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Primer-Design

DNA-Primer werden in der Molekularbiologie bei der PCR und der DNA-Sequenzierung einge-

setzt. Es handelt es sich hierbei um so genannte einzelstrangige Oligonucleotide, die als Startse-

quenz flr die DNA-Synthesereaktion dienen.

Die PCR (polymerase chain reaktion)

Eine PCR lauft in der Regel in drei Schritten
ab. Erstens die Denaturierung des DNA-Dop-
pelstrangs (95°C), zweites das Annealing, die
Hybridisierung der Primer (=Binden der Primer
an die DNA-Matrize) und drittens der Elongati-
on, die Kettenverldngerung (72°C) (s. Abbil-
dung 1).

Die PCR wird eingesetzt, um spezifische Se-
quenzbereiche, von denen die flankierenden
Regionen bekannt sein missen (Primerbinde-

stellen), zu vermehren (amplifizieren).
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Temperaturverlauf eines PCR Zyklus

Abbildung 1: Temperaturverlauf wdhrend eines PCR-Zyklus

Zeit [min]

Zur Veranschaulichung sind in Abbildung 2 die Vorgange, die wahrend eines PCR-Zyklus im Re-

aktionsansatz ablaufenschematisch dargestellt.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Vorgédnge im PCR-Reaktionsansatz.
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Auswahl von PCR-Primern

Die Primer missen so gewahlt werden, dass sie spezifisch hybridisieren. Das heiB3t, sie dirfen
nur an der gewinschten Stelle an der DNA binden. Zu beachten ist dabei, dass das menschliche
Genom aus ca. 3.000.000.000 Basenpaaren besteht. AuBerdem sollte darauf geachtet werden,
dass am 3'-Ende mindestens zwei Basen stehen, die drei Wasserstoffbriicken ausbilden (G oder
C).

Lange des Primers und Wahrscheinlichkeit des Misspriming

Fur ein Dinucleotid gibt es 4> Kombinationsméglichkeiten, fiir ein Trinukleotid 4°. Statistisch ist so
fir ein Trinukleotid alle 4° = 64 Basen eine Hybridisierungsmaéglichkeit gegeben. Im Bezug auf das
menschliche Genom wiirde ein Trinucleotid an 3-10°- 64" = 4,6875-10" Stellen hybridisieren kon-

nen.

Aufgabe

Bestimmen Sie die Kombinationsmdglichkeiten und die Anzahl der mdglichen Bindestellen im

menschlichen Genom.

« 8-mer Primer (Oligonucleotid aus 8 Basen)
KombinationsmaglichKeiten: ...............eeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiines

- mdgliche Hybridisierungsstellen im menschlichen Genom: ............ccccccvvvvvnnnne.

« 17-mer Primer bindet rein rechnerisch alle ........ =17 179 869 184 bp.

Folgerung:

Ab einer Lange von 17 Nucleotiden ist ein Primer spezifisch, bezogen auf das menschliche Ge-

nom (3-10° Nucleotiden).

Annealing- und Schmelztemperatur (T;)

Die ideale Hybridisierungstemperatur (Annealingtemperatur) muss einerseits so niedrig sein, dass
es zur Hybridisierung zwischen Primer und Matrize kommt, und andererseits so hoch, dass sich
keine fehlgepaarten Hybride bilden. Diese Temperatur kann man abschéatzen, indem man die

Schmelztemperatur (T,,) des Hybrids aus Primer und Matrize ermittelt.

Bei T, dissoziiert (,schmilzt) das vollstandig gepaarte Hybrid; bei 1 bis 2°C darunter kénnen sich

in der Regel nur richtige Hybride zwischen Primer und Matrize bilden.
Formel zur Ermittlung der T:
Tn=4-(G+C)+ 2. (A+T) [°C]
Die Hybridisierungstemperatur in einem PCR-Experiment sollte dann fir beide Primer ca. 1 bis

2 °C unter der T, liegen.
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Aufgaben

Bestimmen Sie fur die folgenden Oligonucleotide die Schmelz- und die Annealingtemperatur.

Anne-
Primersequenz Tn
Rechnung aling-
(5" 3) [°C]
temp. [°C]
AGACATCAGAGAGAGACCC
ACAGGATTTAGCCTACGG

TAGCCAGAGGTAGCCCAGG

Nennen Sie die zwei Faktoren von denen die Spezifitdt der Primerhybridisierung im wesentlichen

abhéangt:

Ermitteln Sie die Primersequenzen:

Die dargestellte Sequenz soll via PCR amplifiziert werden. Die Primer sollen so gewahlt werden,

dass sie an den unterstrichenen Bereichen binden.

5' - TTGATTGITTTTCCCCCACTGCTGATGCAGT GTGT GTGTGT GT GT GT GT GAGGT GAACAAGAACGAAAAGAGTAATAAATTCG: 3

R R R N R NN EA NN mmmmmnnEnmEEnEEnEEnEEEEEEEEENEE
3' - AACTAACAAAAAGGGGGT GACGACT ACGT CACACACACACACACACACACT CCACTTGT TCTTGCTTTTCTCATTATTTAAGC: 5'

left-Primer:  Sequenz: 5' - ... ... .o oot e e s e i e s e e e e 2 = 3

right-Primer:  Sequenz: 5' - ... ... ... oo ol e s e s e e e e e e = 3

Weitere wichtige Kriterien zum Primerdesign

e Beide Primer dirfen nicht komplementér zueinander sein.
=> sonst Dimerenbildung

e Beide Primer mlssen eine ahnliche Schmelztemperatur aufweisen
=> sonst keine spezifische Hybridisierung beider Primer mdglich

e Das 5-Ende des Primers darf nicht komplementar zum 3'-Ende sein

=> sonst Haarnadel-Bildung
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