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Abstract: Auf Papier gedruckte oder auf Mikrofilm projizierte
Information kann mehr als 500 Jahre iiberdauern. Die Spei-
cherung von digitaler Information iiber Zeitrdume iiber 50
Jahre stellt hingegen eine grofie Herausforderung dar. Hier
zeigen wir, dass digitale Information auf DNA gespeichert
werden kann und auch nach wesentlich lingeren Zeitriumen
wieder fehlerfrei auslesbar ist. Um eine Wiederherstellung der
gespeicherten Information zu gewdhrleisten, wurde DNA in
eine anorganische Matrix eingeschlossen. Zusdtzlich dazu
wurden fehlerkorrigierende Codes verwendet, um waihrend der
Lagerung entstehende Fehler zu beheben. Hierfiir codierten
wir 83 Kilobytes an Information in 4991 DNA-Segmente, die
jeweils 158 Nukleotide lang waren und in einer SiO,-Matrix
eingeschlossen wurden. Beschleunigte Alterungsprozesse
wurden simuliert, um die Zerfallskinetik der DNA zu unter-
suchen. Es zeigte sich, dass die Daten in DNA unter ver-
schiedensten Bedingungen Jahrhunderte lang archiviert
werden konnen. Die urspriingliche Information konnte selbst
nach einwdochiger Lagerung bei 70°C noch fehlerfrei wieder-
hergestellt werden. Dies ist thermisch dquivalent zu einer La-
gerung in Zentraleuropa iiber einem Zeitraum von ca. 2000
Jahren.

P réhistorische Informationen in der Form von Hohlenma-
lereien, alte Inschriften, Gravuren in Gold oder mittelalter-
liche Texte stellen wichtige Zeugnisse unserer Vergangenheit
dar. Ein Beispiel ist das Palimpsest des Archimedes aus dem
zehnten Jahrhundert, das die einzig bekannte Kopie der
»~Methodenlehre“ beinhaltet und einen Meilenstein in der
Entwicklung der Geometrie und modernen Algebra darstellt.
Dieses Buch iiberdauerte mehr als 1000 Jahre und wurde 1998
auf einen Wert von mehr als zwei Millionen USD geschétzt.
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Angesichts dieses Wertes scheint es eher iiberraschend, dass
derzeitig nur wenige Projekte zur Entwicklung von langlebi-
gen Speichern fiir digitale Daten vorhanden sind (z.B. M-
Disc, Syylex). Des Weiteren ist die Halbwertszeit von Infor-
mationen seit der Umstellung von analogen auf digitale
Speichermedien drastisch gesunken.!!!

Herkommliche Speichermedien, wie z.B. optische oder
magnetische Datentriger sind fiir die Langzeitspeicherung
von Daten (>50 Jahre) nicht zuverlissig genug.” Zudem
benotigt die Entwicklung besserer Datentriger lange Test-
phasen, die die aktuellen Produktentwicklungszyklen bei
weitem iiberschreiten. DNA ist das einzige Speichermedium,
fiir das echte Langzeitdaten aus der Archdologie zur Verfii-
gung stehen. Kiirzlich wurde jeweils 300000 Jahre alte mito-
chondriale DNA von Biren und Menschen sequenziert.
Zudem findet DNA Verwendung als Codierungssprache in
den Bereichen der Forensik,*! Produktmarkierung® und im
DNA-Computing.!®! Folglich wurden bereits mehrere Me-
thoden entwickelt, um Informationen in DNA zu speichern.”!
Bisherige Herangehensweisen sind jedoch nicht zuverléssig,
da sie mit entstehenden Fehlern nicht umgehen kénnen. Des
Weiteren schlagen sie keine (physikalische) Losung zur La-
gerung von DNA vor, um die Stabilitdt der Informationen
iber viele Jahre zu gewihrleisten.

Zur Bewiltigung dieser Probleme kombinierten wir ein
fehlerkorrigierendes Informations-Codierungs-Schema mit
einer bereits etablierten Methode zur Lagerung von DNA in
»synthetischen Fossilien® (Schema 1). Die dazugehorigen
Experimente zeigen, dass nur durch die Kombination der
beiden Konzepte Informationen selbst nach einer Millionen
Jahre langer Lagerung in der ,,Svalbard Global Seed Vault“
(bei —18°C) vollstdandig wiederhergestellt werden konnten.

Da die Synthese und Sequenzierung von langen DNA-
Stréngen technisch nur schwer méglich ist, werden die Daten
auf viele kurze Segmente geschrieben. Diese konnen nicht
geometrisch angeordnet werden, wodurch sich das Schreiben
und Lesen von Daten auf DNA von herkommlichen Spei-
chermedien wie z. B. Festplatten unterscheidet. Zudem treten
beim Schreiben, Lagern und Ablesen (Sequenzieren) der
DNA Fehler auf. Einzelne Basen sind fehlerhaft, zudem
gehen ganze Sequenzen verloren. In klassischen Speicher-
medien werden fehlerkorrigierende Codes verwendet, mit
denen die Information durch das Hinzufiigen von Redundanz
geschiitzt wird. Die Redundanz wird so gewdhlt, dass alle
Fehler, die wihrend der Benutzung oder Lagerung der Daten
auftreten, korrigiert werden konnen. Aufgrund der spezifi-
schen Anforderungen an die Lagerung von DNA mussten
bereits existierende Algorithmen entsprechend modifiziert
und angepasst werden: Einzelne Sequenzen wurden mit In-
dizes versehen und mit zwei unabhingigen fehlerkorrigie-
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gig%ggig . . - englische Ubersetzung von ,,Archi-
101001010  Encodieren oo, DNA-Synthese f Verkapseln ‘ /\ medes’ Methodenlehre von Mecha-
(1);(1)‘1’(1)‘;(1);8 gzggg; f Sol-Gel \\\,//f nischen Sitzen“. Der vollstdndige
111010010 | (nicht komprimierte) Text besitzt
Simulation — eine GroBe von 83 Kilobytes und

I I tzh:r;r;:scher wurde wie in Abbildung 1 gezeigt
010010010 codiert. Dadurch entstanden 4991
e e Decodieren Cootor  Sequenzieren DNA herauslosen 2, Sequenzen zu je 117 Nukleotiden, an
10100000 ——  crmacc \ ) die zusitzlich Primer angebracht
gmuguy geeTer - wurden (Totalldnge von 158 nt), um

Schema 1. Digitale Information wird in DNA codiert und in sphirischen Siliciumdioxidmatrizen ver-
kapselt. Die DNA wird mittels Fluoridchemie aus der Matrix freigesetzt und durch [llumina-Sequen-
zierung decodiert. Damit wird die originale Information wiederhergestellt, selbst wenn wihrend des

Prozesses Fehler eingefiihrt wurden.

renden (Reed-Solomon) Codes verkniipft. (Abbildung 1;
sieche Hintergrundinformationen fiir Code-Design und Para-
meterwahl).

Der entwickelte Algorithmus wurde physikalisch getestet,

eine schnelle und indizierte Vorbe-
reitung der Sequenzdatenbank fiir
die Sequenzierung zu ermoglichen.
Die einzelnen Sequenzen wurden
mithilfe von Mikroarray-Technologie
(CustomArray) synthetisiert, an-
schlieBend durch eine benutzerdefinierte PCR-Methode
(Polymerasekettenreaktion) fiir das Sequenzieren vorbereitet
und unter Verwendung der Illumina-MiSeq-Plattform abge-
lesen (siehe Hintergrundinformationen fiir experimentelle

indem wir den Text aus zwei alten Dokumenten auf DNA
speicherten: Der Schweizer Bundesbrief von 1291 und die

Details). Beim Ablesen der Sequenzen musste der innere
Code durchschnittlich 0.7 Fehler pro Sequenz ausgleichen.

A BAER[EES ciaen Eabel i c
[43738733[[ 7 9 26|[27 41 8|7 23 45|
B
Blocklange n=713
Redundanz A Originale Information
n-k=119 k = 594
32 32 .. 32 32 32 32 32 .. Index
19 19 . . 19 20 20 20 20 1=3
0o 1 46 0 1 2 3
B 43 38 33 7 9 o
(T SO 17 6 39 17 34 Originale Block-
8 17 13 0 25 33 21 Information lange
: m =230 N= 39
263 0N 430N SEH 18 7RO Redundanz B
- o = : " - A N-m-1=6
D E
32 20 1 33 39 25

AGA TCG GAA... AuBeren Code

ACA CGA CGC... ATG ATC CCA CTG TAT CAG

Inneren Code Sortieren & Indizes
decodieren entfernen
7 7
fmm————m e w G

decodieren
= 1 1
Adapter FO 117 nt verschlusselte Inform. Adapter RO \.’ ; ! : !
I DNA : e ' : Y ' C M
Synthetisierte DNA 158 nt sequenzieren ! b : b b
1 1
e c,...cyt LMy My

Abbildung 1. Verschliisselung des Textes in DNA durch Reed-Solomon(RS)-Codes: A) Jeweils zwei Buchstaben (oder generell zwei Bytes eines
digitalen Files) werden drei Elementen des Galois-Feldes der GréRe 47, GF(47), durch einen Zahlbasiswechsel (256 nach 47°) zugeordnet. Diese
originale Information wird in Blécken von 594 x 39 Elementen angeordnet. B) Die einzelnen Blécke werden in einem dufleren Schritt durch einen
RS-Code verschliisselt; dadurch wird die Redundanz A hinzufiigt. Anschliefend wird zu jeder Spalte ein Index hinzugefiigt, und in einem inneren
RS-Codierungsschritt wird die Redundanz B hinzugefiigt. C) Die einzelnen Spalten werden in DNA ibersetzt, indem jedem Element von GF(47)
drei Basen zugeordnet werden. Die Zuordnung erfolgt mit der GF(47)toDNA-Codesonne, welche gewihrleistet, dass keine Base mehr als dreimal
wiederholt wird. D) Zwei konstante Adapter werden hinzugefiigt, und die resultierende 158 Nukleotide lange Sequenz kann synthetisiert werden.
E) Um die originale Information zuriickzugewinnen, wird die gelesene DNA-Sequenz zu GF(47) zurlickiibersetzt. Zuerst wird der innere Code
decodiert, welcher die Fihigkeit hat, einzelne Fehler in der Basensequenz zu korrigieren. Dann werden die Sequenzen nach dem Index sortiert
und schliefRlich vom dufleren Decodierer decodiert. Der duflere Decodierer kann ganze Sequenzen ersetzen und korrigieren. (Siehe Hintergrund-
informationen fiir Details beziiglich Codierung und experimentelle Details.)
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Der duBlere Code musste zusitzlich einen Verlust von 0.3 %
der gesamten Sequenzen kompensieren und 0.4% der Se-
quenzen korrigieren. Dies ermdglichte eine vollstindige und
fehlerfreie Riickgewinnung der urspriinglich gespeicherten
Information.

Dieses Experiment zeigt, dass digitale Information zu-
verldssig auf DNA gespeichert werden kann. Unser nichstes
Experiment sollte zeigen, dass DNA tatsdchlich fiir extrem
lange Zeitrdume als Speicher verwendet werden kann. Dies
ist nicht selbstverstdndlich, da DNA in Losung innerhalb ei-
niger Jahre zerfillt." Um herauszufinden, ob gelagerte DNA
im festen Zustand stabiler ist,'! testeten wir die Stabilitit des
Oligo-Pools mit 4991 Elementen anhand von drei zuvor eta-
blierten Trockenlagerungstechnologien in beschleunigten
Alterungstests (Abbildung 2). Die Lagerungstechnologien
bestehen aus einem imprignierten Filterpapier,’! einem
Biopolymer, das den glasartigen Zustand der DNA in Samen
und Sporen nachahmt,'”! und einem »synthetischen Silicat-
Fossil“, das auf einer in unserer Gruppe entwickelten Me-
thode basiert."! Verglichen mit der Lagerung von trockener
DNA ohne zusitzliches Hilfsmittel verldngern alle drei Me-
thoden die Haltbarkeit der DNA betréchtlich. Durch die
Temperaturabhingigkeit der Zerfallsgeschwindigkeit und
unter der Annahme einer Zerfallskinetik erster Ordnung
konnten Arrhenius-Aktivierungsenergien (FE,) berechnet
werden, die fiir alle drei Lagerungsmethoden annihernd
gleich sind (155+2 kJmol™'; siche Hintergrundinformatio-
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nen fiir Details). Die Aktivierungsenergie liegt dabei im Be-
reich der vor kurzem publizierten Einzelstrangbruch-Kinetik
von DNA in trockener Lagerung (E,= 158 kITmol™))® und
unterscheidet sich betrédchtlich von der bisher bekannten
Zersetzungskinetik von DNA in Losung (105-120 kJ mol ™).
Obwohl die Aktivierungsenergien fiir die drei Aufbewah-
rungsmethoden nahezu identisch sind, unterscheiden sich die
einzelnen Zerfallsgeschwindigkeiten deutlich. Die Zerfalls-
kinetik von getrockneter DNA in Abhéngigkeit von der
Luftfeuchtigkeit kann folgendermaBen ausgedriickt werden:

dcpna

dt

=ky- (CHzO)n'e% “Cpna = A - et CDNA> (1)

wobei der beobachtete Faktor A den prdexponentiellen Ar-
rhenius-Faktor k, und den Effekt des Wassers (cy,0)" be-
schreibt. Basierend auf den identischen Aktivierungsenergien
konnte man daraus schlieBen, dass sich die DNA in allen
Lagerungsmatrizen nach demselben Einzelstrangbruchme-
chanismus zersetzt!'®! und sich die einzelnen Zerfallsge-
schwindigkeiten nur aufgrund der Lagerungstemperatur und
der Wasserkonzentration in der unmittelbaren Nihe der
DNA-Molekiile unterscheiden. (Es lisst sich vermuten, dass
sich Wasser an die DNA-Molekiile innerhalb der Biopoly-
mere anlagert, und selbst wenn DNA in Siliciumdioxid ein-
geschlossen ist, wird sie noch mit Wassermolekiilen assoziiert
sein.) Die Daten in Abbildung 2 zeigen deutlich, dass die

C Global seed
1E77 " vault )
Jungfraujoch
«@= DNA in SiO, bei 50% rF (diese Arbeit)
== DNA in Losung (Lindahl & Nyberg 1972)
1000004 @ DNA lber CaCl, (Bonnet et al. 2010)
DNA in Moa Knochen (Allentoft et al. 2012)
1000
t,, /Jahre
10
) Experimentelles Fenster
t,, ~ Wochen
0.1
1E-3 T T T T T
20 0 20

T/°C —>

Abbildung 2. Zersetzungskinetik von trocken gelagerter DNA: A) Auswirkungen von Temperatur und Luftfeuchtigkeit auf die DNA-Konzentration
(per qPCR) als Funktion der Zeit, unter Verwendung von vier verschiedenen Lagerungsmethoden: reine DNA im festen Zustand, DNA auf FTA-
Filterpapier, DNA in Biopolymer (DNAstable) und DNA eingeschlossen in Siliciumdioxid (Messungen bei 70°C wurden aufgrund der beschleunig-
ten Kinetik haufiger aufgenommen). B) Davon abgeleitete Geschwindigkeitskonstanten erster Ordnung und entsprechende Aktivierungsenergien.
C) Die Halbwertszeit von DNA eingeschlossen in Siliciumdioxid wurde mit einer Arrhenius-Aktivierungsenergie von 155410 k] mol ™" extrapoliert
und mit Literaturdaten zur DNA-Stabilitat in Lésung,” getrockneter DNA® und DNA in fossilen Knochen verglichen.'” Die Literaturwerte sind

skaliert auf:@ 1,13 =1, ,'"/158.
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Abbildung 3. Statistik zur Entschlisselung und Fehlerkorrektur: A) Fehlerwahrscheinlichkeit beim Ablesen einzelner Basen (beispielsweise be-
zeichnet A2C die Wahrscheinlichkeit, dass die Base C anstatt A gelesen wird). B) Wahrscheinlichkeit von Fehlern in einer Sequenz (Fehler des
inneren Codes) sowie Sequenzfehler und Ausléschungen, die allesamt durch den inneren und dufieren Algorithmus behoben werden. Somit ergibt
sich eine gesamte Fehlerwahrscheinlichkeit von 0 (*) fiir alle drei Fille. (Siehe Hintergrundinformationen fiir Definitionen und nihere Beschrei-

bung der Fehler)

anorganische Lagerungsmethode (DNA in Siliciumdioxid)
die beste DNA-Konservierungsmethode darstellt, da sie die
geringste lokale Wasserkonzentration aufweist. Eine anor-
ganische Schicht trennt zudem die DNA-Molekiile von der
Umgebung, und dadurch wird der Zerfall nicht von der
Luftfeuchtigkeit der Lagerungsumgebung beeinflusst. Fiir
eine Langzeitlagerung ist dies von grofler Bedeutung, da
Lagerstitten ohne Feuchtigkeit schwer aufrechtzuerhalten
sind. Im Gegensatz dazu konnen alterungshemmende Fak-
toren wie Kilte (beispielsweise Permafrost) und der Aus-
schluss von Licht fiir lingere Zeit ohne Energieaufwand
verwirklicht werden. Das Lagerungsverfahren in Siliciumdi-
oxid weist auferdem einen auBergewohnlichen Schutz der
DNA gegeniiber Oxidation auf (siche Behandlung mit reak-
tiven Sauerstoffspezies in den Hintergrundinformationen).
Ein weiterer Schutz gegeniiber Licht kann durch den Einsatz
einer Titandioxid-Schicht erzielt werden.!"”

In fossilen Knochen hat DNA die grofte Uberlebens-
chance, wenn sie in Apatit/Kollagen-Strukturen™ oder in
Kristallaggregaten'¥ eingeschlossen ist. Diese Strukturen
schiitzen die DNA vor der Umwelt und Feuchtigkeit, dhnlich
zur Einkapselung der DNA im anorganischen Siliciumdioxid,
welche wir hier verwendet haben. Werden die in Abbildung 2
gezeigten Zerfallsdaten der DNA fiir tiefere Temperaturen
extrapoliert, stimmen sie sehr gut mit der Zerfallsgeschwin-
digkeit von Moa-Fossilien iiberein, welche Allentoft et al.
anhand von bis zu 8000 Jahren alten Knochen untersucht
haben.” Des Weitern stimmen die Daten auch mit den
kiirzlich bestimmten Zerfallsdaten von trocken gelagerter
DNA iiberein (32 Wochen Lagerung; Punkt 4 in Bonnet
et al.B). Diese Stabilitit erkliart zudem den Erfolg der Se-
quenzierung von DNA aus 300000 Jahre alten Knochenpro-
ben (siehe Diskussion in den Hintergrundinformationen).
Daraus wird ersichtlich, dass in beiden Fillen (DNA in
Knochen und DNA in Siliciumdioxid) der Zerfall an Infor-
mationen derselben Kinetik folgt. Die beschleunigten Alte-
rungstests von DNA in Siliciumdioxid ahmen dabei den
langzeitigen Zerfall von DNA in fossilen Knochen nach.
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Im Folgenden wollen wir zeigen, dass in synthetischer
DNA gespeicherte Information selbst nach betréchtlicher
thermischer Behandlung immer noch korrekt ausgelesen
werden kann. Hierfiir wurde DNA in Siliciumdioxid fiir eine
halbe sowie fiir eine ganze Woche bei 70°C gelagert und
anschlieSend sequenziert. Die Daten wurden dann nach dem
vorherigen Schema (Abbildung 1) rekonstruiert. Die zwei
erhaltenen Datenpunkte entsprechen dem Zerfall der DNA
zu ca. einer bzw. vier Halbwertszeiten. Auch wenn in diesen
thermisch behandelten Proben beide (innere und #uBere)
fehlerkorrigierende Codes signifikant mehr Fehler korrigie-
ren mussten als in den thermisch unbehandelten Proben,
konnte in beiden Fillen die Information ohne Fehler wie-
derhergestellt werden (Abbildung 3).

Die Moglichkeit, Ursprungsdaten aus DNA noch nach 4
Halbwertszeiten fehlerfrei auslesen zu konnen, entspricht
nach Abbildung 2 ¢ der Lagerung von DNA in Ziirich (9.4°C)
fir 2000 Jahre oder fiir den am kiltesten, ganzjihrlich zu-
gédnglichen Punkt in der Schweiz (Jungfraujoch, 3471 m.ii.M)
bis zu 100000 Jahre. Die Daten sagen zudem voraus, dass
digitale Information in eingekapselter DNA in Siliciumdioxid
fir mehr als 2 Millionen Jahre im Global Seed Vault bei
—18°C gespeichert werden kann.

Eingegangen am 24. November 2014
Online veroffentlicht am 30. Januar 2015
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