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Losung Modul Primerdesign

In diesem Modul geht es um:
e Den Aufbau von Nukleotiden und Nukleinsauren (DNA)
e Primer und deren Aufgaben
e Erstellen von Primern

o Bedingungen fir Primer fiir die PCR
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Losungen zum Arbeitsblatt Primerdesign

Aufgabe 1
Bestimme die Kombinationsmoglichkeiten und die Anzahl der méglichen Bindestellen fir einen Primer

mit 8 und mit 17 Nukleotiden im menschlichen Genom. Erlautere, ab welcher Liange ein Primer
spezifisch ist.

LOSUNG:

Primer mit 8 Nukleotiden:

4% = 65.536 Kombinationsméglichkeiten und (3 x 10%) + 48 ~ 45.776 Bindestellen

Primer mit 17 Nukleotiden:
417 ~ 1,7 x 101° Kombinationsméglichkeiten und (3 x 10%) =+ 417 = 0,17 Bindestellen

Ein Primer ist flir das menschliche Genom dann spezifisch, wenn er mindestens 16 Nukleotide
enthalt. Kiirzere Primer haben rechnerisch mehr als eine mogliche Bindungsstelle:

15 Nukleotide: (3 x 10%) = 4> ~ 2,8 Bindestellen

16 Nukleotide: (3 x 10°) + 416 ~ 0,7 Bindestellen

Hinweis: Rein rechnerisch ergibt sich ab einem Wert von 16 Nukleotiden nur eine Bindestelle. Um
wirklich auf Nummer sicher zu gehen, wird jedoch in den meisten Fallen ein Primer gewahlt, der 18
oder mehr Nukleotide besitzt.

Aufgabe 2
Bestimme fir die folgenden Primersequenzen die Schmelz- und Annealingtemperatur.

LOSUNG:

Primersequenz (5°a 3°) Rechnung Annealingtemp. [°C
TCCTCGGCGTCTACTACCACAA 4-(3+9)+2-(5+5) 68 66
CCTGGATGGAGTCCGGCGT 4-(8+5)+2-(2+4) 64 62
ATCGTCCGCGAGCCCGAG 4-(6+7)+2-(3+2) 62 60

Warum ist die gewdhlte Annealingtemperatur im Experiment hoher als zwei der drei oben
berechneten Schmelztemperaturen?

Die Schmelztemperatur eines Primers gibt an, wann 50% der Primer in ihrer einzelstrangigen Form
vorliegen, also alle Wasserstoffbriickenbindungen getrennt sind. Das bedeutet im Umkehrschluss, 50 %
liegen in doppelstrangiger Form vor und kdnnen somit nicht genutzt werden, um an die DNA zu binden.
Die Primer hybridisieren besser mit der DNA, je ndher die Temperatur an der Schmelztemperatur liegt.
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Diese Temperatur wird neben der Berechnung auch experimentell bestimmt, da nicht nur die
Zusammensetzung des Primers eine Rolle spielt, sondern auch die Lange der zu amplifizierenden DNA
und die Salzkonzentration der PCR.

Je hoher man die Annealingtemperatur wahlt, desto spezifischer wird die Bindung. Dies hat
hauptsachlich physikalische Griinde. Es kommen nur Bindungen zwischen Primer und DNA zustande,
wo die Abfolge der Primer-Nukleotide zu einem sehr hohen Anteil zu der Abfolge der DNA-Nukleotide
passt. Jedoch kann es weniger Produkt am Ende geben. Je geringer die Annealingtemperatur, desto
unspezifischer wird die Bindung. Dadurch entsteht am Ende mehr Produkt. Jedoch nicht nur Produkte
die gewollt sind, sondern durch die unspezifische Bindung auch andere. Dies erkennt man in der
Auswertung an dem Auftreten von zusatzlichen Banden oder weniger definierten Banden.

Fir die hier vorliegenden Primerkombinationen wurde experimentell eine Annealingtemperatur von
65°C ermittelt. Bei dieser Temperatur gab es nur die zu erwartenden PCR-Fragmente in einer
ausreichenden Menge.
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