـدون

 .شد گرفتهژل 

   :Real Time PCR  کیاستفاده از تکن با ژن انیب یکم یبررس

 Real-time یاختصاص ریغ روش بین دو گروه بیمار و سالم از T-bet  به منظور بررسی کمی تغییرات بیان ژن

PCR   استفاده از سایبرگرین( و دستگاه(Rotor-Gene Q Series اطمینان از عدم حضور جهت  شد. استفاده

. برای اطمینان بود βact ژن مرجع در این مطالعه ژن . گردیداز منحنی ذوب استفاده  نیز پیک های غیراختصاصی

 گذاشته شد.  Duplicateصورت  از مفاهیم آماری، هر نمونه به

 Master mix (10میکرولیتر از  10، میزان (βact) کنترل داخلی و T-bet میکس واکنش برای ژنبرای تهیه 

μM)، 0.5  میکرولیتر  از هریک از پرایمرهایForward وReverse ،1 میکرولیتر cDNA   به هر میکروتیوب

میکرولیتر رسید. سپس برنامه  20شد و در پایان با استفاده از آب مقطر دیونیزه حجم هر میکروتیوب به  اضافه

 برای آن تعریف گردید. 2دمایی مطابق جدول 
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 Real-time PCRدر   T-betژن  یبرا یی: برنامه چرخه دما2جدول 

 تکرار زمان دما مراحل

گراددرجه سانتی 95 (اولیه دناتوراسیون)اول  مرحله دقیقه 15  سیکل 1   

 ((Real Time PCR  دوم  همرحل

 

گرادسانتیدرجه  95  

گراددرجه سانتی 60  

ثانیه 20  

ثانیه 60  

سیکل 40  

 Melt Curve مرحله سوم

 

 :داده ها زیآنال

 از نرم افزار یریاستفاده شد و با بهره گ ctاز روش دلتا دلتا   Real time PCR ی حاصل ازداده ها زیآنال یبرا

(prism (v.7   وSPSS  شد.انجام آنالیز آماری

 یافته ها:

 اطلاعات افراد شرکت کننده: 

نفر  13و تعداد  ) 37.05±16.07) ماری( مرد در گروه ب%40نفر ) 8و زن ( %60نفر ) 12مطالعه تعداد  نیدر ا

گروه بین سن و جنس بیماران و  شدند. یبررس ) 36.47±8.62) ( مرد در گروه کنترل%35نفر ) 7( زن و 65%)

کاهش و  ) 77.10% )نفخ  مربوط به  ترین علائم گوارشی بیمارانشایع . ف معناداری مشاهده نگردیدلاکنترل اخت

 68.80) خونی و کم) 70.80% ) خستگیمربوط به ترین علائم غیرگوارشی آن ها بوده و شایع ) 43.80% )وزن 

 (.1)شکل بود  ) %
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(ی)آب مارانیب یگوارش ریغ و)بنفش(  یگوارش علائم نمودار: 1 شکل

 

 درصد: 1.5آگارز  ژل و الکتروفورز روی PCRنتایج حاصل از 

هدف  یبه توال یاتصال اختصاص و ریتکث ص،یژن مورد نظر در تشـخ مریپرا  حیعملکـرد صح یبررسـ یبرا 

 انتیرادگ زین PCR  واکنش یسـاز نهیسنتز شده صورت گرفت. به منظور به یها cDNA یبرا PCR  واکنش

 %1.5ژل آگارز  یژن مورد مطالعه گذاشـته شـد و بعد از تمام شدن واکنش، محصول بر رو مریپرا یبرا ییدما

 T-bet ژن یشده برا ریاندازه قطعه تکث. ژل مشاهده شد یمربوط به خود رو زیشد و قطعه ژن در سا یبارگذار

صورت   PCR . در واکنشنشان داده شده است 2که در شکل  باشـد یجفـت بـاز مـ  80ژل آگارز  یبـر رو

نمونه سایر گرفت، وجود باند در  جهیتوان نت یم نیمشـاهده نشـد بنابرا یباند چیه یگرفته،در نمونه کنترل منف

  ت.اســ یباند و عدم وجود آلودگ تیکننده اختصاص دییها تا

درجه  60 یدر دما تریکرولیم 0.5 مریاز مقدار پرا 5/1اگارز  یوالکتروفورز رو PCRحاصل از  جینتابر اساس 

 استفاده شد. Real-Time PCRواکنش  جامگراد جهت ان یسانت
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pcr روش با یبررس مورد یها نمونه ژل عکس: 2 شکل

 

 : Real Time PCRحاصل از انجام واکنش  جینتا

آورده شده است. آنالیز آماری به  3دو گروه بیمار و کنترل درشکل خون های ، در نمونهT-bet مقایسه بیان ژن

نشان داد که بیان   Real-time PCR کیبا استفاده از تکن T-betژن  انیسنجش ب جینتاروی  t-Testروش 

( ) شکل Pvalue: 0.27بیمار نسبت به گروه کنترل تفاوت معناداری نداشت )گروه خون در نمونه  T-betژن 

3 .) 
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50 bp  
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  T-bet ژن انیب راتییتغ زانی: م3 شکل       به تبنس مارانیب گروهدر 

 کنترلگروه 

ژن  و منحنی ذوب  T-betمنحنی ذوب ژن  1در نمودار 

 آورده شده است. β-actمرجع 

 

 

 

 

از نمونه ها یدر تعداد βACTژن  نیو هم چن T-betذوب ژن  ی: منحن1 نمودار

 

 

بحث

 شیافزا و هیاول T  یاز سلول ها Th1 یسلول ها زیتما یاصل فاکتوربه عنوان  T-betدر این مطالعه بیان ژن 

نسبت به گروه  بیماری سلیاکبیماران مبتلا به خون محیطی ، در نمونه التهاب دیو تشد Th1با واسطه  یپاسخ ها

جفت پرایمرهای اختصاصی، ارزیابی گردید. نتایج این مطالعه حاکی از عدم وجود تفاوت معنادار طراحی با  کنترل

 :Pvalue) بین بیماران مبتلا به بیماری سلیاک تحت درمان با رژیم غذایی فاقد گلوتن و گروه کنترل سالم بود

ی، در اثر کیاز نظر ژنت در افـراد مـستعد که استروده ای مزمن و  منیخودا یماریب کیبیماری سلیاک . (0.27

βACT 

T-bet 

T-bet 
βACT 
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با پاسخ به وجود می آید و گندم، جو و چاودار  دساختمان بسیاری از غلات ماننموجود در گلـوتن  مصرف پروتئین 

هم  TBX21 گریکه با نام د T-betژن  . (13–11)شود یمخاط روده م بیایمنی نامناسب منجر به آس یها

از تنظیم کننده های اصلی تمایز  T-bet. است T-boxفاکتورهای رونویسی  عضوی از خانواده شود، یشناخته م

 گردد می و تشدید التهاب Th1 واسطه با های پاسخ افزایش سبب اولیه است وT  از سلول های Th1سلول های 

تواند در افزایش التهاب در بیماری و  می T-betتایج مطالعات حاکی از آن است که افزایش بیان ژن . ن(8,14)

در بیماران مبتلا به بیماری سلیاک مطالعات   T-betدر مورد بیان ژن  .(7,15)پیشرفت بیماری نقش داشته باشد

با استفاده از تکنیک فلوسایتومتری و بررسی  2009و همکارانش در سال  Frisullo  محدودی صورت گرفته است.

و مونوسیت ها  سل هاCD4+ , CD8+ T cells  CD19+   B,در سلول های ، T-betبیان فاکتور رونویسی 

بیمار مبتلا به بیماری سلیاک تحت رژیم  15بیمار مبتلا به بیماری سلیاک درمان نشده،  15 در خون محیطی

در بیماران مبتلا به بیماری سلیاک  T-betفرد سالم نشان دادند بیان فاکتور رونویسی  30غذایی فاقد گلوتن و 

ا این افزایش بیان را ناشی از درمان نشده نسبت به گروه کنترل و بیماران سلیاکی درمان شده بیشتر است. آن ه

در  T-betافزایش پاسخ های ایمنی نوع اول در نتیجه مصرف گلوتن دانستند. به علاوه در این مطالعه در بیان 

بیماران مبتلا به بیماری سلیاک تحت رژیم غذایی گلوتن نسبت به گروه کنترل تفاوت معناداری مشاهده نشد. آن 

در خون محیطی  T-betعایت رژیم غذایی فاقد گلوتن در بیماران دانستند و بیان ها این عدم تفاوت را به علت ر

هم  این یافتهرا فاکتوری جهت بررسی روند بیماری و پاسخ بیماران به رزیم غذایی فاقد گلوتن در گزارش کردند. 

 .(14)بود  ما راستا با یافته مطالعه

Monteleone  در مطالعه ای بر روی بیان  2015و همکارانش در سالT-bet  بیوپسی روده کوچکدر نمونه 

نمونه  27رژیم غذایی فاقد گلوتن و بیمار مبتلا به بیماری سلیاک تحت  8بیمار مبتلا به بیماری سلیاک،  18

در بیماران مبتلا به بیماری سلیاک و نبود اختلاف  T-bet، افزایش بیان RT-PCRکنترل با استفاده از تکنیک 

 نتیجه این مطالعه میتوان را در بیماران تحت رژیم نسبت به گروه کنترل گزارش کردند که T-betمعنادار در بیان 

با استفاده  2011و همکاران در سال  Lahdenperahc. از طرفی (17) ه ما در نظر گرفتیافتنیز هم راستا  را 
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کودک مبتلا به بیماری سلیاک  7بر روی نمونه خون محیطی  T-betو بررسی بیان  real-time PCRاز تکنیک 

در این بیماران قبل و  T-betنمونه سالم نشان دادند میزان بیان  6قبل و بعد از رعایت رژیم غذایی فاقد گلوتن و 

می تواند ناشی  در نتیجه حاصل شدهف لااین اختبعد از رعایت رژیم نسبت به گروه کنترل افزایش داشته است. 

باشد. دلیل و و همکاران   Lahdenperahcدر مطالعه انجام شده توسط  بررسیکم بودن جمعیت مورد از 

 . (18) مکانیسم های دقیق این تغییرات هنوز به طور کامل بررسی نشده است

 نتیجه گیری

-Tمطالعه حاضر به ما نشان داد که می توان از جفت پرایمر طراحی شده در این تحقیق جهت بررسی بیان ژن 

bet  استفاده کرد. نتایج  تحت رژیم غذایی فاقد گلوتن بیماران مبتلا به بیماری سلیاکخون محیطی در نمونه

ه حت درمان با رژیم غذایی فاقد گلوتن )ببررسی کمیّ تغییر بیان این ژن در بیماران مبتلا به بیماری سلیاک ت

توان از این ژن به عنوان بیومارکر تشخیصی  ( در مقایسه با افراد کنترل نشان داد که نمیماه یا بیشتر 6مدت 

جهت افتراق این گروه از بیماران بیماران از افراد سالم استفاده نمود. از آن جایی که آنالیز مولکولی ژن های 

انجام مطالعات باشد، پازل پاتوفیزیولوژیکی بیماری سلیاک  کننده تکمیلاند بیانگر چگونگی ایجاد و التهابی، می تو

 که از مهمترین مسیرهای بیماری زایی سلیاک است توصیه میگردد. Th1بیشتر روی ژن های مرتبط با مسیر 
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 Quantitative evaluation of T-Bet gene expression in patients with celiac 

disease on a gluten-free diet 

 

Background and Aim: Based on previous studies, T-bet can be effective in inflammation and 

worsening of celiac disease by improving the progression of Th1-mediated responses and the 

production of pro inflammatory cytokines such as interferon-gamma (IFNγ) and tumor necrosis 

factor-alpha (TNF-α). The aim of this study was to evaluate the expression of T-bet gene in 

patients with celiac disease on a gluten-free diet for 6 months or more compared with healthy 

individuals. 

Methods: In this study, 20 peripheral blood samples were collected from patients with celiac 

disease and 20 samples from healthy individuals as a control group. After RNA extraction and 

cDNA synthesis, a specific primer pair of T-bet gene was designed and used after confirmation 

with blast software. PCR was performed and then T-bet gene expression was assessed by real-

time PCR. 

Results: In this study, 12 (60%) females and 8 (40%) males in the patient group and 13 (65%) 

females and 7 (35%) males in the control group were studied. T-bet gene expression was not 

significantly different in patients with celiac disease on a gluten-free diet for 6 months or more 

compared with healthy individuals (0.27 Pvalue :). 

Conclusion: The results of quantitative analysis of the expression of this gene in patients with 

celiac disease treated with gluten-free diet (for 6 months or more) compared with controls 

showed that this gene cannot be used as a diagnostic biomarker to differentiate Patients from 

healthy individuals. 

Keywords: Celiac, T-bet, Gluten Free Diet, Primer, PCR 
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