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pore erreicht wird (Abb. 1C). Die T½
IPTG hängt 

dabei maßgeblich von der Fähigkeit einer 
Nanopore ab, sich in Folge einer Expression 
einen Ca2+-durchlässigen Kanal in der inne-
ren Membran zu bilden. Des Weiteren kön-
nen die funktionalen Eigenschaften einer 
Nanopore durch die extrazelluläre Hinzuga-
be von EDTA erschlossen werden (Abb. 1D). 
In diesem Fall chelatiert EDTA die Ca2+-Ionen 
und quencht folglich das fl uoreszente Signal. 
Die Halbwertszeit des abfallenden fl uores-
zenten Signals, die T½

EDTA, spiegelt dabei die 
Ca2+-Durchlässigkeit einer Nanopore unab-
hängig von der langsameren Expressions- 
und z. T. auch Insertions- und Assemblie-
rungskinetik wider. Darüber hinaus ist der 
FuN Screen grundsätzlich in der Lage, die 
Ionenspezifi zität unterschiedlicher Nanopo-
ren und Ionenkanäle zu rekapitulieren. Bei-
spielhaft erweisen sich große Nanoporen 
durchlässig für Ca2+, während die aus Viren 
abgeleiteten K+- und H+-spezifi schen Ionen-
kanäle KCVNTS und BM2 kein fl uoreszentes 
Signal bewirken.

Funktionale Charakterisierung 
porenbildender Membranpeptide
In einer ersten Machbarkeitsstudie wurde 
der FuN Screen angewendet, um die poren-
bildenden Eigenschaften des S2168-Pinholins 
molekulargenetisch zu sezieren. Das 
S2168-Pinholin bezieht sich dabei auf ein pro-
totypisches Membranpeptid, das sich aus 
dem Bakteriophagen P21 ableitet [6]. Dort 
initiiert es durch die Bildung von Nanoporen 
in der inneren Membran die Lyse infi zierter 
Zellen. Die Bildung von Nanoporen unterliegt 
dabei einem präzisen Timing. Konkret akku-
muliert S2168 in der inneren Membran, bis 
es eine kritische Konzentration erreicht und 
der N-Terminus der ersten Transmembran-
domäne (TMD1) über die Membran fl ippt und 
sich einzelne Monomere zu einer heptame-
ren Nanopore zusammenfügen (Abb. 1A). Die 
zweite Transmembrandomäne (TMD2) bildet 
dabei den Stamm der Nanopore. Um den Bei-
trag der TMD1 zur Bildung und Stabilität von 
S2168-Nanoporen weiter zu sezieren, konn-
ten mithilfe des FuN Screens umfangreiche 
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ó Nanoporen beziehen sich auf eine weit-
läufi ge Klasse von Membranproteinen, die 
wässrige Kanäle in zellulären Membranen 
ausbilden und folglich einen Austausch gro-
ßer bzw. geladener Stoffe ermöglichen. 
Neben einer Reihe wichtiger physiologischer 
Funktionen bergen Nanoporen auch großes 
biotechnologisches Potenzial, z. B. in der Bio-
sensorik, indem mithilfe chemischer und 
biomolekularer Rezeptoren Analyten mit 
hoher Sensitivität und Spezifi zität detektiert 
werden [1]. Paradebeispiel ist die Sequenzie-
rung von DNA [2] und kürzlich auch von 
Proteinen [3]. Darüber hinaus werden Nano-
poren zunehmend im Kontext künstlicher 
Zellen eingesetzt – mit dem Ziel, die zugrun-
de liegende Membran selektiv zu permeabi-
lisieren und den Austausch spezifi scher Stof-
fe zu ermöglichen [4]. Anwendungen sind 
äußerst vielfältig und reichen von künstli-
chen Kommunikationssystemen bis zu bio-
chemischen Reaktionskompartimenten.

Im Gegensatz zu anderen biotechnologisch 
relevanten Proteinen, insbesondere Bindern 
aber auch Enzymen, gestaltet sich die experi-
mentelle Charakterisierung von Nanoporen 
als technisch anspruchsvoll. Primär ist dies 
bedingt durch die Notwendigkeit einer Mem-
bran, um Nanoporen funktional zu rekonsti-
tuieren. Folglich sind experimentelle Studien 
von Nanoporen häufi g auf künstliche Mem-

bransysteme und hochaufl ösende optische 
bzw. elektroanalytische Messverfahren ein-
geschränkt – d. h. aufgrund ihrer porenbil-
denden Eigenschaften gestaltet sich die 
rekombinante Expression von Nanoporen in 
lebenden Zellen grundsätzlich als toxisch. 
Des Weiteren kann der Einbau von Nanopo-
ren sowohl in Zellen als auch in vitro auf 
zusätzliche molekulare Faktoren angewiesen 
sein, die die Komplexität der zugrunde liegen-
den experimentellen Protokolle erhöht. Folg-
lich bleiben kombinatorischer Ansätze auf 
Basis von Hochdurchsatzassays im Nanopore 
Engineering weitestgehend unerschlossen.

Das FuN Screen-Prinzip
Nanoporen können nun mithilfe eines neu-
entwickelten zellulären Assays – dem funk-
tionalen Nanoporen (FuN) Screen – direkt in 
Escherichia coli vermessen werden [5]. Der 
FuN Screen nutzt dabei genetisch codierte 
fl uoreszente Proteinsensoren, die abhängig 
von den funktionalen Eigenschaften einer 
Nanopore spezifi sche Ca2+-Ströme über die 
innere Membran von E. coli experimentell 
aufl ösen (Abb. 1A, B). Die porenbildenden 
Eigenschaften können dabei mittels eines 
sigmoidalen Fits quantitativ ausgewertet und 
miteinander verglichen werden. Von beson-
derem Interesse ist die Zeit, in der das halb-
maximale Signal nach Induktion einer Nano-

Nanopore Engineering

Das FuN Screen-Prinzip zur experi men-
tellen Analyse von Nanoporen in E. coli
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xible Linker mittlerer Länge ähnlich schnelle 
T½

EDTA-Werte auf wie Wildtyp S2168. Im 
Gegensatz dazu engten lange, starre Poly-
Pro-Linker-Nanoporen sterisch ein und 
bewirkten folglich erheblich verlangsamte 
T½

EDTA-Werte.

Experimentelle Vermessung weiterer 
Nanoporen
Über das S2168-Pinholin hinaus konnten 
nachfolgend weitere porenbildende Mem-
branpeptide mithilfe des FuN Screens in 
E. coli vermessen werden [8]. Dies umfasste 
Varianten des natürlich vorkommenden D29-
Holins [9] und mit computergestützten 
Methoden entworfene Nanoporen [10, 11]. 
Insgesamt ergaben 11 von insgesamt 
13 porenbildenden Varianten ein fl uoreszen-
tes Signal im FuN Screen. Dabei konnte eine 
vergleichsweise hohe Kongruenz mit vorigen 

Mutagenesestudien durchgeführt und quan-
titative Struktur-Funktions-Eigenschaften 
bestimmt werden. Im Gegensatz zur vorherr-
schenden Meinung regelt TMD1 dabei nicht 
nur das Timing, sondern trägt zusätzlich zur 
Stabilität der S2168-Nanopore bei – d. h. 
TMD2 ist nur in der Lage, transiente bzw. 
unstabile Nanoporen auszubilden. Bestätigt 
wurden die Ergebnisse durch Leitfähigkeits-
messungen mit chemisch synthetisierten 
Peptiden in denen gezeigt wurde, dass nur 
Wildtyp S2168 homogene Nanoporen bildet 
und TMD2 primär Membrandefekte hervor-
ruft.

Konstruktion rekombinanter 
Nanoporen mit neuen Eigenschaften
Über grundlegende Studien hinaus kann der 
FuN Screen angewendet werden, um 
re kombinante Nanoporen zu konstruieren 

(Abb. 2). Ausgehend von einer destabilisier-
ten Va riante, S2156, wurde ein minimales 
porenbildendes Modul über Linker unter-
schiedlicher Länge und Flexibilität mit ring-
förmigen oligomeren Proteinstrukturen mit-
hilfe des iFLinkC-Verfahrens [7] verknüpft. 
Eine experimentelle Charakterisierung mit-
hilfe des FuN Screens ergab dabei rekombi-
nante Nanoporen mit sehr unterschiedlichen 
strukturellen und funktionalen Eigenschaf-
ten. Zunächst beschleunigt die Oligomerisie-
rung die Bildung von Nanoporen gemäß einer 
erheblich verkürzten T½

IPTG. Dabei verfügt der 
Nanoporenstamm von S2168 über eine 
beträchtliche Plastizität auch nicht native 
hexa- und oktamere Geometrien auszubil-
den. Darüber hinaus konnte die Durchlässig-
keit rekombinanter Nanoporen maßgeblich 
über die Komposition der verbindenden 
 Linker moduliert werden. So wiesen halbfl e-

˚ Abb. 1: Das FuN Screen-Prinzip. A, Nach Expression und Bildung einer Nanopore in der inneren Membran wird der damit verbundene Ein- bzw. Aus-
fl uss von Ca2+ in das Cytosol mithilfe fl uoreszenter Proteinsensoren experimentell aufgelöst. Die entsprechenden fl uoreszenten Signale geben folglich 
Auskunft über die funktionalen Eigenschaften einer Nanopore. B, beispielhafte experimentelle Spur einer FuN Screen-Messung. C, Der Einbau einer 
funktionalen Nanopore in die innere Membran von E. coli bewirkt einen Einstrom von Ca2+ und folglich einen Anstieg des fl uoreszenten Signals. 
D, Nach Hinzugabe von EDTA wird das Signal gequencht. Der Signalabfall spiegelt folglich die funktionalen Eigenschaften einer Nanopore unabhängig 
von der langsameren Expressions- und z. T. Insertions- und Assemblierungskinetik wider. Übernommen (angepasst) mit Genehmigung aus [5]. 
© 2022 American Chemical Society.
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teinsensoren leicht skalierbar, um die Durch-
lässigkeit verschiedener Analyten durch die 
innere Membran experimentell zu untersu-
chen. Mögliche Anwendungsgebiete des FuN 
Screens sind ebenfalls vielfältig und reichen 
von grundlegenden auf Erkenntnisgewinn 
orientierten Studien zu komplexen Konstruk-
tionsvorhaben. Beispielhaft können Nanopo-
ren nun vergleichsweise einfach durch 
Rekombination mit löslichen Domänen mit 
neuen Eigenschaften und Funktionen verse-
hen werden. Potenziell umfasst dies die Ent-
wicklung therapeutischer Wirkstoffe auf 
Basis porenbildender Membranpeptide oder 
auch Nanoporen mit neuen regulatorischen 
oder auch sensorischen Funktionen. ó
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biophysikalischen Studien, insbesondere 
elektrochemischen Messungen, etabliert 
werden und kann nun in zukünftigen Funk-
tionsstudien als Referenz dienen.

Ausblick
Der FuN Screen ermöglicht erstmalig Nano-
poren in E. coli funktional zu vermessen. Der 
FuN Screen ergänzt dabei biophysikalische 
Ansätze auf Basis elektroanalytischer und 
optischer Messverfahren, bietet dabei eine 
Reihe von Vorteilen. Zunächst ist der FuN 
Screen mit einer Vielzahl unterschiedlicher 
optischer Assays kompatibel. Diese reichen 
von konventionellen Messungen in Mikroti-
terplatten bis zur durchfl usszytometrischen 
Analyse einzelner Zellen für extrem hohen 
Durchsatz. Darüber hinaus sind alle Kompo-
nenten genetisch codiert und ein Read-out 
folglich nicht auf die Hinzugabe externer 
Reagenzien angewiesen. Außerdem ist der 
FuN Screen angesichts eines ständig wach-
senden Repertoires an fl uoreszenten Pro-

˚ Abb. 2: Konstruktion rekombinanter Nanoporen mithilfe modularer Werkzeugkästen. Ausge-
hend von minimalen porenbildenden Modulen können Nanoporen über Linker unterschiedlicher 
Länge und Flexibilität mit ringförmigen, oligomeren Ringstrukturen verknüpft werden und rekom-
binante Nanoporen mit neuen Eigenschaften und Funktionen ergeben. Übernommen (angepasst) 
mit Genehmigung aus [5]. © 2022 American Chemical Society.


