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Beschreibung Modul Primerdesign 

In diesem Modul geht es um: 

• Den Aufbau von Nukleotiden und Nukleinsäuren (DNA) 

• Primer und deren Aufgaben 

• Erstellen von Primern 

• Bedingungen für Primer für die PCR 
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Information zum Primerdesign 
Wie ist die DNA / RNA aufgebaut? 
Die DNA ist Träger der ErbinformaPon. Dies bedeutet, sie ist die Bauanleitung eines Organismus. Alle 
wichPgen InformaPonen sind in der DNA codiert.  
Die DNA besteht aus Einzelbausteinen, welche man NukleoPde nennt (Abbildung 1Ⓐ). Ein NukleoPd 
besteht aus einer Phosphatsäure, einem Zucker und einer Base. Bei den Basen unterscheidet man vier 
verschiedene: Thymin, Cytosin, Adenin und Guanin (Abbildung 1Ⓑ), wobei in der RNA die Base Thymin 
durch Uracil ersetzt ist. Der Zucker ist der Namensgeber der DNA bzw. RNA. In der DNA ist der Zucker 
eine Desoxyribose, in der RNA eine Ribose.  

 

 
Abbildung 1: Bau der Nukleotide Ⓐ und DNA-Nukleotidbasen Ⓑ 

 

Jedes DNA-Molekül besteht aus zwei DNA-Strängen die anPparallel, also gegenläufig zueinander, 
verlaufen (Abbildung 2). Die DNA-Stränge sind an ihren Enden nummeriert. Sie besitzen ein 3´- und ein 
5´-Ende. Die Nummerierung bezieht sich auf die Kohlenstoffatome in der Desoxyribose bzw. Ribose 
(siehe Abbildung 1Ⓐ). 
Die beiden DNA-Stränge sind über die Basen miteinander verknüpd. Hierbei paart immer eine Adenin-
Base (A) mit Thymin (T) und umgekehrt, und eine Guanin-Base (G) mit Cytosin (C) und umgekehrt. 
Zwischen den Basen werden Wasserstofrückenbindungen ausgebildet: pro AT-Paar zwei und pro GC-
Paar drei Wasserstofrücken (Abbildung 2). Somit ist eine GC-Bindung stabiler als eine AT-Bindung, da 
mehr Wasserstofrücken ausgebildet werden. Dies ist später auch für die Primer wichPg.
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Abbildung 2: DNA-Raumstruktur und Basenpaarung 

Was ist ein Primer? 
Ein Primer ist ein künstlicher DNA-Einzelstrang, welcher passgenau zu einem kleinen Teil der beiden 
DNA-Stränge ist. In der Regel besteht er aus ungefähr 15 bis 30 NukleoPden. Er wird während der DNA-
ReplikaPon benöPgt, sowie in der Molekularbiologie und in der Medizin bei der PCR und Sequenzierung 
eingesetzt.  

Welche Aufgabe hat ein Primer? 
Der Primer markiert den Start für das Enzym Polymerase, welches DNA-Stränge synthePsiert. Ohne 
einen solchen Startpunkt könnte die DNA-Polymerase den DNA-Strang nicht erkennen und würde ihn 
folglich auch nicht replizieren.  
Um einen Primer herstellen zu können, muss die zu untersuchende DNA-Sequenz bekannt sein. Anhand 
der zu untersuchenden DNA-Sequenz werden mithilfe von Computerprogrammen die Primer künstlich 
hergestellt. Hierzu wird festgelegt aus wie vielen NukleoPden ein Primer bestehen soll und welche 
Bedingungen während der PCR vorherrschen. Anschließend schlägt das Programm bestenfalls mehrere 
Primer vor. 
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Arbeitsblatt Primer Design 
Wie konzipiere ich einen Primer? 
Die Primer müssen so gewählt werden, dass sie spezifisch hybridisieren. Das heißt, sie dürfen nur an 
der gewünschten Stelle an der DNA binden. Zu beachten ist dabei, dass das menschliche Genom aus 
ca. 3 Milliarden Basenpaaren besteht. Für einen Primer, der z.B. aus nur drei NukleoPden besteht, gibt 
es 43 KombinaPonsmöglichkeiten. StaPsPsch ist für ein TrinukleoPd alle 43 = 64 Basenpaare eine 
Hybridisierungsmöglichkeit gegeben. In Bezug auf das menschliche Genom würde ein TrinukleoPd an 
3 x 109 / 64 = 4,6875 x 107 Stellen hybridisieren.  Außerdem sollte darauf geachtet werden, dass am 3'-
Ende mindestens zwei Basen stehen, die drei Wasserstofrücken ausbilden (G oder C). Um dies alles 
zu berücksichPgen, so dass ein Primer nur an den gewünschten Stellen bindet, kann man den Primer 
möglichst lang gestalten. Dabei reichen meistens ca. 17 bis 28 NukleoPde. Beim Konzipieren achten 
Forschende zusätzlich darauf, dass die Primer nicht miteinander oder mit sich selbst binden, damit sie 
nur an die gewünschte Stelle der DNA binden.  
 
Aufgabe 1 
BesPmme die KombinaPonsmöglichkeiten und die Anzahl der möglichen Bindestellen für einen Primer 
mit 8 und mit 17 NukleoPden im menschlichen Genom. Erläutere, ab welcher Länge ein Primer 
spezifisch ist. 
 
Damit ein Primer überhaupt an der DNA binden kann, muss diese in zwei Einzelstränge getrennt 
werden. Dies ist möglich, wenn man die DNA auf eine Temperatur von 95C° erhitzt. Nachdem zwei 
Einzelstränge vorliegen, kann der Primer binden. Auch hier gibt es Aspekte, die bedacht werden sollten. 
Die ideale Hybridisierungstemperatur (Annealingtemperatur) muss einerseits so niedrig sein, dass es 
zur Hybridisierung zwischen Primer und DNA-Vorlage kommt, und andererseits so hoch, dass sich keine 
fehl-gepaarten Hybride bilden. Diese Temperatur kann man abschätzen, indem man die 
Schmelztemperatur (Tm) des Hybrids aus Primer und DNA-Vorlage ermiQelt. Bei dieser Temperatur 
dissoziiert („schmilzt“) das vollständig gepaarte Hybrid; bei 1 bis 2 C° darunter können sich in der Regel 
nur richPge Hybride zwischen Primer und DNA-Vorlage bilden. 
Formel zur ErmiQlung der Tm: 
Tm = 4 · (G+C) + 2 · (A+T) [°C]  
 
Aufgabe 2 
BesPmme für die folgenden Primersequenzen die Schmelz- und Annealingtemperaturen. 
 

Primersequenz (5´à 3`) Rechnung Tm [°C] Annealingtemp. [°C] 

TCCTCGGCGTCTACTACCACAA    
CCTGGATGGAGTCCGGCGT    
ATCGTCCGCGAGCCCGAG    

 
 


