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Nucleins�uren als Barcode zur Markierung von Polymeren**
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Nucleins�uren sind die Informationstr�ger in allen be-
kannten Lebensformen und kçnnen pro Volumeneinheit
mehr Informationen als magnetische oder auf der Floa-
ting-Gate-Technologie basierende Medien speichern
(Flash-Laufwerke: < 1 TBcm�3; DNA> 108 TBcm�3).
Neben zuk�nftigen Anwendungen zur Informationsspei-
cherung[1] und f�r DNA-basiertes Rechnen[2] ist DNA auch
f�r die Nanobiotechnologie,[3] steganographische Nach-
richten,[4] Barcodes und zur F�lschungssicherung von
Konsumg�tern sehr geeignet.[5] Nucleins�uren sind aller-
dings gegen harsche Umgebungsbedingungen und hohe
Temperaturen empfindlich. Deshalb mussten biologische
Systeme ausgekl�gelte Reparaturmechanismen zur lang-
fristigen Informationserhaltung entwickeln (pro Tag und
menschliche Zelle m�ssen mehr als 10 000 DNA-Sch�di-
gungen repariert werden).[6] Die Verwundbarkeit gegen
Hydrolyse (Depurinierung und Depyrimidierung),[7] Oxi-
dation (Bildung freier Radikale durch Schwermetallionen)
und Alkylierung erfordert definierte Bedingungen f�r die
DNA-Aufbewahrung, die idealerweise im Trockenen und
bei tiefen Temperaturen erfolgen sollte.[8] Entsprechend
wird Urzeit-DNA (a-DNA) am besten aus Proben in
Permafrostbçden,[9] aus fossilierter Form in Bernstein[10]

und aus Eierschal-Fossilien wiedergewonnen.[11] Innerhalb
dieser Fossilien trennt eine sch�tzende, dichte Diffusions-
schicht (polymerisierte Terpene oder Calciumcarbonat),
die fossilierte DNA-Probe von der Umwelt, Wasser und re-
aktiven Sauerstoffspezies.

Hier beschreiben wir eine einfache Einkapselung von
DNA in Siliciumdioxid, die die Fossilierung von DNA nach-
ahmt und DNA vor aggressiven Umweltbedingungen sch�tzt
(Schema 1). Das Verfahren f�hrt zu DNA, die bei Bedin-
gungen weit außerhalb ihres biologischen Ursprungs ver-
wendet werden kann. Weiter zeigen wir, dass Silicat- und
Flusss�urechemie kompatibel mit der Analyse von Nuclein-
s�uren mithilfe quantitativer Echtzeit-PCR (qPCR; PCR =

Polymerasekettenreaktion) ist. Wir demonstrieren außerdem,
wie sich die gesch�tzte DNA mit Polymer-Spritzgießen bei

200 8C vereinbaren l�sst. Dies ermçglicht eine Kennzeich-
nung von Polymeren und Konsumg�tern.

Siliciumdioxid ist ein Material von hoher chemischer und
thermischer Stabilit�t und hat hervorragende Barriereeigen-
schaften. Durch Polykondensation von Tetraethoxysilan
(TEOS) kann es bei Raumtemperatur synthetisiert werden.[12]

Die Inkompatibilit�t von TEOS und Nucleins�uren (beide
haben unter den gegebenen Reaktionsbedingungen negative
Ladungen) l�sst sich durch Einf�hrung einer co-wechselwir-
kenden Spezies (positiv geladene Aminosilane) aufheben,
wodurch das Wachstum von amorphem Siliciumdioxid auf
der Oberfl�che der DNA-Doppelhelix mçglich wird.[13]

Zur Verkapselung von DNA wurde eine DNA-Stan-
dardleiter zun�chst an die mit Ammoniumionen funktiona-
lisierte Oberfl�che von Siliciumdioxidpartikeln (d = 150 nm,
Abbildung S2 a der Hintergrundinformationen (SI)) adsor-
biert. Der Einsatz von sub-mm-großen Tr�gern erleichtert die
Handhabung der adsorbierten Nucleins�uren, da Trenn- und
Waschschritte in verschiedenen Lçsungsmitteln schnell
durchgef�hrt werden kçnnen. Unter der Verwendung von N-
Trimethoxysilylpropyl-N,N,N-trimethylammoniumchlorid
(TMAPS) als co-wechselwirkender Spezies und TEOS als
Siliciumquelle wurde in einem anschließenden Schritt eine
d�nne Siliciumdioxidschicht auf der Nucleins�ure-bedeckten
Oberfl�che gebildet (Abbildung S1 (SI)). Obwohl das

Schema 1. DNA wird durch Bindung an die Oberfl�che kationisch gelade-
ner Siliciumdioxidpartikel und einer darum geformten, dichten Siliciumdi-
oxidschicht gesch�tzt. TMAPS wird als co-wechselwirkende Spezies ver-
wendet, um die DNA mit Sol-Gel-Prozessen vereinbar zu machen. Das
Entsch�tzen basiert auf Fluorchemie und ermçglicht die Freisetzung der
eingekapselten DNA sowie die anschließende Analyse; es ist orthogonal
zu den Umgebungsbedingungen und kann als Schalter verwendet werden,
um die Nucleins�uren je nach Bedarf zur Analyse freizusetzen (Details
siehe Abbildung S1 (SI)).
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Wachstum von Siliciumdioxid-Oberfl�chen �blicherweise
s�ure- oder basenkatalysiert durchgef�hrt wird, w�hlten wir
hier neutrale Bedingungen, um die Hydrolyse der DNA zu
verhindern (Abbildung S4 (SI)). Im Laufe dieser relativ
langsamen Reaktion entstand �ber vier Tage eine dichte Si-
liciumdioxidschicht von ca. 10 nm auf den Nucleins�uren
(Abbildungen S2, S3 (SI)). Es wird angenommen, dass in
dieser Struktur jedes Nucleins�uremolek�l zwischen Silici-
umdioxid eingebettet ist und mit den aliphatischen Ammo-
niumgruppen elektrostatisch wechselwirkt (Abbildung S1
(SI)).

Die Ummantelung von DNA mit Siliciumdioxid wurde
zuvor f�r die Bildung von komplexen Nanoverbundstoffen
untersucht.[13, 14] Die gespeicherte Information kann jedoch
nur zum Auslesen genutzt werden, wenn die DNA die Glas-
kugel wieder unversehrt verlassen kann. W�hrend Silicium-
dioxid bei Raumtemperatur inert gegen die meisten chemi-
schen Reaktionspartner ist, lçst es sich schnell in Fluorwas-
serstoffs�ure (Flusss�ure, HF) unter Bildung von Hexafluo-
rosilicat-Ionen auf. Flusss�ure ist hochgiftig wegen ihres
Eindringens in die Haut und der schnellen Sch�digung von
intrakorporalen Zellen und Knochen.[15] W�ssrige Flusss�ure
ist allerdings eine relativ schwache S�ure (pKa = 3.18), wes-
halb keine Besch�digung der Nucleins�uren zu erwarten
ist.[16]

Tats�chlich war es mçglich, die DNA/SiO2-Partikel
schnell in gepufferter Flusss�ure (HF/NH4F) aufzulçsen. Die
Verwendung von geringen Konzentrationen und kleinen Vo-
lumina gew�hrleistete sichere Arbeitsabl�ufe. Die Gegenwart
der DNA konnte zus�tzlich durch Gelelektrophorese (Ab-
bildung 1, Bande 2) best�tigt werden, die keine quantitativen
Unterschiede (wie Strangbr�che) im Vergleich zur Bande der
unbearbeiteten DNA-Leiter (Abbildung 1, Bande 1) zeigte.
Um die Vollst�ndigkeit der Beschichtung sowie ihre sch�t-
zenden Eigenschaften zu testen, wurden die Partikel sehr

aggressiven Schwermetall- und Wasserstoffperoxidlçsungen
ausgesetzt, welche die Bildung von reaktiven Sauerstoffspe-
zies (ROS) induzieren.[17] Unter den gew�hlten Bedingungen
(230 mm CuCl2, 6.6 mm H2O2, 1.3 mm Ascorbins�ure) wurde
eine Probe ungesch�tzter Nucleins�ure fast augenblicklich
zerstçrt (siehe Gelelektrophorese; Abbildung 1, Bande 6),
was die Aggressivit�t des Verfahrens zeigt; die ummantelte
DNA wurde dagegen selbst nach 20 min kaum beeintr�chtigt
(Abbildung 1, Banden 3–5).

Das Auftreten der scharfen Banden auf dem Elektro-
phoresegel belegt allerdings noch nicht die Amplifizierbar-
keit der DNA. Zu diesem Zweck wurde ein bekanntes DNA-
Amplikon (113 bp; siehe SI f�r die Sequenz) mit dem oben
beschriebenen Verfahren in Partikel eingekapselt. Nach der
Simulierung von verschiedenen Umgebungsbedingungen und
anschließendem Auflçsen der Partikel in HF/NH4F wurde die
Besch�digung der DNA mithilfe einer qPCR-Analyse beob-
achtet (Abbildung 2; Details zum vollst�ndigen experimen-
tellen Verfahren siehe SI).

Zum direkten Vergleich wurden Lçsungen mit �hnlichen
DNA-Konzentrationen von ungesch�tzten DNA-Amplikons
und SiO2-gesch�tzten DNA-Amplikons (gleiche Menge an
mg DNA pro mL) hergestellt. Diese Lçsungen wurden zu-
n�chst mit radikalischen Sauerstoffspezies behandelt. �hn-
lich wie bei den Experimenten mit der DNA-Leiter wurde das
freie Amplikon durch die radikalischen Sauerstoffspezies
nach ein paar Minuten fast vollst�ndig zerstçrt. Im Unter-
schied hierzu hielt ein Großteil der SiO2-gesch�tzten Amp-
likons der Behandlung stand (Abbildung 2a). Demzufolge
verhindert bereits die sehr d�nne Siliciumdioxidschicht (ca.
10 nm Dicke; Abbildung S2 (SI)) die Diffusion von radikali-
schen Sauerstoffspezies zur eingekapselten DNA. Die Bela-
dungskapazit�t der Partikel kann anhand des Datensatzes bei
0 Minuten berechnet werden und betr�gt (2.5� 0.5) mg DNA
pro mg Partikel. Dies entspricht ca. 75 dsDNA-Molek�len
des Amplikons pro einzelnes Partikel. Analog zur DNA in
Fossilien oder Sporen wird nach diesem Verfahren jedes
DNA-Molek�l durch eine dichte Materialschicht gesch�tzt.[18]

Da die bedeutendsten ROS (OHC und OOHC) sehr kleine
Molek�le mit hohen Diffusionskonstanten sind, agiert die
Siliciumdioxidschicht wie eine hermetische Diffusionsbarrie-
re. So ist zu erwarten, dass diese auch vor grçßeren chemi-
schen Reaktanten und dem enzymatischen Verdau von DNA
durch Nucleasen standh�lt.

Experimente zur W�rmestabilit�t lieferten �hnliche Be-
funde (Abbildung 2b): Nur < 2% der DNA in DNA/SiO2-
Partikeln wurden bei einer Behandlung in w�ssriger Umge-
bung bei 120 8C (15 min) zersetzt, w�hrend 99.5 % der freien
DNA unter gleichen Bedingungen zerstçrt wurden. Bei hç-
heren Temperaturen wird der Abbau von ungesch�tzter DNA
erheblich beschleunigt,[19] zus�tzlich unterst�tzt durch Singu-
lettsauerstoffspezies.[20] Ein weiterer Faktor f�r den Zerfall
von DNA ist UV-Bestrahlung. W�hrend sich ungesch�tzte
DNA unter Sonnenlichtbestrahlung (Abbildung 2c) inner-
halb von f�nf Stunden zersetzte, wurde diese Zersetzung
durch die Einkapselung abgebremst. Dieser Effekt war un-
erwartet, da amorphes Siliciumdioxid f�r seine gute UV-
Transparenz (> 60% bei 170 nm transparent) bekannt ist.
Eine Erkl�rung f�r diese Beobachtung findet sich in der Mie-

Abbildung 1. Die SiO2-gesch�tzte DNA-Leiter �bersteht eine Behand-
lung mit Kupfer-induzierten Radikalen von bis zu 20 min (Banden 2–
5). Zum Vergleich wurde ungesch�tzte DNA unter den gleichen Bedin-
gungen behandelt, wobei sie vollst�ndig zerstçrt wurde (Bande 6). M:
DNA-Leiter (Invitrogen).
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Theorie zur Lichtstreuung von Sub-mm-Partikeln bei niedri-
gen Wellenl�ngen:[21] Da sich die Partikel im Grçßenbereich
der Wellenl�nge des UV-Lichts befinden, kann das Licht die
Partikel nicht durchqueren und wird haupts�chlich von deren
Oberfl�che gestreut. Zus�tzliche Stabilit�t gegen UV-Be-
strahlung kann durch Einarbeitung der Partikel in eine UV-
absorbierende Matrix erzielt werden (siehe unten).

Durch die hier beschriebene Herstellung eines tempera-
turstabilen DNA-Speicherformats kann eine Barcode-Kenn-
zeichnung von Produkten ins Auge gefasst werden. Die
nahezu endlose Ver�nderbarkeit mçglicher Codes, die Mçg-

lichkeit f�r Verschl�sselungen, die geringen Kosten der
Analyse und die sehr niedrige Nachweisgrenze (qPCR)
machen DNA zu einem idealen Kodierungssystem f�r die
Kennzeichnung von Produkten. Seit vielen Jahren wird DNA-
Barcoding bei Waren biologischen Ursprungs (z.B. Lebens-
mittel, Baumwolle, Tiere) verwendet, um Konsumentent�u-
schung, Betrug und F�lschungen zu analysieren.[22] In diesem
Bereich kçnnen chromosomale oder mitochondriale DNA als
Zielstrukturen verwendet werden, und die zeitliche Stabilit�t
der Informationen in der urspr�nglichen Zelle ist gew�hr-
leistet. Beim Versuch der �bertragung dieses Konzeptes auf
nichtbiologische Systeme stellt sich die Instabilit�t der freien
Nucleins�uren unter Umgebungsbedingungen[23] sowie den
erhçhten Temperaturen w�hrend der Materialverarbeitung
allerdings als Problem heraus. Die bisher entwickelten Sys-
teme f�r das Sch�tzen von DNA sind mesoporçses Silicium-
dioxid,[24] DNA-Komplexe mit Polykationen[25] oder ge-
schichtete Doppelhydroxide.[26] Diese Systeme bieten Stabi-
lit�t gegen enzymatischen Abbau.

Die Vorteile der hier vorgestellten nichtporçsen Partikel
liegen im zus�tzlichen Schutz der DNA vor ROS und w�r-
meinduzierter Degeneration. Diese Eigenschaften machen
die Partikel zu geeigneten Markern f�r die Kennzeichnung
von Konsumg�tern und Produkten mit k�nstlichen DNA-
Codes. Gute Hitzebest�ndigkeit ist von besonderer Bedeu-
tung, sobald DNA als Barcode in Kunststoff Verwendung
finden soll, da die traditionelle Verarbeitung durch Spritz-
gießen bei erhçhten Temperaturen erfolgt. In einem Versuch
zur Kennzeichnung von Polymeren mithilfe eines Barcodes
wurden die hier entwickelten Partikel mit einem bekannten
Amplikon (pBluescript II KS, MCS, 238 bp) mit nicht ampli-
fizierbarer DNA (DNA-Leiter) gemischt und in kommerzi-
elles Polysulfon (Abbildung S6 (SI)) sowie Polyvinylchlorid-
fasern (PVC; Abbildung 3) eingearbeitet. F�r die Untersu-
chung der bençtigten Mengen wurden verschiedene Bela-
dungen von d = 0.1 ppm bis 0.2 Gew.-% analysiert
(= 100 mgkg�1 bis 2 gkg�1; Tabelle S1 (SI)). Die hçchsten
Beladungen wurden gew�hlt, um zu zeigen, dass die Partikel
keinen Einfluss auf die optischen Eigenschaften der Polymere
haben, w�hrend die niedrigen Konzentrationen die Nach-
weisgrenzen der Methode aufzeigen sollten. Die beiden Po-
lymere wurden als stellvertretende Beispiele f�r hochwertige
und Großserien-Thermoplaste ausgew�hlt. Der Polysulfon-
DNA/SiO2-Verbundstoff wurde aus dem gelçsten Polymer
hergestellt und zu d�nnen Filmen verarbeitet. Selbst bei er-
hçhter Beladung (0.2 Gew.-%) wurden die optischen Eigen-
schaften der Folien nicht beeinflusst, und die Transparenz
konnte aufrechterhalten werden (Abbildung S5 (SI)). Nach
dem Auflçsen der Polysulfonfolien im Lçsungsmittel wurden
die Partikel durch Zentrifugation zur�ckgewonnen, und in
einem zweiten Schritt wurde die DNA mit HF/NH4F aus den
Partikeln freigesetzt (Abbildung S7 (SI)). Die Identit�t der
Polymere wurde anschließend �ber das Amplikon durch
qPCR-Analyse nachgewiesen (Abbildung 3, Abbildung S6
(SI)).

Um die Hitzebest�ndigkeit der verkapselten DNA/SiO2-
Partikel innerhalb der Polymere zu testen, wurden die Poly-
sulfon- und PVC-Proben jeweils 15 Minuten bei Temperatu-
ren bis zu 200 8C behandelt (Abbildung 3a, Abbildung S6

Abbildung 2. qPCR-Analyse der Stabilit�t von DNA/SiO2 und unge-
sch�tzter DNA im Vergleich. Eine Dispersion von DNA/SiO2-Partikeln
(17.5 mg PartikelmL�1) sowie freie DNA-Amplikons (40 mgmL�1)
wurden unter verschiedenen Bedingungen behandelt. Die grauen
Balken repr�sentieren die gesch�tzte DNA, weiße Balken freie DNA;
der Stern (*) zeigt Daten unterhalb der Nachweisgrenze an
(<10�6 mg mL�1). a) Behandlung mit Kupfer-induzierten Radikalen bei
einer Zeitdauer von bis zu 20 min; b) W�rmestabilit�t bei 100–1408C
f�r 15 min (unter Druck), c) Stabilit�t nach simulierter Sonnenlichtbe-
strahlung von 1000 Wm�2 f�r bis zu 5 h.
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(SI)). Bei diesen hohen Temperaturen fand ein betr�chtlicher
Verlust an quantifizierbarer DNA statt, jedoch konnte die
verpackte DNA in den Partikeln weiterhin �ber qPCR am-
plifiziert werden und ermçglichte dadurch eine eindeutige
Identifikation der Polymere. Die Verarbeitung von DNA bei
diesen ungewçhnlich hohen Temperaturen sollte die Ver-
wendung von Nucleins�uren als Barcode f�r Polymere im
Spritzguss ermçglichen. Um die Eignung der Partikel zu
testen, wurde PVC mit DNA/SiO2-Partikeln beladen (d =

350 ppm) und durch Heißpressen verarbeitet (T= 195 8C f�r
5 min), um eine dreidimensionale Pille herzustellen (Abbil-
dung 3c). Nach einer zweistufigen Extraktion (Abbildung S7
(SI)) konnten die Nucleins�uren aus dem Polymer freigesetzt
werden, und das Polymer wurde eindeutig mithilfe von qPCR
identifiziert. �hnliche Ergebnisse wurden durch die Simula-
tion von Langzeitalterungstests der gesch�tzten DNA in PVC
nach der ASTM-F1980-Norm erzielt. Hierbei konnte die
verpackte DNA noch nach einer zweimonatigen Lagerung
bei 60 8C amplifiziert werden (entspricht einer Lagerung bei
Raumtemperatur von zwei Jahren; Abbildung 3b).

Wie an den obigen Beispielen illustriert wird, kann DNA
durch Verkapselung in Siliciumdioxid zun�chst gesch�tzt und
nach Entsch�tzen mithilfe der Fluorchemie analysiert
werden. Die entwickelte Methode ist chemisch orthogonal

zur biochemischen Aufbereitung und Analyse von Nuclein-
s�uren und kompatibel mit den �blichen Verarbeitungsme-
thoden der allgegenw�rtigen Kunstoffg�ter. Durch das
Sch�tzen der DNA kann eine Stabilit�t erzielt werden, die
�ber die der bekannten Anwendungssysteme in biologischen
Systemen hinausreicht; dadurch wird das DNA-Barcoding
auf Materialien nichtbiologischem Ursprungs ermçglicht. Die
Kombination von gesch�tzten Nucleins�uren und der hoch-
empfindlichen biochemischen qPCR-Analyse ermçglicht die
Bildung von chemisch stabilen Tracer-Partikeln. Diese Par-
tikel tragen einen einzigartigen Code mit sehr niedriger
Nachweisgrenze und kçnnen deshalb als neue Materialien f�r
F�lschungsschutz und zur Identifizierung von markierten
Objekten, Produktstrçmen und Lieferketten eingesetzt
werden.

Experimentelles
Allgemeine Synthese zum Sch�tzen von DNA: Ammonium-funk-
tionalisierte Siliciumdioxidpartikel (35 mL, 50 mgmL�1) wurden mit
10 mL doppelstr�ngiger DNA (Verwendung von 1 mg mL�1, ver-
schiedener DNA-Amplikons und DNA-Leiter (SI)) und 1 mLWasser
vermengt. Nach intensivem 2-min�tigem Mischen und Zentrifugieren
der Partikel bei 21500 g wurde der �berstand entfernt, und die Par-
tikel wurden in 1 mL H2O resuspendiert. Nach zwei zus�tzlichen
Waschg�ngen wurden die zentrifugierten Partikel in 0.5 mL Wasser
dispergiert. Nach Versetzen mit den co-wechselwirkenden Spezies
(TMAPS, 50% in MeOH, 0.6 mL) wurde Tetraethoxysilan (TEOS,
� 99.0%, Aldrich Chemie, 0.6 mL) unter kr�ftigem R�hren zugege-
ben. Das Gemisch wurde bei Raumtemperatur vier Stunden ger�hrt
und danach mit weiteren 4 mL TEOS versetzt. Die Reaktionsmi-
schung wurde anschließend vier Tage mit 900 UpM (UpM = Um-
drehungen pro Minute) gesch�ttelt.

DNA-Freisetzung: F�r die Extraktion der eingekapselten DNA
wurden 10 mL der Partikelsuspension zu 40 mL einer gepufferten
Flusss�urelçsung (HF/NH4F, 0.34 g NH4F + 10 g HF (1 % in Wasser))
gegeben.

Eingegangen am 9. Oktober 2012,
ver�nderte Fassung am 21. Dezember 2012
Online verçffentlicht am 6. M�rz 2013
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Abbildung 3. Stabilit�t von DNA/SiO2 in PVC (d= 350 ppm DNA/
SiO2). a) qPCR-quantifizierte DNA-Konzentrationen im Polymer als
Funktion der Temperatur (15 min); b) simulierte Langzeitstabilit�t von
DNA/SiO2 in PVC (graue Balken, linke Achse) und von ungesch�tzter
DNA (weiße Balken, rechte Achse) in Wasser bei RT nach ASTM F1980
(**Accelerated Aging of Sterile Medical Device Packages, Q10 = 2);
der Stern (*) zeigt Daten unterhalb der Nachweisgrenze
(<10�6 mg mL�1); c) Heißgepresster PVC-DNA/SiO2-Verbundstoff
(d =350 ppm Partikel) bei 195 8C und f�r 5 min bei 10 MPa mit einer
quantifizierbaren Konzentration von 10�3 g DNA pro g Polymer (Nach-
weisgrenze ist 10�6 mg DNA pro g Polymer). Die Partikel enthalten
sowohl das pBluescript-Amplikon als auch die DNA-Leiter (1:30; siehe
SI 3.3). Bei der Quantifizierung mit qPCR wird nur die Konzentration
des Amplikons gemessen und hier wiedergegeben.
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