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Résumé 

La fonction des canaux ioniques est finement régulée par des changements 

structuraux de sites clés contrôlant l’ouverture du pore. Ces modulations structurales découlent 

de l’interaction du canal avec l’environnement local, puisque certains domaines peuvent être 

suffisamment sensibles à des propriétés physico-chimiques spécifiques. Les mouvements 

engendrés dans la structure sont notamment perceptibles fonctionnellement lorsque le canal 

ouvre un passage à certains ions, générant ainsi un courant ionique mesurable selon le 

potentiel électrochimique. Une description détaillée de ces relations structure-fonction est 

cependant difficile à obtenir à partir de mesures sur des ensembles de canaux identiques, 

puisque les fluctuations et les distributions de différentes propriétés individuelles demeurent 

cachées dans une moyenne. Pour distinguer ces propriétés, des mesures à l’échelle de la 

molécule unique sont nécessaires. 

Le but principal de la présente thèse est d’étudier la structure et les mécanismes 

moléculaires de canaux ioniques par mesures de spectroscopie de fluorescence à l’échelle de 

la molécule unique. Les études sont particulièrement dirigées vers le développement de 

nouvelles méthodes ou leur amélioration. Une classe de toxine formeuse de pores a servi de 

premier modèle d’étude. La fluorescence à l’échelle de la molécule unique a aussi été utilisée 

pour l’étude d’un récepteur glutamate, d’un récepteur à la glycine et d’un canal potassique 

procaryote. 

Le premier volet porte sur l’étude de la stœchiométrie par mesures de 

photoblanchiment en temps résolu. Cette méthode permet de déterminer directement le 

nombre de monomères fluorescents dans un complexe isolé par le décompte des sauts discrets 

de fluorescence suivant les événements de photoblanchiment. Nous présentons ici la première 

description, à notre connaissance, de l’assemblage dynamique d’une protéine membranaire 

dans un environnement lipidique. La toxine monomérique purifiée Cry1Aa s’assemble à 

d’autres monomères selon la concentration et sature en conformation tétramérique. 
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Un programme automatique est ensuite développé pour déterminer la stœchiométrie 

de protéines membranaires fusionnées à GFP et exprimées à la surface de cellules 

mammifères. Bien que ce système d’expression soit approprié pour l’étude de protéines 

d’origine mammifère, le bruit de fluorescence y est particulièrement important et augmente 

significativement le risque d’erreur dans le décompte manuel des monomères fluorescents. La 

méthode présentée permet une analyse rapide et automatique basée sur des critères fixes. 

L’algorithme chargé d’effectuer le décompte des monomères fluorescents a été optimisé à 

partir de simulations et ajuste ses paramètres de détection automatiquement selon la trace de 

fluorescence. La composition de deux canaux ioniques a été vérifiée avec succès par ce 

programme. 

Finalement, la fluorescence à l’échelle de la molécule unique est mesurée 

conjointement au courant ionique de canaux potassiques KcsA avec un système de 

fluorométrie en voltage imposé. Ces enregistrements combinés permettent de décrire la 

fonction de canaux ioniques simultanément à leur position et densité alors qu’ils diffusent 

dans une membrane lipidique dont la composition est choisie. Nous avons observé le 

regroupement de canaux KcsA pour différentes compositions lipidiques. Ce regroupement ne 

paraît pas être causé par des interactions protéine-protéine, mais plutôt par des microdomaines 

induits par la forme des canaux reconstitués dans la membrane. Il semble que des canaux 

regroupés puissent ensuite devenir couplés, se traduisant en ouvertures et fermetures 

simultanées où les niveaux de conductance sont un multiple de la conductance « normale » 

d’un canal isolé. De plus, contrairement à ce qui est actuellement suggéré, KcsA ne requiert 

pas de phospholipide chargé négativement pour sa fonction. Plusieurs mesures indiquent 

plutôt que des lipides de forme conique dans la phase cristalline liquide sont suffisants pour 

permettre l’ouverture de canaux KcsA isolés. Des canaux regroupés peuvent quant à eux 

surmonter la barrière d’énergie pour s’ouvrir de manière coopérative dans des lipides non 

chargés de forme cylindrique. 

 

Mots-clés : Fluorescence de la molécule unique, fluorométrie en voltage imposé, canaux 

ioniques 
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Abstract 

The function of ion channels is finely regulated by structural changes of key domains 

controlling the pore opening. These structural modulations arise from interactions with the 

local environment, since several domains can be sensitive to specific physico-chemical 

properties. Movements generated in the structure become notably perceptible when channels 

open a passage for some ions, thus generating a measurable ionic current according to the 

electrochemical potential. A detailed description of these structure-function relationships is 

however difficult to obtain from measurements involving a set of identical channels, since the 

fluctuations and distributions of different individual properties remain hidden in an average. 

To differentiate these properties, single-molecule recordings are required. 

The main purpose of this thesis is to study the structural aspects and molecular 

mechanisms of ion channels using fluorescence spectroscopy at the single-molecule level. 

Studies are oriented towards the development or improvement of new methods. A class of 

pore-forming toxin served as a first study model. Single-molecule fluorescence was also used 

to study an ionotropic glutamate receptor, a glycine receptor and a prokaryotic potassium 

channel. 

The first part focuses on the study of stoichiometry using fluorescent subunit 

counting. This method allows a direct measure of the number of fluorescent monomers within 

a single complex by counting the number of step-wise fluorescence intensity decrease 

following photobleaching events. Here we present the first description, to our knowledge, of 

the dynamic assembly of a membrane protein in a lipid environment. The purified monomeric 

Cry1Aa toxin clusters with other monomers depending on the concentration and saturates in a 

tetrameric conformation. 

An automated method has been developed to determine the stoichiometry of GFP-

tagged membrane proteins expressed on mammalian cell surface. Although this expression 
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system is suitable for the study of proteins of mammalian origin, background fluorescence is 

particularly important and significantly increases the risk of error in the manual counting 

process. The presented method allows a fast and automated analysis based on fixed criteria. 

The algorithm responsible for counting fluorescent monomers was optimized from simulations 

and adjusts its detection parameters automatically according to the fluorescence trace 

recording. The composition of two ion channels was successfully verified using this program. 

Finally, single-molecule fluorescence is measured together with ionic current of 

KcsA channels using a voltage-clamp fluorometry setup. These combined recordings allowed 

us to describe the function of ion channels simultaneously to their position and density as they 

diffuse in a lipid membrane of defined composition. We observed clustering of KcsA channels 

for various lipid compositions. Clustering does not appear to be caused by protein-protein 

interaction, but rather by microdomains induced by the shape of reconstructed channels in the 

lipid bilayer. It seems that clustered KcsA channels could then become coupled, resulting in 

cooperative gating events with conductance levels multiple to the “normal” unitary channel 

conductance. Moreover, as opposed to what is currently suggested, KcsA does not require a 

negatively charged phospholipid for its function. Several of our recordings rather suggest that 

conically shaped lipids in the lamellar liquid crystalline phase are sufficient to allow single 

channel opening. Clustered channels can on the other hand overcome the energy barrier to 

open cooperatively in uncharged cylindrical lipids. 
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Chapitre 1 

Introduction 

1.1 Les canaux ioniques 

La communication entre les cellules du corps humain est contrôlée par diverses 

protéines localisées dans la membrane cellulaire. Celles-ci dictent le flux d’information 

traversant la membrane cellulaire, qui est à elle seule une barrière pour les ions, hormones, 

sucres, neurotransmetteurs, macromolécules et plusieurs molécules de nature polaire (1). 

Parmi ces protéines membranaires, les canaux ioniques sont présents dans la membrane de 

toutes les cellules. Ces protéines contrôlent la perméabilité membranaire des ions, qui 

diffusent suivant leur gradient électrochimique. Ce courant ionique est notamment à l’origine 

du potentiel de repos des cellules, source énergétique essentielle à leur fonctionnement. Les 

canaux localisés dans les cellules excitables occupent un rôle particulièrement important, alors 

qu’ils sont responsables des potentiels d’action nécessaires au système nerveux et cardiaque 

ainsi qu’à la contraction musculaire (2). 

Différents types de canaux existent, regroupés selon leur sélectivité ionique et leurs 

mécanismes d’ouverture. La sélectivité se caractérise par la capacité d’un canal à favoriser le 

passage de certains ions spécifiques à travers son pore. Les canaux ioniques sont généralement 

très sélectifs aux ions satisfaisant une taille et une charge donnée. Par exemple, les canaux 

potassiques sont environ 103-104 fois plus sélectifs à l’ion potassium qu’à l’ion sodium (2,3). 

Les ions qui satisfont les critères de sélectivité d’un canal peuvent le traverser, à 

condition que sa conformation le permette. Un canal s’ouvre, se ferme ou adopte des 

conformations intermédiaires responsables de divers comportements fonctionnels. Ces 

relations structure-fonction résultent des interactions moléculaires entre les acides aminés 
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composant les canaux et l’environnement local (4). Ces interactions forment ainsi la structure 

des canaux et sont responsables des transitions qui se produisent entre les différents états 

accessibles. Les canaux ioniques peuvent être particulièrement sensibles à un changement 

d’une propriété physico-chimique donnée. Selon le type de canal ionique, un changement au 

niveau du potentiel électrique membranaire, de la température ou du pH, ainsi que la liaison 

d’un ligand ou un stress mécanique peut notamment mener à son ouverture. 

L’étude des mécanismes moléculaires desquels découlent les relations structures-

fonctions requiert une compréhension détaillée de la structure et des mouvements structuraux 

possibles. La première structure à haute résolution d’un canal ionique fut celle du canal 

potassique bactérien KcsA de Streptomyces lividans (5), obtenue par cristallographie aux 

rayons X en 1998 (6). Cette structure révèle une architecture précise du pore dans son état 

fermé, ce qui permet de cibler des régions potentiellement impliquées dans divers mécanismes 

fonctionnels. C’est notamment à partir de cette structure que la compréhension des bases 

moléculaires de la sélectivité ionique et de la conduction a pu progresser (7-10). 

L’arrangement tridimensionnel du canal KcsA révèle deux régions du pore 

particulièrement importantes à la conduction de l’ion potassium. Le filtre de sélectivité, en 

bordure de la région extracellulaire (Fig. 1.1), se caractérise par son diamètre très étroit, où un 

ion hydraté ne peut circuler. Des groupes carbonyles localisés dans le filtre de sélectivité 

permettent à un ion potassium déshydraté d’être stabilisé dans cette section du pore lors de son 

passage (9). Les interactions qu’ont ces groupes avec les ions localisés dans le filtre 

défavorisent le passage des anions, cations divalents et ions Na+, alors que les ions K+ 

traversent à peu près sans barrière d’énergie (10). En bordure de la région intracellulaire se 

situe une région où des hélices alpha formant le canal peuvent se rapprocher et ainsi bloquer le 

flux ionique (6). Cette région, appelée le helical bundle crossing, est donc déterminante pour 

les mécanismes d’ouverture énoncés plus haut (Fig. 1.1). 
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Figure 1.1 | Structures du canal potassique KcsA obtenues par cristallographie aux rayons X. 
Les états fermé (fichier pdb 3EFF (11)) et ouvert (fichier pdb 3PJS (12)) sont représentés en 
bleu et en rouge, respectivement. Une perspective du dessus est montrée à gauche, alors 
qu’une vue de côté est illustrée à droite, avec deux sous-unités sur quatre pour plus de clarté. 

Bien que la cristallographie aux rayons X puisse mener à des structures hautement 

résolues (2-4 Å), elles sont particulièrement difficiles à obtenir dans le cas des protéines 

membranaires, comme les canaux ioniques. Leurs surfaces hydrophobes, leur flexibilité et leur 

instabilité rend leur étude par cristallographie généralement difficile (13). D’autre part, le 

résultat obtenu n’identifie qu’un seul état du canal, dans un environnement qui ne reflète pas 

celui physiologique. D’autres méthodes sont alors utilisées pour complémenter ou obtenir des 

informations structurales, notamment la microscopie électronique, la microscopie à force 

atomique, la résonance magnétique nucléaire, la résonance paramagnétique électronique et la 

spectroscopie de fluorescence. 

La présente thèse met l’emphase sur la détermination d’informations structurales par 

spectroscopie de fluorescence. Une attention particulière est accordée à l’organisation en sous-

unités des canaux ioniques, qui est décrite dans la prochaine section. 
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1.2 Organisation des sous-unités des canaux ioniques 

Le pore où la conduction ionique s’effectue est généralement localisé au long de l’axe 

central formé par une organisation symétrique de plusieurs sous-unités. La capacité du pore à 

stabiliser un ion de taille et de charge spécifique, en plus de pouvoir se fermer et s’ouvrir, 

émerge donc de cette symétrie. Selon ce qui est actuellement connu, le nombre de sous-unités 

qui participent à cette structure varie généralement entre 3 et 8, mais n’est pas restreint à cet 

intervalle (Fig. 1.2). 

 

Figure 1.2 | Exemples de structures obtenues par cristallographie aux rayons X. Pour illustrer 
la symétrie des canaux ioniques, ceux-ci sont entourés par des polygones du même ordre que 
les structures. Celles-ci proviennent des fichiers pdb 39HV (P2X4 (14)), 2A79 (Kv1.2 (15)), 
2BG9 (récepteur nicotinique (16)), 2ZW3 (Connexine-26 (17)), 7AHL (alpha-hémolysine 
(18)) et 3B07 (gamma-hémolysine (19). 
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Parmi les exemples les mieux décrits, les récepteurs P2X, canaux ioniques sélectifs 

aux cations et activés par des molécules d’ATP, sont formés de 3 sous-unités (14,20). Les 

canaux dépendants du voltage sélectifs au potassium (KV) sont quant à eux organisés en 

tétramères (15,21,22). Cet assemblage semble être partagé par de nombreux types de canaux 

ioniques, notamment les canaux potassiques à rectification entrante (KIR), les canaux HCN 

(Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated), CNG (Cyclic nucleotide-gated), TRP 

(transient receptor potential) et les récepteurs glutamates ionotropes (23-29). Les canaux 

dépendants du voltage sélectifs au sodium (NaV) ou au calcium (CaV) ont aussi un motif répété 

de 4 sous-unités, mais qui sont reliés physiquement, formant ainsi une seule chaîne d’acides 

aminés (30-32). L’architecture à 5 sous-unités a été observée pour les récepteurs cys-loop (e.g. 

récepteurs à la glycine, récepteurs nicotiniques à l’acétylcholine, récepteurs de l'acide gamma-

aminobutyrique de type A (GABAA)) (33-35), tandis que 6 sous-unités composent les 

jonctions communicantes (17,36). Il existe aussi des exemples de formation de canaux 

ioniques à 7 ou 8 sous-unités par des toxines formeuses de pores, tel l’alpha-hémolysine 

(18,37,38), la gamma-hémolysine (19), la leucocidine (39) et l’antigène protecteur de 

l’anthrax (40-43). 

L’organisation en sous-unité des canaux ioniques est un aspect structural fondamental 

qui contrôle leur fonction. Elle influence notamment la cinétique des canaux ioniques. Par 

exemple, l’ouverture des canaux KV semble précédée par l’activation du domaine sensible au 

voltage de chacune des quatre sous-unités (44,45). Les états structuraux de chacune des sous-

unités et les transitions entre ces états régulent donc la fonction globale observée. Cette 

influence des sous-unités sur la cinétique des canaux est d’ailleurs particulièrement importante 

pour la génération des potentiels d’action des cellules excitables (46), qui est permise par 

l’ouverture nettement plus rapide des canaux NaV relativement aux canaux KV. Il a été proposé 

que cette différence soit le résultat d’un niveau significatif de coopérativité entre les régions 

sensibles au voltage des quatre sous-unités des canaux NaV, contrairement aux canaux KV 

(47). De plus, il est possible que l’activation de trois domaines sensibles au voltage et 

l’activation partielle du quatrième soient suffisantes pour ouvrir les canaux NaV (48), 

accélérant d’autant plus la réponse à une dépolarisation relativement aux canaux KV. 
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Une autre influence possible de l’organisation des sous-unités des canaux ioniques 

sur leur fonction est la présence de niveaux de conductance partielle. Des mesures 

électrophysiologiques à l’échelle du canal unique ont montré que la conductance de canaux 

ioniques se situe parfois à des niveaux intermédiaires, inférieurs à l’état de conduction 

normalement observé (28,49-52). Ces niveaux de conductance apparaissent d’ailleurs plus 

fréquemment si l’activation des canaux est partielle (e.g. faible dépolarisation pour les canaux 

dépendants du voltage). Les enregistrements électrophysiologiques suggèrent fortement que 

ces événements puissent émerger d’ouvertures partielles, où des sous-unités se retrouvent en 

conformation ouverte de manière indépendante (50,53). 

En plus de ces influences fonctionnelles, des sous-unités auxiliaires peuvent aussi 

parfois s’ajouter à l’organisation initiale d’un canal et ainsi modifier ses propriétés. C’est par 

exemple le cas des sous-unités Neto1 et Neto2 qui se lient au récepteur glutamate formé par 

les sous-unités GluK2. Ces deux types de sous-unités provoquent notamment une réduction 

significative de la rectification entrante des canaux GluK2. La cinétique de désensibilisation 

est aussi altérée, alors que celle-ci apparaît incomplète avec Neto1 et s’amorce plus 

tardivement avec Neto2 (54).  

Les canaux ioniques ne sont pas nécessairement composés de sous-unités identiques 

(homomère). Plusieurs études décrivent le regroupement de sous-unités différentes pour un 

même type de canal (hétéromère). Par exemple, les sous-unités P2X2 forment un trimère à eux 

seuls, contrairement aux sous-unités P2X6. Ces dernières peuvent toutefois se mélanger à une 

ou deux sous-unités P2X2 et former un hétéro-trimère (55). Le récepteur à la glycine forme un 

homo-pentamère avec des sous-unités alpha-1 ou un hétéro-pentamère avec trois sous-unités 

alpha-1 et deux sous-unités bêta (56). Les sous-unités GluK1, GluK2 et GluK3 des récepteurs 

kaïnate peuvent former des homo-tétramères et hétéro-tétramères, alors que les sous-unités 

GluK4 et GluK5 doivent s’associer avec un des trois premiers types (57-59). Ces 

regroupements hétérogènes permettent une régulation de la fonction des canaux, tel que 

montré pour le mélange P2X2/6 qui est plus perméable à l’ion calcium que le canal formé 

uniquement de sous-unités P2X2 (60). 

Différentes méthodes permettent d’étudier la composition en sous-unités de canaux 

ioniques. Puisque les structures à haute résolution par cristallographie aux rayons X sont 
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difficiles à obtenir pour les protéines membranaires, d’autres méthodes biophysiques sont 

généralement priorisées. Par exemple, le blue native PAGE (polyacrylamide gel 

electrophoresis) est souvent utilisé pour estimer le poids moléculaire de canaux ioniques, et 

donc le nombre de sous-unités qui les composent (33,61,62). L’idée repose sur l’utilisation de 

l’électrophorèse en condition non dénaturante, afin de préserver les complexes à plusieurs 

sous-unités. Un marqueur bleu chargé négativement (Coomassie Brillant Blue) se lie à la 

surface de la protéine membranaire, principalement sur les acides aminés hydrophobes et 

basiques, pour lui conférer une charge globale négative. Les protéines sont donc entraînées 

dans un champ électrique et séparées selon leur grosseur dans un gel à gradient de 

polyacrylamide. Une seconde séparation, cette fois en présence de SDS (sodium dodecyl 

sulfate) pour dénaturer les complexes, est normalement effectuée pour caractériser les sous-

unités des complexes isolés. Le blue native PAGE a notamment permis de déterminer 

correctement la structure trimérique des récepteurs P2X (20) et d’étudier l’assemblage 

hétéromérique de sous-unités du récepteur nicotinique selon différentes combinaisons (33). 

Plusieurs complexes à la membrane d’Escherichia coli ont aussi été détectés suivant cette 

méthode (63,64). Cependant, il peut parfois devenir difficile de mettre en évidence 

précisément l’organisation en sous-unités avec cette technique. La détermination du poids 

moléculaire associé à une organisation particulière implique une comparaison de la migration 

avec d’autres protéines dont le poids moléculaire est connu (61,62). Or, la migration dans le 

gel dépend notamment de la forme de la protéine. Aussi, le poids moléculaire de la protéine 

est affecté par les molécules de détergent et de marqueur bleu liées à la protéine (65,66). 

L’assemblage de sous-unités peut aussi être évalué par ultracentrifugation analytique. 

Cette méthode s’appuie sur l’observation de la redistribution d’une protéine, purifiée et 

solubilisée, provoquée par l’application d’une force générée par centrifugation. Étant donné 

que cette redistribution dépend notamment du poids moléculaire de la protéine, l’organisation 

en sous-unité peut être extrapolée. Par exemple, une étude récente sur les récepteurs kaïnate a 

permis de détecter le regroupement en dimère d’hétéro-dimères des domaines amino-terminals 

des sous-unités GluK2 et GluK5 (67). Pour l’étude de domaines transmembranaires 

solubilisés, les résultats peuvent s’avérer difficile à obtenir précisément, puisque les molécules 
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de détergent liées aux protéines contribuent au poids moléculaire apparent. Il est donc 

nécessaire de considérer la présence de détergent dans l’analyse des résultats (68). 

Il est aussi possible de déduire l’organisation des sous-unités d’un canal par études 

fonctionnelles sur des sous-unités physiquement reliées entre elles. Pour exprimer ce type de 

complexe avec un nombre choisi de sous-unités, la séquence génétique des sous-unités 

désirées est introduite en chaîne dans une seule molécule d’ADN. Des complexes avec 

différentes organisations peuvent ensuite être exprimés et étudiés fonctionnellement par 

électrophysiologie pour vérifier s’ils produisent des canaux ioniques fonctionnels et ainsi 

déduire l’organisation des sous-unités qui les composent. Par exemple, cette méthode a été 

exploitée pour déduire la conformation tétramérique des canaux potassiques sensibles au 

voltage transmembranaire (21) et de canaux CRAC (Calcium Release-Activated Channels) 

(69). 

Dans les cas où le nombre de sous-unités est connu, le principe de transfert d’énergie 

entre deux molécules fluorescentes (FRET : Förster Resonance Energy Transfer) permet de 

décrire la stœchiométrie et l’organisation d’hétéromères (70,71). En spectroscopie de 

fluorescence, un photon dont la longueur d’onde est compatible avec le spectre d’absorption 

de la molécule fluorescente amène celle-ci dans un niveau électronique excité (Fig. 1.3 A,B). 

Il y a ensuite relaxation vers le niveau vibrationnel de base du premier état excité, qui 

provoque un déplacement du spectre d’émission relativement à l’absorption. L’émission 

correspond à la transition électronique du premier niveau excité aux états vibrationnels du 

niveau énergétique de base (72). Selon ce principe, les photons émis par le fluorophore 

peuvent être discriminés de ceux de l’excitation grâce à des filtres optiques. Dans le cas du 

FRET, une seconde molécule fluorescente est à proximité, normalement entre 10 et 100 Å. Il 

peut y avoir transfert d’énergie non-radiatif de la première molécule fluorescente à la seconde 

par interaction dipôle-dipôle, à condition que le spectre d’émission de la première recouvre le 

spectre d’absorption de la seconde (Fig. 1.3 C,D). Plus la distance qui les sépare diminue, plus 

le taux de transfère d’énergie augmente (72). Cette relation dépend aussi particulièrement du 

degré de recouvrement des spectres et des propriétés physiques des molécules fluorescentes. 

De façon générale, plus ce recouvrement spectral est significatif, plus le transfert d’énergie 

demeure efficace à des distances importantes (Fig. 1.3 E). Le FRET permet donc d’évaluer la 
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proximité entre deux molécules fluorescentes différentes, un donneur et un accepteur, puisque 

l’intensité des deux fluorophores peut être distinguée spectroscopiquement (Fig. 1.3 D). Par 

exemple, si le taux de transfert du donneur à l’accepteur augmente (les fluorophores se 

rapprochent), l’émission du donneur diminue alors que celle de l’accepteur augmente.  

 

Figure 1.3 | Spectroscopie de fluorescence et FRET. (A) Exemple d’un spectre d’absorption 
(en vert) et d’émission (en rouge) d’un fluorophore. (B) Diagramme de Jablonski simplifié 
pour la fluorescence. L’absorption d’un photon (en vert) est indiquée, suivie de la relaxation 
vibrationnelle au premier état excité et d’une émission radiative (en rouge) ou non radiative 
(en noir). Les niveaux énergétiques S0 (fondamental), S1 (1er état excité) et S2 (2e état excité) 
ainsi que les sous-niveaux d’énergie vibrationnelle (0,1,2) sont aussi illustrés. (C) Illustration 
du concept du FRET. (D) Le spectre d’émission du donneur doit recouvrir le spectre 
d’absorption de l’accepteur. (E) Pour différentes paires donneur-accepteur où l’efficacité 
quantique du donneur et le coefficient d’absorption de l’accepteur sont similaires d’une paire à 
l’autre, une augmentation du recouvrement spectral déplace la courbe d’efficacité de transfert 
vers de plus grandes distances. 

En utilisant ce principe de FRET, des mesures d’intensité peuvent permettre de 

détecter des conformations spécifiques. Par exemple, suivant cette idée, la stœchiométrie du 
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canal CNG des photorécepteurs en bâtonnets a été déduite à trois sous-unités CNGA1 pour 

une sous-unité CNGB1 (71). Dans cette étude, l’évaluation de la stœchiométrie est effectuée 

suivant principalement trois expériences de transfert d’énergie avec deux protéines 

fluorescentes : eCFP (donneur) et eYFP (accepteur). Dans la première expérience, la sous-

unité CNGA1 est fusionnée à eCFP, alors que la sous-unité CNGB1 est fusionnée à eYFP. 

Cette expérience sert à s’assurer que les sous-unités des deux espèces s’assemblent et que le 

signal de FRET est important. Dans la seconde expérience, deux constructions de la sous-unité 

CNGA1 sont produites en y fusionnant l’une ou l’autre des protéines fluorescentes. Ces 

constructions sont co-exprimées avec la sous-unité CNGB1 et l’assemblage hétéromérique est 

vérifié fonctionnellement. Dans la troisième expérience, le même processus est répété, mais 

cette fois en inversant les rôles des sous-unités CNGA1 et CNGB1. Un signal de FRET 

observé pour la seconde expérience, mais pas pour la troisième signifie qu’il y a trois sous-

unités CNGA1 pour une sous-unité CNGB1. À l’inverse, un signal de FRET observé pour la 

troisième expérience, mais pas pour la seconde signifie qu’il y a trois sous-unités CNGB1 

pour une sous-unité CNGA1. Si le transfert d’énergie se produit pour la seconde et la 

troisième expérience, la stœchiométrie est de deux-sous-unités CNGA1 pour deux sous-unités 

CNGB1. 

Un important problème émerge des méthodes décrites ci-dessus, puisqu’elles étudient 

l’organisation en sous-unité sur un ensemble de canaux. Elles ne mesurent donc qu’une 

moyenne, alors que plusieurs populations pourraient coexister pour un même canal. Des 

mesures à l’échelle de la molécule unique sont nécessaires pour obtenir l’information de 

différentes populations. Par exemple, si le nombre de sous-unités varie ou si plusieurs 

stœchiométries sont possibles, des mesures sur des ensembles de canaux ne peuvent pas 

identifier ces populations, alors que les mesures à l’échelle de la molécule unique offrent la 

possibilité de distinguer et d’observer les populations, une seule à la fois. Pour obtenir ce type 

de résolution, la microscopie à force atomique (AFM : Atomic Force Microscopy) et la 

spectroscopie de fluorescence sur des molécules distinguables sont deux outils puissants. 

L’AFM peut particulièrement permettre le décompte des sous-unités et l’étude de la 

stœchiométrie de canaux ioniques purifiés. Cette technique s’appuie sur l’interaction d’une 

pointe nanométrique fixée au bout d’un cantilever micrométrique avec la surface à explorer. 
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Un système piézoélectrique permet de bouger précisément (résolution < 1 nm) le cantilever 

par rapport à la surface et donc d’obtenir la topologie de surface selon l’interaction avec la 

pointe (73). Des images obtenues par AFM ont par exemple révélé une stœchiométrie de 

2α:2β:1δ, placée dans l’ordre αβαδβ (sens anti-horaire, vue du côté extracellulaire), pour les 

sous-unités α4β3δ des récepteurs GABAA (74). Pour différencier les sous-unités, un épitope 

distinct est ajouté à chacune d’elles. Un anticorps qui s’y lie spécifiquement est alors détecté 

par AFM, permettant d’étudier l’organisation en sous-unité. 

La spectroscopie de fluorescence à l’échelle de la molécule unique peut quant à elle 

être utilisée aussi bien sur des canaux purifiés que sur de canaux exprimés à la membrane 

cellulaire. Contrairement à l’AFM, un marqueur fluorescent permet de les distinguer des 

autres composants cellulaires. Pour cette méthode, les sous-unités d’intérêt d’un canal sont 

spécifiquement marquées d’une molécule fluorescente. Lorsque la densité des canaux est 

suffisamment faible pour distinguer des canaux uniques, leur intensité de fluorescence est 

mesurée. Une première approximation du nombre de sous-unités marquées peut être obtenue 

simplement à partir de l’intensité, assumant que l’intensité d’une seule molécule fluorescente 

est connu (75). Cependant, une importante variabilité de l’intensité peut exister (76-78), se 

traduisant en des résultats peu précis. Plusieurs facteurs peuvent contribuer à faire varier 

l’intensité de la molécule fluorescente, notamment son environnement local ou une orientation 

préférentielle de son moment dipolaire. Des mesures de fluorescence en temps résolu 

permettent d’éviter ce problème. La trace de fluorescence met en évidence les évènements de 

photoblanchiment (photodestruction) de chacune des molécules fluorescentes, qui provoquent 

une diminution de l’intensité de fluorescence en sauts discrets (Fig. 1.4). Le photoblanchiment 

se produit sur la molécule fluorescente excitée, alors qu’elle est chimiquement modifiée par 

l’interaction avec des molécules environnantes, généralement l’oxygène (79,80). Chacune de 

ces étapes correspond à une molécule fluorescente, et par extension, au nombre de sous-unités 

marquées. 
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Figure 1.4 | Exemple de trace avec des sauts de photoblanchiment. Les flèches indiquent 
l’emplacement des sauts pour un tétramètre où chacune des sous-unités est marquée. Les états 
de fluorescence sont aussi représentés par le nombre de molécules fluorescentes (vertes) et 
photoblanchies (noires). 

En pratique, les sous-unités d’intérêt ne sont pas toutes marquées. Il est possible que 

la molécule fluorescente ait été photoblanchie avant la mesure ou qu’elle ne soit simplement 

pas fonctionnelle, comme c’est le cas pour une portion des protéines fluorescentes fusionnées 

génétiquement à des sous-unités. Donc même si des protéines fluorescentes sont 

nécessairement attachées aux sous-unités d’intérêt, certaines ne sont pas dans un état où le 

chromophore est mature (81). Pour les fluorophores organiques, leur liaison à la protéine 

dépend du rendement de la réaction entre le site de la protéine à marquer et le groupe réactif 

du fluorophore, normalement inférieur à 100% (82). En conséquence, pour un complexe 

composé de x sous-unités d’intérêt, la distribution de sous-unités marquées suit une 

distribution binomiale d’ordre x (83). L’analyse finale s’appuie donc sur cette distribution 

binomiale. 

Cette technique de spectroscopie de fluorescence a été popularisée par une étude de 

stœchiométrie sur les récepteurs ionotropes NMDA (N-methyl-D-aspartate) exprimés à la 

membrane d’ovocytes de Xenopus laevis (83). De nombreux travaux utilisent maintenant cette 

méthode (84-89). Les ovocytes sont fréquemment utilisés pour ce type d’expérience, 

comparativement aux cellules mammifères, qui produisent généralement des résultats avec un 

important bruit de fluorescence. Cependant, l’organisation en sous-unités de protéines 

d’origine mammifère peut être différente lorsqu’exprimée en ovocyte, tel que démontré pour 
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le récepteur nicotinique de l'acetylcholine (90,91), compliquant ainsi l’interprétation des 

résultats. 

Dans cette thèse, la méthode de décompte par photoblanchiment de molécules 

fluorescentes est d’abord appliquée sur une toxine formeuse de pores de B. thuringiensis. 

Contrairement aux canaux ioniques constitués de protéines transmembranaires, les toxines 

formeuses de pores sont solubles sous forme monomérique. Des changements de conformation 

permettent à certaines régions de s’insérer dans la membrane, et donc de former un pore 

composé de plusieurs monomères (92,93). Puisque les toxines formeuses de pores peuvent 

exister sous forme monomérique en solution, leur processus d’oligomérisation est 

particulièrement intriguant. Existe-t-il plusieurs conformations possibles? Est-ce qu’un pore 

oligomérique doit être formé avant l’insertion membranaire? Est-ce que la concentration de 

toxines influence l’oligomérisation? Ces questions peuvent être abordées par la technique de 

décompte de sous-unités fluorescentes. La toxine est marquée d’un fluorophore, purifiée et 

reconstituée dans des vésicules. Celles-ci forment des bicouches supportées à la surface de 

lamelles de verre, où l’émission de fluorescence est mesurée. Cette configuration simple a 

notamment l’avantage de produire des résultats avec très peu de bruit de fluorescence. La 

méthode de décompte des molécules fluorescentes est aussi appliquée directement sur des 

cellules mammifères exprimant des canaux liés à des protéines fluorescentes (sfGFP : 

superfolder green fluorescent protein). Pour rendre l’étude objective et précise dans un 

contexte où le bruit de fluorescence est important, un programme qui automatise l’analyse est 

alors développé. Celui-ci se charge de sélectionner les canaux marqués de molécules 

fluorescentes, filtrer leur fluorescence du bruit, détecter les événements de photoblanchiment 

et déterminer si la trace de fluorescence est de qualité suffisante pour être considérée dans 

l’analyse. 

Les travaux présentés dans cette thèse mettent en évidence les phénomènes de 

regroupement et d’organisation des sous-unités au sein d’un canal ionique. Ces agencements 

sont essentiels aux fonctions de la machinerie biochimique de la cellule. Elles amènent aussi 

une autre question importante. Puisque la fonction des canaux émerge des interactions entre 

les monomères (sous-unités) qui forment le pore de conduction, est-ce possible que des canaux 
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en arrivent à interagir entre eux? Et quelle seraient alors les conséquences fonctionnelles de 

ces interactions? La prochaine section aborde ces questions. 

1.3 Regroupement de canaux ioniques 

Les interactions protéine-protéine sont à la base de la stœchiométrie des canaux. De 

façon plus globale, ces interactions peuvent mener aussi à des regroupements plus importants 

en nombre. Les interactions protéine-protéine soutiennent un vaste réseau qui participe à 

divers mécanismes cellulaires essentiels. Un exemple bien connu est celui des récepteurs 

couplés aux protéines G (GPCR : G protein-coupled receptors). L’interaction entre ce type de 

récepteur à la membrane et une protéine G à l’intérieur de la cellule permet de produire une 

cascade de signalisation cellulaire en réponse à la liaison extracellulaire d’un ligand spécifique 

au récepteur (94-96). Cette interaction est donc fondamentale à la transduction des signaux 

pour différentes fonctions physiologiques. D’autres interactions se produisant entre protéines 

sont cependant considérées pathologiques (97). C’est le cas de la maladie d’Alzheimer, où des 

lésions apparaissent suite à l’agrégation de peptides bêta-amyloïde, et aussi de protéines tau 

(98-100). 

Dans le cas spécifique des canaux ioniques, plusieurs études amènent une vision plus 

globale des interactions protéine-protéine, alors que les canaux se réunissent parfois entre eux. 

Par exemple, plusieurs études électrophysiologiques où le nombre de canaux est estimé à 

différentes régions par patch-clamp montrent que différents canaux dans les neurones sont 

présents à haute densité à des régions spécifiques (101-108). Les canaux sodiques du 

sarcolemme des myocytes cardiaques ont aussi été observés en regroupement (109). Le même 

phénomène a aussi été observé pour différents canaux purifiés et reconstitué dans une 

membrane lipidique. C’est notamment le cas des canaux potassiques KcsA observés par 

fluorescence (110,111). Le rassemblement de canaux mécanosensibles MscL a aussi été 

détecté par fluorescence, en plus de mesures de distribution des canaux en patch-clamp et par 

AFM (112). Des mesures électrophysiologiques des canaux ioniques formés par l’antibiotique 

syringomycin E suggèrent aussi des associations de monomères (113). 

Le regroupement de canaux ioniques semble pouvoir être causé par plusieurs 

facteurs. Le regroupement de récepteurs acéthylcholine, et aussi de récepteurs glycine, a été 
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attribué à une protéine spécialisée, comme la gephyrin, qui les dirigerait vers une région 

spécifique (114,115). Les radeaux lipidiques semblent aussi influencer le rassemblement de 

différents canaux dans des microdomaines spécifiques (116-118). Il pourrait aussi y avoir des 

interactions homophiliques qui regroupent les canaux, tel que proposé pour la syntaxine (119). 

Une autre voie possible repose sur les propriétés physiques de la membrane lipide. Plusieurs 

études démontrent qu’un rassemblement de protéines membranaires peut résulter d’une 

disparité entre l’épaisseur de la partie hydrophobique de la protéine et celle de la membrane 

(120-123). Un regroupement serait dans ce cas énergétiquement favorable étant donné la 

déformation impliquée pour éviter la disparité des régions hydrophobiques (Fig. 1.5). Le 

même phénomène se produit aussi selon le degré de courbure de la membrane (122,124). Des 

modèles théoriques prédisent d’ailleurs ces phénomènes (125-129). 

 

Figure 1.5 | Regroupements de canaux induits par la déformation de la membrane. En haut, 
une modification de l’épaisseur hydrophobique de la membrane pour accommoder des canaux. 
En bas, une courbure de membrane créée par la forme des canaux. 

Le regroupement de canaux peut potentiellement affecter leur activité fonctionnelle. 

Par exemple, des mesures électrophysiologiques où deux canaux sodiques sont regroupés 

révèlent un couplage fonctionnel où l’ouverture de l’un est facilitée si le second est fermé 

(130). Aussi, l’association de deux canaux formés par la gramicidine A augmente la 

conductance de chacun des canaux par environ 10% (131). Il a aussi été proposé que 

l’assemblage de canaux formés par l’antibiotique syringomycin E est responsable de la 
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conductance élevée (113). L’interaction entre ces canaux pourrait alors mener à une ouverture 

et fermeture concertée de plusieurs canaux. Cette coopérativité de canaux regroupés a aussi été 

suggérée pour les canaux mécanosensibles à large conductance MscL (112).  

Cette thèse présente une étude du regroupement par fluorométrie en voltage imposé 

de canaux potassiques KcsA reconstitués dans des bicouches lipidiques planaires. En mesurant 

la conduction ionique simultanément à la fluorescence, il est possible de corréler les 

observations relatives à la distribution spatiale des canaux dans la membrane à celles de la 

fonction de conduction. La configuration du système de mesure permet aussi de contrôler la 

composition lipidique où les canaux évoluent. Ainsi, en étudiant les phénomènes de 

regroupement de canaux ioniques par modulation de la composition lipidique, l’impact de 

différentes propriétés de membrane sur les canaux peut aussi être apprécié. Ce type de 

mesures combinées peut donc en principe décrire et corréler différents phénomènes associés 

aux propriétés de la membrane. Il est d’ailleurs de plus en plus reconnu que ces propriétés ont 

probablement un effet important dans la fonction des canaux ioniques. La section suivante 

introduit ces phénomènes pour mettre en contexte les résultats présentés dans cette thèse. 

1.4 Régulation des canaux ioniques par les propriétés de 

membrane 

Puisque les lipides interagissent de très près avec différentes régions des canaux 

ioniques, ils jouent nécessairement un rôle au niveau de leur conformation (4). En plus de 

maintenir l’intégrité des canaux ioniques, les propriétés physico-chimiques de la membrane 

peuvent favoriser une certaine conformation et donc influencer leur fonction. La charge portée 

par les têtes polaires des phospholipides est notamment bien connue pour affecter les 

propriétés de conduction de plusieurs canaux ioniques. Plusieurs études rapportent une forte 

modulation fonctionnelle par le phospholipide chargé négativement PIP2 

(Phosphatidylinositol-4,5-diphosphate). Par exemple, plusieurs canaux potassiques à 

rectification entrante (Kir) sont activés par PIP2 (132-134). Cependant, la charge elle-même 

n’est pas suffisante pour promouvoir l’ouverture des canaux Kir. Il semble que plutôt que des 

interactions spécifiques entre PIP2 et ces canaux soient formées et participent fortement aux 

mécanismes de régulation (135,136). De plus, une étude récente suggère que la sensibilité de 
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ce type de canal à PIP2 puisse dépendre de la concentration d’un second phospholipide chargé 

négativement (135). 

PIP2 serait aussi nécessaire au maintien de l’activité de canaux calciques dépendants 

du voltage (137). Il permet également l’activation de canaux TRPM8 (138), un canal de type 

transient receptor potential sensible aux faibles températures et au menthol, et l’inhibition de 

canaux TRPV1, plutôt activés par la chaleur et la capsaïcine (139). Un lipide anionique serait 

aussi nécessaire pour la fonction du canal potassique KcsA (140,141). Dans le cas de canaux 

potassiques dépendants du voltage, les lipides anioniques supporterait une activation à des 

potentiels membranaires plus faibles, alors que les lipides cationiques auraient l’effet inverse 

(142-145). Bien que ces effets fonctionnels ne soient généralement pas totalement compris au 

niveau moléculaire, des forces électrostatiques impliquant l’interaction avec des acides aminés 

chargés contribuent probablement à ces mécanismes. Par exemple, une étude récente du canal 

KcsA montre l’influence électrostatique entre une portion de la région N-terminale des sous-

unités et les phospholipides du feuillet intracellulaire. Des acides aminés chargés positivement 

interagiraient avec les lipides chargés négativement pour stabiliser l’état ouvert du canal (146). 

Ce type d’interaction avec les lipides de la membrane se distingue des interactions où une 

molécule se lie spécifiquement au canal et participe à ses mécanismes d’ouverture, comme 

suggéré précédemment en ce qui concerne l’interaction entre PIP2 et les canaux Kir. 

Une autre propriété de la membrane souvent reliée à la fonction de canaux ioniques 

est l’épaisseur de sa région hydrophobique. Par exemple, une étude électrophysiologique en 

patch-clamp de canaux ioniques formés par la gramicidine A montre un changement drastique 

fonctionnel selon une modification de la longueur des chaînes d’acides gras par deux carbones 

(147). Les bicouches où les chaînes d’acide gras possèdent 20 carbones révèlent des canaux 

activés par la pression, alors qu’ils sont inactivés par la pression si les chaînes sont plutôt de 

18 carbones. Une autre étude montre que la conductance de canaux BK (canaux potassiques 

activés par le calcium à haute conductance) est modulée par l’épaisseur de la partie 

hydrophobique des membranes. Selon les bicouches examinées où les chaînes d’acides gras 

portent de 14 à 24 carbones, la conductance mesurée augmente pour les chaînes de 14 à 18 

carbones et diminue pour les chaînes plus longues (148). La stabilité de l’état fermée en est 

également affectée et se traduit par une modulation de la probabilité d’ouverture, qui diminue 
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pour les chaînes de 14 à 22 carbones et augmente pour les chaînes plus longues (149). Dans un 

contexte similaire d’étude, l’énergie d’activation des canaux mécanosensible MscL semble 

diminuer avec une réduction de l’épaisseur de la région hydrophobique (150). Il est aussi 

possible que la fonction du canal potassique KcsA soit modulée par ce même paramètre. Des 

mesures récentes visant à déterminer l’activité du canal selon l’épaisseur de la région 

hydrophobique de la membrane suggèrent que les membranes composées de chaînes à 18 

carbones sont activées légèrement plus facilement que celles  avec 22 carbones. Une 

concentration plus élevée en proton est alors nécessaire pour activer le canal des membranes 

plus épaisses (151). Ces résultats semblent notamment supporter une étude concernant 

l’affinité entre le canal KcsA et des phospholipides de différentes longueurs de chaîne. Le 

canal fermé aurait une affinité plus grande aux longues chaînes (~22 carbones) qu’à celles plus 

courtes (14 carbones). Par contre, cette affinité semble s’inversée en conformation ouverte 

(152). 

Ces modulations fonctionnelles découlent d’une modification structurale qui 

minimise la disparité entre les régions hydrophobiques de la bicouche et celles des canaux, 

étant donné le coût énergétique élevé pour exposer des interfaces polaires/non-polaires (153). 

Cette tendance à éviter la disparité hydrophobique est souvent décrite en assumant une 

protéine membranaire rigide et des lipides qui s’ajustent en conséquence (125,154,155). 

Cependant, bien que les lipides soient généralement plus souples et peuvent s’étirer ou se 

compresser plus facilement que les protéines, certains changements de conformation peuvent 

être favorisés. Ce phénomène est observé pour des protéines transmembranaires à hélices-

alpha, alors qu’une très faible distorsion de la membrane est mesurée en les introduisant dans 

des membranes dont l’épaisseur de la région hydrophobique varie (152,156,157). L’adaptation 

des protéines à l’épaisseur de la région hydrophobique de la membrane lipidique pourrait se 

faire par inclinaison des hélices-alpha (158)(Fig. 1.6). Au contraire, pour des protéines rigides 

à hélices-bêta (β-helical) ou à barillet-bêta (β-barrel), une distorsion importante de la 

membrane est mesurée (123,159). 
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Figure 1.6 | Illustration d’un phénomène de modulation fonctionnel par l’épaisseur de la partie 
hydrophobique de la membrane. Dans l’exemple illustré, l’adaptation du canal à une région 
hydrophobique plus mince par inclinaison des hélices augmente la conduction ionique, 
représentée par la flèche dans le pore. 

Des effets au niveau de la conformation des canaux ioniques peuvent aussi émerger 

de façon plus générale des propriétés mécaniques des lipides et de la pression ou tension 

exercée latéralement par ces derniers (160). Les effets sont particulièrement perceptibles pour 

les canaux mécanosensibles. Une étude sur le canal MscL s’appuie sur la création d’une 

asymétrie membranaire via l’addition de lysophosphatidylcholine (LPC), un phospholipide où 

une des deux chaînes aliphatiques est absente. Cette asymétrie permet de provoquer 

l’ouverture du canal à elle seule (150). La lysophosphatidylcholine n’a pas tendance à former 

des bicouches planaires, mais plutôt à courber la membrane. La tension naturelle créée par ce 

phospholipide tend donc à déformer la bicouche (161). L’asymétrie modifie donc le profile de 

pression latérale et favorise l’état ouvert du canal MscL (Fig. 1.7). Des effets fonctionnels sont 

aussi suggérés pour quelques autres types de canaux alors que différents agents ont été insérés 

dans la membrane lipidique pour modifier ses attributs mécaniques. C’est notamment le cas de 

canaux sodiques dépendants du voltage, dont l’inactivation est modifiée par le cholestérol et la 

capsaïsine (162,163). L’amplitude de cette modification varie selon l’effet des molécules sur 

la membrane. La capsaïsine, qui rend la bicouche plus fluide, déplace la courbe d’inactivation 

vers des potentiels plus négatifs, alors que le cholestérol, qui rend la bicouche moins flexible, 

a l’effet contraire. Il a été également proposé que la nicotine puisse inhiber des canaux 

sodiques dépendants du voltage et sensibiliser des canaux TRPV1 activés par la capsaïsine par 

modulation de la membrane lipidique (164). 
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Figure 1.7 | Profile de pression latérale asymétrique induit par la présence de molécules de 
lysophosphatidylcholine (LPC) d’un seul côté de la membrane. La pression des lipides sur le 
canal étant plus forte du côté sans LPC, la conformation du canal peut en être affectée. 

1.5 Format de la thèse 

Cette thèse présente deux articles publiés et un article soumis pour publication. Ils 

s’appuient tous sur la spectroscopie de fluorescence à l’échelle de la molécule unique pour 

répondre à des questions d’ordre structurale relativement aux canaux ioniques. L’ensemble des 

travaux s’intéresse aux phénomènes d’association de monomères qui forment des canaux 

ioniques ou des complexes de canaux. Les chapitres 3 et 4 concernent principalement le 

dénombrement de sous-unités composant un canal ionique par photoblanchiment des 

molécules fluorescentes. Le chapitre 3 évalue plus précisément l’oligomérisation d’une toxine 

formeuse de pore dans une membrane lipidique selon la concentration. Cette étude est à notre 

connaissance la première à employer la technique de décompte de sous-unités fluorescentes 

pour décrire une dynamique d’oligomérisation. Le chapitre 4 présente quant à lui un 

développement d’une nouvelle méthode informatique pour analyser les résultats de 

photoblanchiment même en présence d’un important bruit de fluorescence. Le programme 

créé est utilisé pour confirmer l’organisation en sous-unités des récepteurs ionotropes au 

glutamate et à la glycine. Au chapitre 5, le principe d’association de sous-unités est amené à 

un degré d’oligomérisation plus important alors que les interactions et le regroupement de 

canaux KcsA sont étudiés en bicouche lipidique planaire. Dans ce contexte d’assemblage de 

canaux ioniques, les effets de l’épaisseur de la région hydrophobique de la membrane sont 

explorés. La fonction des canaux KcsA est aussi étudiée en présence de canaux assemblés, de 

même qu’en variant la composition lipidique. 
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Avant la présentation de ces travaux, le prochain chapitre expose les bases théoriques 

essentielles utilisées et met en contexte certains éléments des méthodes développées. 
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Chapitre 2 

Bases théoriques 

2.1 Fondements de l’analyse statistique des distributions 

Les troisième et quatrième chapitres présentent de nombreuses distributions 

statistiques relativement à l’analyse de la composition des complexes. Tel que mentionné dans 

le précédent chapitre, une distribution binomiale peut représenter la distribution du nombre de 

sous-unités marquées d’un complexe formé d’un nombre spécifique de sous-unités. Cette 

distribution découle directement de la probabilité qu’une sous-unité soit marquée d’une 

molécule fluorescente. Par exemple, si un complexe est formé de deux sous-unités identiques 

dont la probabilité de marquage p est inférieure à 1, chaque complexe peut être formé de k = 0, 

1 ou 2 sous-unités marquées. La proportion Pbin de chacune de ces possibilités est obtenue par 

l’analyse des configurations possibles. 

 2( 0) (1 )(1 ) (1 )binP k p p p= = − − = −   

 ( 1) (1 ) (1 ) 2 (1 )binP k p p p p p p= = − + − = −   

 2( 2)binP k p p p= = ⋅ =   

Ce principe peut être généralisé pour un nombre n de sous-unités. 

 
( ) ( ) ( )!

( ) 1 1
! !

n k n kk k
bin

nn
P k p p p p

kk n k

− − 
= − = − −  

 (éq. 2.1) 

L’équation 2.1 correspond à l’expression de la distribution binomiale. Le facteur multiplicatif 

!

!( )!

n n

k k n k

 
=  − 

 correspond aux combinaisons possibles de l’organisation des sous-unités, 

considérant que les sous-unités ne sont pas distinguables. Cette analyse statistique est 
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particulièrement indiquée pour les protéines intégrales de membrane, puisque le nombre de 

sous-unités ne varie généralement pas. Cependant, elle n’est pas nécessairement appropriée 

pour les toxines formeuses de pores, tel qu’illustré dans le troisième chapitre. Celles-ci sont 

stables en solution sous forme monomérique bien qu’elles puissent aussi s’insérer dans la 

membrane et former un pore multimérique (1,2). Cette particularité suggère que le 

regroupement de monomères puisse dépendre de la concentration, par exemple. Une 

distribution de Poisson pourrait dans ce cas décrire l’oligomérisation pour une concentration 

donnée. Cette loi de probabilité met en évidence la proportion Ppoiss de complexes formées par 

le regroupement de k sous-unités par rapport à l’oligomérisation moyenne λ.  

 ( )
!

k

poiss

e
P k

k

λλ −

=  (éq. 2.2) 

Il est par ailleurs important de noter que la probabilité de marquage influence la 

distribution d’oligomères détectés alors qu’ils sont répartis selon la loi de Poisson. Une 

distribution binomiale est nécessairement associée à chaque ordre d’oligomérisation k, puisque 

les sous-unités impliquées dans la formation des complexes ne sont pas nécessairement 

marquées. La proportion Pobs de complexes dont k sous-unités sont détectées est donc obtenue 

à partir des équations 2.1 et 2.2, tel que 

 
( ) !

(1 )
! !( )!

                     Poisson              Binomiale

n
k n k

obs
n k

e n
P k p p

n k n k

λλ −∞
−

=

   
= −   −  
  (éq. 2.3) 

Cette relation découle du fait chaque oligomère d’ordre supérieur ou égal à k peut contribuer à 

un nombre k de sous-unités détectées. La composante de Poisson correspond au nombre réel, 

alors que la composante binomiale prédit la proportion des sous-unités qui sont détectées. 

L’équation 2.3 peut être largement simplifiée. Elle correspond également à une distribution de 

Poisson, où la moyenne d’oligomérisation devient λp, tel que décrit ci-dessous à l’équation 

2.4. 
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La loi de Poisson peut être directement dérivée de la loi binomiale en considérant le 

cas limite où n→∞ et np→λ. Elle peut ainsi en principe constituer une bonne estimation de la 

loi binomiale lorsque n est grand et p est petit. Cependant, dans le contexte du décompte de 

sous-unités fluorescentes, la loi binomiale n’est pas utilisée pour décrire la distribution du 

nombre de sous-unités des complexes, contrairement à la distribution de Poisson. Alors que la 

distribution de Poisson attribue une valeur à tous les états d’oligomérisation (monomère, 

dimère, etc.), la distribution binomiale dans le contexte décrit ci-dessus n’assume qu’un seul 

état oligomérique, où le nombre de sous-unité marquées est distribué selon la probabilité de 

marquage. Il s’agit d’une distinction importante qui permet d’identifier si l’oligomérisation 

d’un complexe se limite à un état particulier. Le troisième chapitre utilise ces deux lois 

statistiques pour déterminer si la toxine formeuse de pore Cry1Aa s’assemble uniquement 

selon la concentration ou si un état stable du complexe existe. Un modèle de l’oligomérisation 

de la toxine a été élaboré à partir de ces considérations (Fig. 3.4). 

Une autre considération abordée dans le prochain chapitre est celle du marquage non 

spécifique. En effet, il est parfois possible qu’un fluorophore puisse interagir fortement avec 
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un site non spécifique d’une protéine. En général, les fluorophores qui n’ont pas réagi avec le 

site spécifique sont retirés efficacement de l’échantillon, de sorte que le marquage non 

spécifique devient négligeable. La fraction de marquage non spécifique représente environ 5% 

pour la toxine Cry1Aa tel que calculé dans le troisième chapitre. Son effet est pris en compte 

afin d’expliquer précisément les distributions statistiques obtenus. Pour estimer l’impact d’un 

marquage non spécifique, trois états de marquage sont considérés pour chacune des sous-

unités : 0, 1 ou 2 fluorophores. En définissant s, la probabilité de marquage spécifique, et u, la 

probabilité de marquage non spécifique, la probabilité p de chacun des trois états (0,1,2) 

devient : 
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(1 )(1 )

(1 ) (1 )

p s u

p s u s u

p s u

= − −
= − + −
= ⋅

 

Ces paramètres sont utilisées afin d’analyser les configurations possibles d’un complexe. Par 

exemple, en assumant un complexe tétramérique, 0 à 8 fluorophores peuvent être détectés. La 

proportion P de chacune des possibilités est définie ci-dessous. 
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Le même résultat peut être obtenu en combinant les deux distributions binomiales associées au 

marquage spécifique et non spécifique : 
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Finalement, un dernier aspect concernant les distributions de sous-unités marquées 

prend place dans le quatrième chapitre. Alors que les mesures de fluorescence à l’échelle de la 

molécule unique requièrent l’observation de complexes isolés, la distribution spatiale aléatoire 

des complexes peut parfois donner lieu à la colocalisation de complexes dans un volume 

inférieur à la résolution du système expérimental. C’est un problème notamment important 

pour les mesures de canaux exprimés à la surface de cellules mammifères. Tel qu’illustré dans 

le quatrième chapitre, la colocalisation de deux complexes peut excéder 20%, même en 

sélectionnant les cellules avec les plus faibles densités d’expression. En considérant une 

composition fixe, une seule distribution binomiale ne peut tenir compte de ce cas de figure. 

Pour analyser ce type de données, l’addition de deux distributions binomiales est nécessaire. 

La première établie la distribution des complexes isolés, alors que la seconde assume un 

complexe dont le nombre de sous-unités est doublé. Cette méthode est définie ci-dessous. 
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La contribution A1,2 de chacune des distributions est déterminée en minimisant l’erreur entre 

les distributions théoriques et expérimentales. 

2.2 Développement de l’algorithme de PIF 

Le quatrième chapitre décrit le développement d’un programme informatique 

permettant l’analyse automatique des mesures de photoblanchiment de complexes isolés. 

Celui-ci détecte les complexes fluorescents, réduit le bruit de fluorescence, détecte et compte 

les sauts correspondant aux événements de photoblanchiment et décide finalement si la trace 

est acceptable selon des critères fixes. Bien que le corps du fonctionnement et du 

développement de l’algorithme soit présenté dans le quatrième chapitre, certains éléments du 

contexte entourant la méthode ne sont pas détaillés. Cette section décrit donc sur quelles bases 

la méthode a été développée pour mettre en perspective les travaux du quatrième chapitre. 

2.2.1 Filtrer le bruit de fond 

L’objectif de la méthode consiste à analyser le signal de fluorescence d’un complexe 

marqué, alors qu’un important bruit de fluorescence s’ajoute à celui-ci. Le signal doit donc 

être retiré avec le moins de bruit possible pour que les événements de photoblanchiment soient 

identifiables. Puisque le bruit varie spatialement et temporellement, un traitement de 

l’acquisition considérant le bruit local doit nécessairement être appliqué. 

Un traitement de données numériques qui sépare le bruit de fond du signal désiré 

implique l’application de filtres. Pour des données digitalisées, une approche largement 

utilisée consiste à utiliser des filtres dans le domaine des fréquences, tels que les filtres passe-

bas, passe-haut et passe-bande (3). Les filtres passe-bas bloquent les fréquences élevées, ce qui 

est souvent associé à une réduction du bruit puisque les variations brusques sont atténuées. À 

l’inverse, un filtre passe-haut accentue ces variations. Un filtre-passe bande ne conserve 

qu’une bande de fréquence. Il s’agit donc d’une combinaison des deux autres types. Puisque 

les signaux à analyser sont souvent exprimés en fonction du temps ou de l’espace, plutôt qu’en 

terme de fréquences, le signal original est converti dans l’espace des fréquences en utilisant la 

transformée de Fourier discrète :  
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où fn est la fonction digitalisée, k=0,1,2..N, et N est le nombre de données dans l’échantillon. 

Cette fonction est multipliée par une fonction de filtrage Hk pour préserver ou éliminer 

certaines fréquences. La fonction suivante illustre un exemple de filtre passe-bas : 

 0

0

1 if 

0 if k

k k
H

k k

< 
=  > 

 (éq. 2.6) 

Le résultat obtenu (Gk=FkHk) est alors reconverti dans son espace d’origine avec la 

transformée inverse pour retrouver le signal modifié gn : 
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Dans le contexte des mesures de fluorescence, le signal correspond à des images 

enregistrées à intervalle régulier. Le traitement des images peut aussi s’effectuer selon le 

même principe dans l’espace des fréquences. Pour une image formée de NxN pixels, la 

transformée et la transformée inverse de Fourier deviennent respectivement 
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 (éq. 2.8) 

Bien que ce type de transformée demeure un outil très puissant pour mettre en 

évidence certaines composantes d’un signal, il est aussi possible d’y parvenir en demeurant 

dans l’espace d’origine. Dans le contexte des images, le concept de filtre est dans ce cas 

associé à celui de kernel (3), qui est essentiellement une matrice. Le filtrage s’effectue par la 

convolution de l’image et du kernel. Par analogie, cette opération est équivalente à une 

multiplication dans l’espace de Fourier. Cette procédure de filtrage par convolution est 

largement utilisée dans le traitement d’images, puisque plusieurs kernels sont décrits 

précisément pour des fonctions spécifiques. Pour des images composées uniquement de 

complexes marqués isolés, l’utilisation de kernels est aussi plus rapide, puisque ces derniers 
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sont de petite taille (généralement de 3x3 à 7x7 pixels, dépendant du système de détection). 

De plus, l’image entière n’a pas besoin d’être filtrée. Uniquement les complexes isolés sont 

traités par convolution, ce qui évite des étapes de calcule non nécessaires. 

Pour retirer le bruit de fond de chaque complexe isolé, un kernel représentant la 

transformée de Laplace d’une fonction Gaussienne (Laplacian of Gaussian : LoG) a été 

utilisé. Ce kernel est aussi connu sous le nom du mexican hat, en référence à sa forme dans un 

graphique tridimensionnel (Fig. 4.1 B). Il permet notamment de soustraire un bruit de fond 

non-uniforme sur une image composée de sources ponctuelles, et donc d’extraire le signal 

d’intérêt. Cette approche a été particulièrement mise de l’avant en astrophysique pour détecter 

des sources ponctuelles, alors qu’elles se trouvent parmi un important bruit de fond (4-7). Le 

même principe est d’ailleurs implémenté dans le logiciel Imaris (Bitplane) pour soustraire le 

bruit de fond. La somme des éléments du kernel LoG est nulle. Les valeurs sont positives vers 

le centre du kernel, qui ressemble fortement à une fonction Gaussienne, alors que les valeurs 

sont négatives à son contour. Cette distribution des valeurs du kernel permet donc de 

soustraire le bruit de fond local pour chacune des sources ponctuelles. 

Dans le contexte de décompte de sous-unités par mesures de fluorescence, un type de 

filtre basé sur l’algorithme du rolling ball est parfois utilisé (8-10). Cet algorithme n’est pas 

spécifique pour les sources ponctuelles, mais est connu pour retirer le bruit de fond non-

uniforme d’images. Cette fonction est d’ailleurs incluse dans le logiciel d’imagerie ImageJ. Il 

permet de mettre en évidence des traits particuliers de l’image, selon leur taille et leur 

intensité. Ce qui n’est pas détecté est alors considéré comme bruit de fond et est donc soustrait 

de l’image (11,12). Le processus peut s’imaginer avec une boule d’une grosseur choisie qui se 

déplace sous le profile d’intensité de l’image pour déterminer le bruit de fond. En fixant la 

taille de la boule de sorte que les sources ponctuelles soient plus petites, la surface que la 

boule parcourt devient une estimation du bruit de fond. Cette méthode est généralement 

précise, mais des artéfacts peuvent apparaître si le bruit de fond varie spatialement plus 

rapidement que la taille de la boule. Dans ce cas, le bruit de fond calculé correspond à la 

moyenne autour des fluctuations du bruit de fond. Une comparaison de l’algorithme du rolling 

ball avec celui utilisé du kernel LoG révèle que les méthodes produisent des résultats 

similaires, mais que certains aspects des traces de fluorescence sont corrigés différemment 
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(Fig. 2.1). Aussi, la valeur absolue de l’intensité varie entre les deux méthodes puisque le bruit 

de fond détecté n’est pas identique. 

 

Figure 2.1 | Comparaison entre la méthode du rolling ball (bleu) et du kernel LoG (jaune 
foncé) pour retirer le bruit de fond de fluorescence de complexes membranaires marqués avec 
sfGFP. Les deux méthodes parviennent à soustraire le bruit qui apparaît comme une fonction 
exponentielle s’ajoutant à la trace non filtrée (noir). Les résultats finaux sont similaires, à 
quelques fluctuations près et une certaine différence d’intensité. 

En addition à la soustraction du bruit de fond par le kernel LoG, les traces de 

fluorescences obtenues sont filtrées selon l’algorithme de Chung-Kennedy afin de préserver la 

résolution temporelle des étapes de photoblanchiment (13). Ce type filtre permet 

particulièrement de diminuer les fluctuations d’intensité qui apparaissent durant les 

« plateaux » d’un signal tout en préservant celles plus importantes qui correspondent à des 
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transitions d’état. Il s’agit d’une fonction importante dans l’analyse de signaux à l’échelle de 

la molécule unique. L’utilisation d’un filtre passe-bas n’est généralement pas aussi efficace 

que la méthode de Chung-Kennedy (13). Pour cette raison, cet algorithme est souvent appliqué 

aux traces de fluorescence à l’échelle de la molécule unique (14-18). Le fondement de cette 

méthode repose sur le calcul de moyennes, avant et après chacune des points formant la trace. 

Un poids est alors accordé à la direction (avant ou après) selon la variance calculée. Plus la 

variation est élevée, plus le poids est petit. Ce principe permet de conserver les étapes de 

photoblanchiment clairement définies, puisque les sauts de fluorescence ne participent pas 

significativement aux valeurs moyennes déterminées une fois les poids établis. Pour l’étude 

présentée au quatrième chapitre, trois points voisins sont considérés dans les deux directions 

pour le calcul de la valeur moyenne (fenêtre de trois). 

 

Figure 2.2 | Effet du filtre de Chung-Kennedy sur les traces présentées à la figure 2.1 après 
l’application du kernel LoG. Une fenêtre de trois données voisines est considérée pour le 
calcul de la valeur moyenne. 
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2.2.2 Détection des événements de photoblanchiment 

Une fois le signal extrait du bruit par le kernel LoG et le filtre de Chung-Kennedy, un 

algorithme de détection de sauts de fluorescence est alors appliqué. Un algorithme basé sur la 

première dérivée de la trace a d’abord été testé afin de détecter les sauts plus importants. Ce 

principe a notamment été employé dans l’analyse de mesures électrophysiologiques sur un 

seul canal (19). Cependant, ce type d’algorithme ne permettait pas de discriminer les 

imperfections de la trace des événements de photoblanchiment. Le principal problème réside 

dans le faible signal-sur-bruit généralement obtenu, même après soustraction du bruit et 

filtrage des traces de fluorescence, en plus de certaines imperfections (légères fluctuations des 

niveaux de fluorescence) qui apparaissent fréquemment.  

Plusieurs méthodes existent pour détecter les sauts discrets. Dans ce contexte, une 

récente étude comparative décrit la performance et précision de différents algorithmes (20). 

Les auteurs ont inclus un algorithme basé sur la première dérivée de la trace (velocity 

threshold), la dérivée de l’ondelette Gaussienne (Derivative of Gaussian wavelet, dG wavelet), 

le test statistique de Student (Two sample students’ t-test) et la minimisation du χ2 (Chi-

squared minimization method). La méthode velocity threshold utilise la première dérivée pour 

établir la « vitesse », qui peut aussi être illustrée par l’amplitude des fluctuations. Un saut est 

détecté à partir d’une certaine vitesse déterminée par l’utilisateur (21). L’algorithme inclut 

aussi un filtrage des données par lissage de courbe afin de réduire le bruit des plateaux de 

fluorescence (22). La méthode de la dérivée de l’ondelette Gaussienne utilise quant à elle une 

fonction Gaussienne pour filtrer le bruit par convolution. La première dérivée est ensuite 

appliquée au signal filtré pour détecter les sauts de fluorescence. La méthode est répétée pour 

différentes échelles d’amplitude de la fonction Gaussienne et les résultats sont multipliés pour 

mettre les sauts en évidence (23). Dans le test de Student, N points voisins avant et après 

chacune des données de la trace forment deux échantillons distincts qui sont comparés 

statistiquement tel que  
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où 1x  et 2x  représentent les valeurs moyennes de chacun des deux échantillons alors que s1
2 et 

s2
2 incarnent les variances de ces mêmes échantillons. La probabilité qu’une valeur de t soit 

attribuée pour k degrés de liberté est calculée à partir de la densité de probabilité fT(t) 
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Les sauts de fluorescence sont déterminés en tant que « pics » pointant vers le haut ou vers le 

bas, selon qu’il s’agisse d’une diminution ou d’une augmentation de fluorescence. Finalement, 

le test de minimisation du χ2 trouve des sauts de fluorescence d’une trace de N points aux 

positions qui minimisent la valeur calculée du χ2 définie tel que 
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où x et μ représentent la valeur de la trace et celle attendue (idéalisation) au point i. 

L’algorithme teste d’abord chaque point en considérant qu’il s’agit d’un saut de fluorescence. 

La valeur moyenne de part et d’autre est calculée afin d’obtenir les valeurs de μ de cette 

première idéalisation. Le saut le plus important est celui où le χ2 est minimal. L’algorithme 

définit ensuite la position d’autres sauts de fluorescence suivant le même principe, mais en 

considérant la position des sauts spécifiés précédemment pour mettre à jour les valeurs de μ. 

Pour chacune de ces différentes idéalisations, qui dépendent du nombre de sauts, une contre-

idéalisation est déterminée. Celle-ci est construite selon la moyenne entre des sauts non-

existants, dont leur position est choisie comme celle du centre entre deux sauts obtenus par 

l’idéalisation. Le ratio entre la valeur du χ2 de la contre-idéalisation et celle de l’idéalisation 

est alors calculé afin de choisir quelle idéalisation est la plus appropriée. La valeur maximale 

de ce ratio peut être généralement considérée comme une bonne approximation de la trace 

(20,24). 
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Pour chacune de ces méthodes, une diminution significative des performances se 

produit alors que le bruit augmente. Cependant, cette diminution apparaît significative même 

pour un signal-sur-bruit supérieur à 3. Ces caractéristiques sont incompatibles avec les 

données de fluorescence recueillies sur cellules mammifères tel que décrit au quatrième 

chapitre. L’algorithme le plus précis selon les auteurs de cette étude est celui du χ2, dont le 

programme associé est connu sous le nom STEPFINDER (24). Cet algorithme a été évalué 

dans le cadre de l’étude du quatrième chapitre (Fig. S4.1 E) à des fins de comparaison, mais 

n’a pas été utilisé pour l’analyse des résultats. 

Mis à part ces méthodes, un algorithme exploitant les modèles de Markov cachés 

(Hidden Markov Model : HMM) pourrait techniquement servir à l’analyse des traces de 

fluorescence. Selon ce principe, chaque donnée formant la trace appartient à un état du modèle 

défini selon l’intensité et le bruit de fluorescence. Les paramètres de chacun des états du 

modèle et la trajectoire des transitions entre ces états sont déterminés en optimisant la 

probabilité que la trace observée puisse être représentée par le modèle. Des algorithmes 

d’optimisation tel que celui de Baum-Welch permettent de trouver une solution à ce problème, 

bien qu’elle ne corresponde pas nécessairement à la solution optimale globale. Cette utilisation 

des HMMs est largement représentée dans l’analyse de mesures électrophysiologiques en 

canal unitaire (25,26). Cette approche a également été adaptée à l’analyse de mesures de 

FRET à l’échelle de la molécule unique (27). L’algorithme correspondant a d’ailleurs été testé 

dans le contexte de décompte de sous-unités par mesures de photoblanchiment (28). Les 

auteurs de cette étude spécifient cependant que la précision du décompte obtenu avec 

l’algorithme n’était pas suffisante. Pour ce type de mesures, il semble que les états ne soient 

pas nécessairement bien identifiés. Dans le contexte des HMMs, des imperfections de la trace 

peuvent être faussement perçues comme un état. De plus, puisqu’il n’existe généralement 

qu’une seule transition dans chacun des états, il peut devenir difficile d’identifier un état dont 

le temps de résidence est court alors que le signal-sur-bruit est petit. Les données de certains 

états peuvent ainsi être classées dans autre état existant dont le bruit est important. 

Ces considérations ont motivées la création d’un nouvel algorithme, tel que présenté 

au quatrième chapitre, afin de répondre correctement aux besoins de l’analyse des traces de 

fluorescence. 
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2.3 Bases de fluorescence 

Les études du troisième, quatrième et cinquième chapitre exploitent tous les principes 

de fluorescence. Cette section expose donc certains aspects théoriques qui complémentent les 

renseignements présentés dans le chapitre précédent. 

Une molécule fluorescente peut être excitée par un photon incident, à condition que 

l’énergie de celui-ci soit compatible avec la configuration électronique de la molécule. 

L’énergie du photon correspond donc à une transition électronique entre l’état électronique 

fondamental à un état électronique excité, tel qu’illustré à la figure 1.3 B (29). Chacun des 

niveaux électroniques est composé de nombreux états d’énergie vibrationnelle qui 

correspondent aux mouvements oscillatoires de la molécule fluorescente. Alors qu’un photon 

excite la molécule fluorescente, la nouvelle configuration électronique peut provoquer un 

déplacement dn-eq de la position d’équilibre des noyaux (Fig. 2.3). Selon le principe de Franck-

Condon, la probabilité d’une transition à un état vibrationnel d’un niveau excité est 

proportionnelle au recouvrement entre les fonctions d’onde correspondantes (30). Pour 

illustrer ce phénomène, les fonctions d’onde des états vibrationnels vx d’une molécule peuvent 

être estimées à partir du potentiel de Morse (Fig. 2.3). 

Une fois un photon absorbé, le système relaxe jusqu’à l’état vibrationnel de base du 

premier état excité. Cette relaxation provoque un déplacement entre les spectres d’absorption 

et d’émission (Stokes shift). À partir de ce niveau excité, un photon peut alors être émis lors du 

retour à l’état électronique fondamental. Encore une fois, les transitions entre les états 

vibrationnels suivent le principe de Franck-Condon. Puisque les états vibrationnels entre le 

niveau électronique fondamental et celui excité sont similaires, le spectre d’émission est 

généralement bien représenté par une image miroir du spectre d’absorption (voir Fig. 1.3 A). 

Bien que ces spectres découlent de transitions électroniques discrètes, les « pics » 

correspondant à chacune des transitions ne sont généralement pas observés en solution. Les 

fluctuations de l’interaction des molécules fluorescentes avec l’environnement local modifient 

aléatoirement l’énergie associée à chacun des niveaux, entrainant ainsi un élargissement des 

pics. Ce phénomène peut être réduit en phase gazeuse, permettant ainsi une meilleure 

résolution des transitions (31). 
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Figure 2.3 | Représentation du principe de Franck-Condon. Les transitions entre les niveaux 
d’énergie vibrationnels v de l’état électronique fondamentale (E0) et excité (E1) sont illustrées 
en vert et orange pour l’absorption et l’émission, respectivement. 

Les photons incidents ne sont pas tous absorbés par la molécule fluorescente, tout 

comme les transitions électroniques entre l’état excité et l’état fondamental ne se traduisent 

pas tous par une émission de fluorescence. L’absorption d’une molécule fluorescente est 

décrite selon la loi de Beer-Lambert par son coefficient d’extinction molaire (ε), qui est 

fonction de la longueur d’onde d’excitation λexc. Cette valeur correspond au ratio entre 

l’absorbance mesurée (A) et la multiplication de la longueur du chemin optique (l) avec la 

concentration molaire (C), tel que 
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où I0 et I représente l’intensité avant et après absorption, respectivement. Ce coefficient, 

mesuré à la longueur d’onde où l’absorption est maximale, varie grandement d’un fluorophore 

à l’autre, alors qu’il se situe généralement entre 10000 1 1L cm mol− −⋅ ⋅  et 

250000 1 1L cm mol− −⋅ ⋅ .  

La probabilité qu’un photon absorbé entraîne une émission de fluorescence est quant 

à elle décrite par l’efficacité quantique, ou le quantum yield (QY) (29). Cette valeur est définie 

par le taux d’émission de fluorescence par rapport à la somme des taux de tous les processus 

qui amènent l’état électronique excité à l’état fondamental, qu’ils soient radiatifs ou non. 

L’expression de l’efficacité quantique est donnée par 
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f
QY

f k
=

+
 (éq. 2.13) 

où f et knr représentent le taux d’émission de fluorescence et le taux des processus non 

radiatifs, respectivement. Les fluorophores généralement utilisés en microscopie possèdent 

une efficacité quantique allant d’environ 0.05 à presque 1. 

Lorsqu’un état électronique excité relaxe jusqu’au niveau de base sans émission de 

photon, l’énergie est dissipée sous forme de chaleur ou transférée à une autre molécule. Dans 

ce dernier cas, il peut s’agir de FRET, tel que décrit dans le chapitre précédent, lorsque 

l’énergie est transférée à une autre molécule fluorescente. Une autre possibilité est celle du 

quenching dynamique (q), où une molécule entre en collision avec le fluorophore, provoquant 

ainsi un retour à l’état fondamental sans émission de fluorescence. Les molécules d’oxygène 

en solution sont par exemple connues pour accomplir ce rôle efficacement (29). Contrairement 

au FRET qui se manifeste par des interactions dipôle-dipôle, le quenching dynamique se 

produit alors que les molécules impliquées interagissent de plus près, à la surface électronique. 

Ces processus non radiatifs de désexcitation réduisent l’efficacité quantique de la molécule 

fluorescente, et donc son intensité, tel qu’illustré par l’équation suivante : 
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f
QY

f k q FRET
=

+ + +
 (éq. 2.14) 

Il existe aussi un autre type de quenching, celui statique, qui est le résultat de la 

formation d’un complexe non fluorescent tandis que la molécule fluorescente se trouve dans 
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l’état électronique de base. Contrairement au phénomène de photoblanchiment, ce processus 

est réversible. Le photoblanchiment, tel qu’introduit au chapitre précédent, entraîne quant à lui 

une modification covalente alors que la molécule fluorescente est dans un état excité, et par le 

fait même une perte complète de fluorescence. Cette altération permanente peut être 

particulièrement causée par des molécules d’oxygène. Ce phénomène est utilisé dans les 

prochains chapitres comme technique de décompte de sous-unités fluorescentes. 
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3.1 Capsule 

Background: The stoichiometry of pore-forming toxins is frequently unknown because 

crystal structures do not reflect the active conformations. 

Results: We used single subunit counting on fluorescently-labeled Cry1Aa toxins of B. 

thuringiensis to follow its oligomerization process. 

Conclusion: We determined that the final architecture of the pores is tetrameric. 

Significance: The stochastic analysis introduced permits to apply single subunit counting to 

dynamic processes such as oligomerization. 

3.2 Summary 

Pore forming toxins constitute a class of potent virulence factors that attack their host 

membrane in a 2- or 3-step mechanism. After binding to the membrane often aided by specific 

receptors, they form pores in the membrane which either unfolds a cytolytic activity in itself or 

provides a pathway to introduce enzymes into the cells that act upon intracellular proteins. The 

elucidation of the pore forming mechanism of many of these toxins represents a major 

research challenge. As the toxins often refold after entering the membrane, their structure in 

the membrane is unknown, and key questions such as the stoichiometry of individual pores 

and their mechanism of oligomerization remain unanswered. In this study, we used single 

subunit counting based on fluorescence spectroscopy in order to explore the oligomerization 

process of the Cry1Aa toxin of Bacillus thuringiensis. Purified Cry1Aa toxin molecules 

labeled at different positions in the pore forming domain were inserted into supported lipid 

bilayer and the photobleaching steps of single fluorophores in the fluorescence time traces 

were counted to determine the number of subunits of each oligomer. We found that toxin 

oligomerization is a highly dynamic process that occurs in the membrane and that tetramers 

represent the final form of the toxins in a lipid bilayer environment. 

3.3 Introduction 

Pore forming toxins (PFT) are endogenous and potentially harmful proteins 

synthesized in a wide variety of bacteria, plants and animals (1). Their specificity for certain 

hosts permits the use of PFTs as biopesticides or in medical treatment. So are several toxins 



CHAPITRE 3. TETRAMERIZATION OF B. THURINGIENSIS TOXIN CRY1AA 

58 

produced by Bacillus thuringiensis (Bt) a widely used biological alternative to chemical 

pesticides due to their specificity for certain insects of various orders, their low remanence in 

the environment, the absence of effects on mammals and humans, and the slow onset of 

resistance in target organisms (for review see 2). Like other Bt toxins, Cry1Aa, which is toxic 

only to Lepidotera insects, is ingested by the larvae as a protoxin and activated by proteases in 

the midgut of the larvae (3). The activated toxin is thought to then bind variably to different 

types of gut epithelial surface proteins (reviewed in 4). Subsequently, it will intercalate in the 

membrane, where it refolds to form pores responsible for cell destruction (2,5-8). The crystal 

structure of Cry1Aa presents three functional domains (Fig. 3.1 A) (9). Domains II and III are 

involved in receptor binding and structural integrity (2,4,10,11), whereas domain I, consisting 

of seven α-helices, is responsible for pore formation (8,12,13). 

Previous studies have shown that helix α4 of domain I lines the pores formed by 

Cry1Aa in planar lipid bilayers (14) and in brush border membrane vesicles from Manduca 

sexta larva epithelial gut cells (15,16). Yet, little information is available on the final 

architecture of the functional pores, i.e., whether they are monomeric or oligomeric, and, in 

the latter case, how many subunits make up the pores and whether oligomerization takes place 

before or after membrane insertion. 

Several studies have approached the question of Bt toxin oligomerization in solution 

and in receptor-free artificial membranes. In solution, Bt toxin oligomers or aggregates of a 

large range of sizes have been observed (17-19). In receptor-free bilayers, a number of 

different Bt toxins formed ion channels with principal conductances of several hundreds of pS, 

but smaller conducting levels down to a few pS were also observed, indicative of the presence 

of conducting substates, smaller size channels of a lower order of oligomerization, or both 

(7,9,20-25). In brush-border membrane vesicles, Cry1Aa forms pores with a diameter of 24-26 

Å (26). A similar diameter of 20-26 Å was obtained in the case of Cry1C in receptor free 

bilayers as used in the current study (25). It was proposed that these channels formed clusters 

of various sizes that gated cooperatively, resulting in multiple conductance states. On the other 

hand, trimers of Cry4Ba toxin, but also monomers and dimers, were detected in liposomes 

according to SDS page analysis (27). 
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We recently studied the pore forming mechanism of Cry1Aa using fluorescence 

spectroscopy (8) and found in our system that the pore-forming mechanism includes the 

insertion of the hairpin consisting of the α-helices α3-α4 into the membrane from the inner to 

the outer leaflet, while the rest of domain I remained on the inner leaflet. This intercalation of 

the hairpin preceded pore formation suggesting an intermediate step, which might be lateral 

diffusion and oligomerization. Direct visual demonstration of pore-like structures of Bt toxins 

in lipid membranes was provided by atomic force microscopy (AFM) (28-30) and electron 

microscopy (31). AFM measurements visualized a depression of diameter ~15 Å surrounded 

by four elements, each of which had a diameter of ~14 Å corresponding to the size of single α-

helices or hairpin loops. The observed structures were, thus, consistent with a terameric 

stoichiometry as proposed earlier (14,32). According to our proposed model (8) mainly the α3-

α4 loop protrude from the external membrane leaflet which would explain the size of the 

structures. Nevertheless, each Cry1Aa toxin contains seven α-helices and consequently five 

loops in the pore-forming domain I, rendering it impossible to predict how many toxin 

molecules contribute to each pore forming unit without additional information. Furthermore, 

the same toxin is suggested to form trimeric complexes in 2-dimensional membrane associated 

toxin crystals, as revealed by electron microscopy (31). 

In the present work, we set out to determine the number of subunits that comprise the 

Cry1Aa oligomers using a single-molecule fluorescence approach based on photobleaching 

step analysis (33-37). Since single fluorophores photobleach in a step-like behavior, the 

number of photobleaching steps occurring in a single labeled protein is equivalent to the 

number of fluorophores attached to it. In our case, each toxin monomer was labeled with a 

single fluorophore. Therefore, the number of photobleaching steps indicated how many 

subunits were present in individual Cry1Aa oligomers. Our results show that Cry1Aa forms 

tetramers in artificial membranes and suggest that oligomerization takes place after insertion 

into the lipid bilayer. 



CHAPITRE 3. TETRAMERIZATION OF B. THURINGIENSIS TOXIN CRY1AA 

60 

3.4 Experimental procedures 

3.4.1 Purification, labeling and reconstitution of Cry1Aa into lipid vesicles 

Cry1Aa constructs in plasmid vectors pMP39 and pBA1 were described earlier 

(8,38). In order to monitor the fluorescence emission from fluorescently labeled Cry1Aa 

subunits using thiol-reactive fluorophores, cysteines were introduced into domain I by site-

directed mutagenesis at positions F50 and P121 in the loop located between helices α1 and α2 

and helices α3 and α4, respectively. Mutations were inserted using Quikchange (Strategene) 

and amplified using Qiagen Miniprep Kits (Qiagen) following standard protocols. Constructs 

were sequenced in order to verify mutations. 

Both mutants were transformed into Bt strain Cry HD-73. The bacteria were grown 

72 hrs in YT media at 37°C containing 100 µg/ml ampicillin. Protoxins were solubilized, 

trypsin activated and toxins purified by fast protein liquid chromatography as described 

previously (38). Purity was verified by SDS gel electrophoresis. All mutants were labeled with 

10-fold excess of tetramethylrhodamine-5-maleimide (TMRM) (Invitrogen) for 60 minutes. 

Unbound dye was removed by buffer exchange using concentrators (30 kDa, Amicon, 

Millipore). The labeling ratio was determined by comparing the protein concentration 

(Bradford assay, Pierce) with the fluorophore concentration (absorption). The average labeling 

ratio after washing was 0.76 ± 0.02. Cry1Aa-WT had low unspecific labeling (0.06 ± 0.03; see 

Results). Unilamellar vesicles at 2.5 mg/ml lipid concentration were formed from POPC (1-

palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) and POPE (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-

glycero-3-phosphoethanolamine) at (1:1) mass ratio or from DPhPC (1,2-diphytanoyl-sn-

glycero-3-phosphocholine; all Avanti Polar Lipids) in the experiment buffer using the same 

method as described previously (35). All mutants were finally reconstituted in unilamellar 

vesicles at concentrations of 0.17 μg/ml to 2.33 µg/ml diluted from a stock solution of 33 

µg/ml in experiment buffer (100 mM KCl, 10 mM Hepes, 1 mM CaCl2 at pH 7). Preparations 

were sonicated and vortexed briefly to allow proper mixing and, finally, incubated overnight 

at 4°C prior to measurements. 
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3.4.2 Fluorescence Measurements of Toxins in Supported Bilayer 

Borosilicate glass coverslips were washed by 30’ sonication in different solvents in 

the order: Alconox (Fischer Scientific), acetone and anhydrous ethanol. Between each step, 

the coverslips were rinsed with H2O (MilliQ, filtered at 0.2 μm). Coverslips were stored in 

H2O and dried under a steady N2 stream immediately before use. At the recording intensities 

below 1.5 mW, almost no background fluorescence was detected from the top of the coverslip. 

5 μl of mutant/vesicle mixture was added to 400 μl of experiment buffer on a clean coverslip. 

After 45 min, the vesicles formed supported bilayers on the coverslip, and excess vesicles 

were carefully washed off with experiment buffer using a micropipette. 

Fluorescence was measured using an inverted microscope (Axiovert 200, Zeiss). A 

30 mW, 532-nm laser (World Star Tech) was selected as the excitation source. Excitation light 

(<1.5 mW) was defocused to a diameter of ≈ 10 mm. Emission was collected with a 63× N.A. 

1.4 objective (Zeiss) and filtered by a 610/75 nm emission filter in combination with a Z532 

dichroic mirror (Chroma Technologies). Images were recorded with an EMCCD Camera 

(iXon+ 860BV, Andor Technology) (Fig. 3.1 B). In order to ensure complete photobleaching 

of the spots, each fluorescence recording was acquired until the image has reached a stable 

emission level (background) (~5’). 

3.4.3 Photobleaching Data Analysis 

Images were analyzed using a Matlab (Mathworks) routine written in-house. The 

intensity of a single pixel spot was plotted over time and further analyzed whether it met the 

selection criteria: only spots that showed clear photobleaching steps were considered to ensure 

that only single oligomers were observed (see below). We observed occasionally modulation 

of fluorescence intensity which might have caused by blinking or movement of the 

protein/fluorophore. Although these traces were included in the analysis of the number of 

photobleaching steps, the fluorescence modulation itself was not further analyzed as we were 

interested only in the stoichiometry of the pore. 
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For every analyzed trace, we determined the number of photobleaching steps since 

they correspond to the number of labeled subunits forming a toxin oligomer (33,35). Subunit 

counting statistics were first fitted to a Poisson distribution. 

 ( )
!

k

P k e
k

λ λ−=  (eq. 3.1) 

where P(k) represents the Poisson distribution probability as a function of k, the number of 

photobleaching steps, and λ denotes the average of k. The Poisson distribution provides 

information on the average number of subunits within stochastically distributed oligomers. 

The binomial distribution, on the other hand, is suitable only if the oligomerization 

results in a specific number of subunits: 
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 (eq. 3.2) 

where P(k) represents the binomial distribution probability as a function of k, the number of 

photobleaching steps, n is the number of subunits expected, p represents the probability of 

detecting an existing subunit and q = (1-p) the probability of not detecting it (photobleached 

or not labeled). Fitting was done by least squares optimization. 

3.5 Results 

3.5.1 The toxin oligomerizes as a tetramer 

Our aim was to establish whether we can deduce from the observed distribution of 

photobleaching steps the stoichiometry – if any – of the Cry1Aa pores. To this end, the toxins 

were fluorescently labeled using thiol-reactive chemistry and supported bilayers were formed 

on the surface of glass coverslips from liposomes containing the labeled Cry1Aa toxins in 

variable concentrations between 0.17 and 2.33 µg/ml. Within this concentration range (1.95 – 

2.6 µg/ml), pore formation has been observed in receptor-free planar lipid bilayer (8). In the 

presence of receptors, this concentration reduced to 0.2 µg/ml to 1.1 µg/ml (32). When 

directly injected into the midgut of insect larvae, the LC50 was approximately 7 µg/ml (39). 

Distinct fluorescent spots were observed in the supported bilayer. The measurement of the 
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efficiency of labeling EOL = 0.76 ± 0.02 (i.e. the number of fluorophores per monomer; see 

EXPERIMENTAL PROCEDURES) established that not more than one fluorophore was attached to 

each monomer, meaning that each photobleaching event corresponds to a single subunit 

(monomer, Fig. 3.1 D). However, the number of bleaching steps is only the minimal number 

of subunits found in each oligomer as not every subunit is observed via fluorescence due to 

incomplete labeling or previous photobleaching. 

We found previously that the labeled Cry1Aa toxins form pores in planar lipid 

bilayers like the wildtype toxin (8). Fluorescence from TMRM-labeled Cry1Aa toxins was 

observed from the supported bilayer using epifluorescence and was found to display 

fluorescence intensity in distinct spots distributed over the entire field of view (49 µm x 

49 µm; Fig. 3.1 C). Experiments were performed with Cry1Aa mutants F50C and P121C 

using two different lipid compositions: POPE:POPC (1:1) and DPhPC in order to verify 

whether the observed oligomerization distribution is specific to either the labeling position in 

the pore forming domain or to the lipid composition (fluidity). We analyzed the 

photobleaching behavior of the single spots. Most spots displayed a step-like photobleaching 

behavior, which confirmed that each spot contained only a few fluorophores (Fig. 3.1 D). The 

exceptions were a few spots which fluoresced very intensely and followed an exponential 

bleaching behavior. These spots were likely caused by aggregated toxins or other impurities in 

the sample and were, thus, excluded from further analysis. We also excluded spots, which 

were not fully bleached after the entire bleaching period (5 min.) or where toxins moved 

during the exposure time as well as when the baseline did not remain constant. In those cases, 

the number of bleaching steps could not be confidently determined. 
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Figure 3.1 | Single toxin detection using fluorescence. (A) Domains of Bt toxin Cry1Aa 
according to crystal structure (23). (B) Setup for photobleaching experiments with supported 
bilayers: a 532nm laser excites fluorophores present in supported bilayers formed on a glass 
coverslip. A high numerical aperture objective collects the emitted light and directs it to an 
EMCCD camera. (C) Dispersion of fluorescent spots at incubation concentrations 0.17 µg/ml 
(left), 1.21 µg/ml (center) and 2.33 µg/ml (right). (D) For each spot the fluorescence intensity 
time trace was determined. They showed discrete photobleaching steps (arrows), and the 
number of steps was counted to determine the minimal number of subunits per oligomer. 
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The observed spots were specific to the labeled toxins. Background measurements in 

the absence of toxins showed low number of spots (14 ± 2). In presence of labeled wild-type 

Cry1Aa, which contains no endogenous cysteines, we found 110 ± 16 spots, which was ~5.5 

times lower than the number observed in the presence of labeled mutants. This ratio was 

consistent with the level of unspecific labeling (1/13) resulting in a ratio in the range of 6.3 

and 2.6 if the proteins contain 2 and 6 subunits, respectively. Although the unspecific labeling 

only slightly influences the histograms (the probability of finding 2 non-specifically attached 

fluorophores in one oligomer is < 0.6 %), we will consider its influence below. 

We determined the number of bleaching steps for each fluorescent spot from 

reconstituted toxin preparations at increasing concentrations between 0.17 and 2.33 µg/ml and 

analyzed the histograms representing the number of bleaching steps found under the different 

conditions. At even higher concentrations (>2.33 µg/ml), the spot density was close to the 

spatial resolution limit such that the spots were no longer distinct from one another. The 

photobleaching step size was not always equidistant, and a certain variability was observed 

also within one oligomer. This effect has been described earlier (40-42). The fluorescence 

intensity is influenced by a number of parameters including environmental properties, relative 

orientation and homotransfer efficiency. The Cry toxin is a dynamic protein suggesting that 

the fluorophores may dwell in more than one physical state. The type of distribution found in 

the histograms will give us information about the oligomerization. A randomly composed 

oligomer would follow a Poisson distribution, while an oligomer with a defined stoichiometry 

would rather display a binomial distribution. We, therefore, fitted the histograms of bleaching 

steps to both a Poisson distribution (eq.1; see PHOTOBLEACHING DATA ANALYSIS) – by 

minimizing the difference between the data and the fit as a function of the average (λ) – and to 

binomial distributions for different number of subunits n (dimer, trimer, tetramer etc., eq.2). 

For the binomial distributions, an additional fit parameter p was introduced, representing the 

probability of observing an existing subunit with fluorescence. While it is related to the 

efficiency of labeling (EOL), its value remains slightly lower because photobleaching prior to 

the measurement occurred to a certain extent. 

At the lowest concentration (0.17 µg/ml), both toxin mutants photobleached to the 

greatest part in a single step (67.5 ± 3.3%) in both lipid compositions (Fig. 3.2 A,B & Suppl. 
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Fig. S3.1 A,B) with a lower occurrence of dimers, trimers and tetramers (in average 24.2 ± 

2.4%, 6.6 ± 0.8%, and 1.8 ± 0.7%, respectively). These results show that only minimal 

variations were observed between the different mutants and lipid environments. We found this 

to be consistent in all our measurements. A Poisson distribution with λ = 1.07 ± 0.04 was the 

best fit to our results. Even though a binomial distribution with the number of subunits n = 4, 5 

and 6 also fits the distribution, the associated probability p would have to be too low in each 

case (<0.26; see suppl. Table S3.1 for all results). As this is significantly lower than the EOL, 

a random number of subunits – as described by the Poisson distribution – seems to be the most 

likely interpretation. 

 

Figure 3.2 | Experimental distributions of photobleaching steps. Distribution of (A) F50C and 
(B) P121C bleaching steps in DPhPC vesicles containing variable toxin concentrations 
incubated overnight. The numbers under the columns indicate the number of steps observed, N 
marks the number of spots analyzed for each concentration. 

With increasing concentration of toxin in the bilayer, a shift in the distribution can be 

observed with both toxin mutants F50C and P121C and independent of the lipid composition 
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(Fig. 3.2 A,B & Suppl. Fig. S3.1 A,B). Towards the highest concentration used here, the 

number of monomers observed decreased and the distribution shifted steadily towards an 

increased number of tri- and tetramers and a low number of pentamers. Interestingly, a steep 

drop occurred between tetramers and pentamers and only twice hexamers were observed 

among a total of 9129 spots that were analyzed. 

 

Figure 3.3 | Binomial and Poisson Distributions. (A) Distribution of F50C oligomers in 
DPhPC vesicles at 0.17 µg/ml (left) and 2.33 µg/ml (right) of toxin incubated overnight fitted 
with a Poisson distribution (top) and a binomial distribution with n = 4, 5 and 6 (bottom). (B) 
Distributions of P121C in DPhPC at concentrations 1.59 µg/ml (left) and 2.33 µg/ml (right) 
fitted with a double binomial distribution taking specific and unspecific labeling into account. 
The p values were 0.55 and 0.61, respectively, and the probability for unspecific labeling 0.01. 

It appeared that the type of distribution observed with increasing concentration was 

shifting from a Poisson type to a binomial one (Fig. 3.3 A). At low concentration (< 

0.81 µg/ml), the optimized p values for a binomial distribution of the number of labeled 



CHAPITRE 3. TETRAMERIZATION OF B. THURINGIENSIS TOXIN CRY1AA 

68 

subunits per oligomer was still lower than 0.38 ± 0.03. This value was significantly different 

than the EOL value, meaning that there was no defined stoichiometry at low toxin 

concentrations, and up to concentrations of 0.81 µg/ml the distribution was most appropriately 

described by a Poisson distribution. In contrast, the histograms were best fitted by a binomial 

distribution at higher concentrations, at which the distributions significantly deviated from 

Poisson distributions (Fig. 3.3 A). This suggested that the toxins now assume a defined 

stoichiometry. 

The high number of four photobleaching steps that we found in the histograms 

excludes a di- and trimeric stoichiometry. Intuitively, one would presume a tetrameric pore-

forming entity, however, as we still find a low number of five subunits, tetra-, penta- or 

hexameric (n = 4, 5 and 6) structures would be possible models. Fitting the distributions to 

binomial distributions resulted in values of p, the probability of a subunit being detected, 

significantly lower than the EOL (p < 0.5) for n = 5 and 6. This and the steep drop from four 

to five observed steps would argue against oligomers with more than four subunits. 

To obtain a more objective measure whether the pore-forming entity is indeed 

tetrameric, we determined the statistical probability to obtain the experimentally observed 

number of pentamers assuming a pentameric distribution (n = 5). We did this by considering 

the values to be Poisson-distributed around the theoretically predicted value for a binomial 

distribution with n = 5 for the highest two concentrations 1.59 and 2.33 µg/ml for all four 

experimental conditions (see suppl. Information). The probability p was either optimized by a 

binomial fit with n = 5 to all the distribution or calculated directly from the frequency of 4 

bleaching steps. In both cases, the probability that the experimentally observed frequency of 5 

steps originated from a pentameric binomial distribution with p was below 1%. Moreover, in 

each of the eight conditions (1.6 and 2.3 µg/ml for both lipid compositions and mutants), the 

observed value was consistently at the lower end of the Poisson distribution and not spread 

evenly over the entire spectrum, as would be expected if they were stochastically distributed. 

We can thus conclude with a 99% certainty that the toxins form tetramers. 

If the pore-forming entity of the toxins is tetrameric, the low number of 5 and 6 

bleaching steps observed still remained to be explained (Fig. 3.2 A,B). Theoretically two 

explanations are possible assuming a tetrameric distribution: (i) there was more than one 
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tetramer present in the spots; and (ii) some tetramers contained more than four fluorophores. 

The first possibility, we can directly rule out again. With more than 50% of all spots showing 

3 or 4 fluorophores, the probability of not finding any spots that contain 7 or 8 bleaching steps 

would be negligible. The second possibility, on the other hand, is consistent with the 

unspecific labeling rate for wildtype toxin. The ratio of specific to non-specific labeling was 

0.76/0.06, meaning that approximately every 13th monomer had an extra fluorophore attached 

non-specifically. We fitted, therefore, the distributions obtained at concentrations 1.6 and 2.3 

µg/ml to a double binomial fit (Fig. 3.3 B), where each monomer has a probability p and a 

different probability u of being labeled specifically and non-specifically, respectively. The 

distributions fitted the experimental data very well with p = 0.64 ± 0.04 and u = 0.04 ± 0.03. 

The low number of 5 and 6 photobleaching steps are thus explained by non-specific labeling 

to some of the monomers, and the observed histograms are consistent with a tetrameric pore-

forming entity of Cry1Aa. 

3.5.2 Concentration dependent evolution of Cry1Aa oligomerization 

The shift of the distribution from a Poisson to a binomial distribution with increasing 

concentration of the toxin in the bilayer suggests that the stoichiometry is dependent on the 

toxin availability. While at high concentrations a tetrameric structure forms, at lower 

concentrations a more arbitrary stoichiometry exists. This raises the question as to which 

oligomerization state of the toxin intercalates into the membrane. It had, for instance, been 

suggested that – in the presence of receptors – a tetrameric pre-pore forms in solution, which 

then is inserted as such into the membrane (43), whereas other authors proposed that the 

monomers enter the membrane first (2,44). To further investigate the evolution of the 

stoichiometry, we analyzed the development of the distribution as a function of toxin 

concentration. 

Figure 3.4B shows the average number of bleaching steps <n>, i.e. the population 

mean, found for increasing toxin concentrations in the incubation solution. As the distribution, 

and thus <n>, varies with increasing concentrations, the oligomer composition in the 

membrane must also be different. If at lower concentrations the stoichiometry remained 

unchanged, identical distributions with lower absolute number of spots should have been 
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observed. On the other hand, if the oligomerization were random, we would expect Poisson 

distributions for all concentrations and a linear dependence of <n> on the concentration. Thus, 

in contrast to our results, no saturation should be observed. 

 

Figure 3.4 | Theoretical model. (A) Kinetic model explaining the stepwise oligomerization 
process of the toxin. The forward rate is concentration dependent. (B) Fit of the population 
mean values of the number of bleaching steps fitted with the model in (A) (blue) and 
dependent on the vesicle/toxin ratio (red). 

The availability of the toxins is given by two parameters; first by the concentration of 

the toxin in the solution, and second, by the ratio of toxins per unilamellar vesicle. Let us first 

consider the concentration of the toxin. The oligomerization of the Cry1Aa tetramer can be 

described by a kinetic model, where the association constant equals Ka = α/β [Cry1Aa], where 

α [Cry1Aa] is the association rate, β the dissociation rate and [Cry1Aa] the concentration of 

Cry1Aa in solution (Fig. 3.4 A). In such a model, the number of oligomers consisting of n 

subunits is given by An = Ka
n-1 A1 (see suppl. information). 

From this distribution, we can calculate the expected value <n> for the average 

number of bleaching steps (monomers; Fig. 3.4 B; blue curve). <n> saturates at a value of 2.6 

corresponding to a tetramer with a labeling probability of 0.65. This value corresponds well to 

the EOL of 0.76 for the cysteine mutants if we also consider a certain bleaching probability. 

We found an association constant Ka = 3.34 s-1 mol-1. 
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On the other hand, in order to obtain a sufficiently low number of toxins to be able to 

perform the subunit counting experiments, it was necessary to decrease the toxin concentration 

to a concentration that the number of toxin monomers and vesicles in the solution became 

comparable. We estimated the ratio between toxin monomers and vesicles (toxin/vesicle) 

assuming vesicle radii varying from 25 nm (small unilamellar vesicles (SUVs)) to ~500 nm 

(large unilamellar vesicles (LUVs)). In all cases, the ratio toxin/vesicle was close to or smaller 

than one at the low concentrations. For a typical radius of 200 nm, the ratio was 1.4. However, 

we can be certain that availability of the monomers was not the limiting factor at the higher 

concentrations used considering that the ratio increased to 18.9 at a toxin concentration of 

2.33 µg/ml. In a random distribution of toxins onto the available vesicles, tetramers may only 

form in those vesicles which contain at least four toxin molecules. However, if for instance 

five molecules were present in a specific vesicle, a tetramer may be formed, but a single 

monomer will remain. These “overhang” molecules will significantly influence the 

oligomerization and will also lead to a concentration dependence of <n>. We fitted the 

observed evolution of <n> assuming a Poisson distribution of the available toxins onto the 

vesicles with an average vesicle radius of r = 252.5 nm, a labeling probability of p = 0.69 

assuming full tetramer formation (Ka » 1; Fig. 3.4 B, red curve). The curve fits the data well 

indicating that also the distribution of monomers onto vesicles may explain the concentration 

dependence, in which case Ka does not need to be concentration dependent. 

As both possibilities, a concentration dependent Ka and the vesicle/toxin ratio, would 

explain the evolution of <n>, we cannot deduce whether oligomerization process itself is 

concentration dependent. However, the curve obtained in figure 3.4B indicates that not only 

tetramers are present in the bilayer but several oligomerization states coexist (monomers, 

dimers, trimers and tetramers). Formation of a pre-pore is thus not a prerequisite to membrane 

insertion but also monomers effectively enter the membrane. The maximal oligomerization 

state remains the tetramer, but we cannot exclude the possibility that the coexisting lower 

oligomers also form functional pores. 

The coexistence of different oligomers would explain the significant difference 

between the p value of the tetramer binomial fit and the EOL. If several oligomerization states 

coexist, the observed distribution will be a sum of binomial distributions (one for each 
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oligomerization state). At high concentration, even if we are very close to the expected 

tetrameric binomial distribution, other states may still exist and, thus, shift the distribution at 

some extent to smaller probabilities p. 

3.6 Discussion 

This study is the first direct demonstration of oligomerization, up to the tetrameric 

level, of Cry1A toxins. We used fluorescence spectroscopy based on the step-wise 

photobleaching principle in order to count the number of subunits present in Cry1Aa toxin 

pores within a supported bilayer free of toxin receptors. The data suggest that the pore is 

composed of 4 subunits (Fig. 3.2). Based on the spatial separation of the single spots, we can 

exclude the possibility that many spots are formed of two arbitrarily superposing oligomers. 

The results were not significantly affected by the lipid composition (POPE:POPC versus 

DPhPC) or by the position of labeling (F50C versus P121C). They also showed that several 

oligomerization states coexist in the bilayer. Figures 3.2 and 3.4 confirm that the 

oligomerization saturates with four subunits, indicating that in the concentration range 

observed here the tetrameric structure is the final state suggesting it to be the pore-forming 

unit. We cannot with certainty decide whether monomer, dimer and trimer also form pores. 

The measurements were, nevertheless, limited by the highest concentration that can be used 

and still obtain a spatial separation between the toxin oligomers. 

Whether the final structure is a symmetric tetramer or a dimer of dimers with a 

double pore cannot be distinguished with the present method. However, single pore 

electrophysiological recordings and the symmetric images obtained in AFM measurements 

(28) argue against the possibility of dimers of dimers. 

The existence of Bt toxin oligomers in receptor-free artificial membranes (planar lipid 

bilayers and liposomes) has been proposed for several Bt toxins, mainly as a result of the 

observation of subconducting states in planar lipid bilayer experiments (7,9,20,21,24,25,45) 

and liposome permeabilization assays (27,46,47). Furthermore, a tetrameric configuration was 

suggested, based on the biophysical properties of the pores (14,45). First direct evidence for a 

tetrameric pore came from atomic force microscopy measurements in supported lipid bilayers 

(28-30). In the AFM measurements, however, it was impossible to determine how many toxin 
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molecules were involved in forming the four identical observed structures. In contrast, Cry4Ba 

toxin were observed by electron crystallography to form trimers in 2D crystals (31) and a 

tetrameric arrangement of trimers was obtained by computational simulation of intermolecular 

interactions in sixteen Bt toxin homologous sequence (48). In this study, we were able to 

directly show the tetrameric nature of the Cry1Aa-pores because each toxin monomer 

contained a single fluorophore such that the number of fluorescent steps recorded 

corresponded to the number of toxin molecules that formed an individual pore. 

Studies on cell and membrane vesicle permeabilization (26,49-52), AFM 

measurements (28) and planar lipid bilayer data (25) provided an estimate of Bt toxin pore 

diameter ranging between 15 and 26 Å. The pores’ maximum conductance in 150 mM KCl is 

250-450 pS (7,8,21). These observations are consistent with a tetrameric structure for Bt pores 

when comparing them with potassium channels, whose tetrameric pore is also comprised of 8 

α-helices. Their central pore sizes up to 12 Å in diameter away from the 2-4 Å-wide selectivity 

filter and shows conductances up to 250 pS in physiological conditions (53). 

Whether the process of Bt toxin oligomerization occurs before membrane insertion or 

takes place within the membrane, was still unresolved. Data on toxin aggregation or 

oligomerization in solution, i.e., before it partitions into the membrane, is scarce and variable 

ranging from monomers to oligomers with 8 to 10 subunits (17-19,54). It was suggested that 

the toxin assembles into stable oligomer barrels (pre-pores) before inserting into the bilayer 

(43) but also that monomers insert into the bilayer first and, subsequently, diffuse laterally in 

the membrane to associate into multimers to form pores (46,55,56). In the present study, we 

established that the oligomerization process may be described by a kinetic model as shown in 

figure 3.4A. Nevertheless, we could not distinguish whether the oligomerization occurs in the 

membrane or in solution before insertion since both possibilities are consistent with our data. 

However, the concentration-dependent distributions, observed here, make evident that the 

toxins can enter the membrane in their monomeric state because a large number of monomers 

were observed at low concentrations. Thus, we showed that oligomeric pre-pore formation is 

not a necessary step in the mode of action of Bt toxins, as suggested previously (44,56). 

We favor the possibility that the oligomerization process occurs within the membrane 

since the structure of the toxin changes after intercalation into the membrane (8,57-59). Our 
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previous study showed that pore formation occurred after the insertion of the toxin into the 

bilayer and with a temporal delay between the observed necessary conformational change and 

pore formation (8). The delay would be consistent with a lateral diffusion of the monomers in 

order to assemble to tetramers and would argue against the monomer being able to form pores 

itself. Also in AFM studies, a time-dependent increase of the size of the observed structures 

was described resulting in a final size of 350 Å for the entire complex (29). 

Numerous studies have attempted to assess the role of toxin receptors in 

oligomerization, either before insertion into the membrane, in terms of pre-pore formation, or 

within the membrane, in terms of pore formation by toxin monomers (reviewed in 6). While in 

our system no receptors were present, the fact that the pores have identical properties whether 

they were mediated by receptors or intercalated into the membrane autonomously suggests 

that a similar pore architecture prevails. 

In conclusion, we found – using single subunit counting – that Cry1Aa of B. 

thuringiensis enter the membrane in monomeric form and that it assembles to tetrameric pores 

in the lipid bilayer. The single subunit counting technique utilized for the analysis was 

different from previous studies where membrane proteins with a fixed stoichiometry were 

investigated (33-37). The highly dynamic nature of the oligomerization process and presence 

of a mixture of oligomeric states required the employment of advanced stochastic analysis of 

histograms and a high number of spots had to be analyzed in order to statistically distinguish 

between different models. We expect that studying oligomerization using single molecule 

fluorescence will help understand this highly dynamic protein-protein interaction for a number 

of similar proteins. 
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3.8 Supplemental information 

3.8.1 Derivation of oligomer distribution 

According to the model in figure 3.4A, an oligomer consisting of n monomers is 

given by 

 
1 1'

1 1( ) ( )n n
n aA K A Aα

β
− −= =

 (eq. S3.1) 

with α’ = α [Cry1Aa]. The above statement is equivalent to the equation 
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This can be shown for A2 from the differential equation describing the temporal evolution of 

A1: 
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We will show that this is true for An+1 under the assumption that it is true for An. 
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which should equal zero in equilibrium, thus 
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As it is true for A2, it is thus iteratively true for all An. 
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3.8.2 Calculation of the probability to observe x pentamers in an ensemble of 

N measurements 

The probability p for the binomial distribution with n = 5 is determined by fitting the 

histogram directly or by calculation from the number of tetramers as this would be least 

contaminated by lower order oligomers. For both p, the number of expected pentamers <x> 

was calculated using <x> = N p5, where N is the number of total spots analyzed (the number 

of invisible spots with no label is negligible for the higher concentrations). 

The probability prob (x) to observe exactly x pentamers in an ensemble of N 

measurements assuming a pentameric stoichiometry with labeling probability p is: 

 
( )5

5( ) exp( ) exp( )
! !

x
x Npx

prob x x Np
x x

< >= − < > = −  (eq. S3.2) 

3.8.3 Summary of the results 

P121C 
      occurrence (%)       

lipids 
Concentration 

(µg/ml) N 1 2 3 4 5 6 P4 P5 λ 
DPhPC 0.17 200 66.50 24.00 7.00 2.50 0.00 0.00 0.26 0.21 1.07

DPhPC 0.33 201 56.22 34.33 6.47 2.99 0.00 0.00 0.31 0.25 1.23

DPhPC 0.57 200 40.50 34.50 17.00 8.00 0.00 0.00 0.39 0.32 1.61

DPhPC 0.81 200 33.00 39.50 18.50 9.00 0.00 0.00 0.44 0.36 1.84

DPhPC 1.21 202 26.73 35.15 23.27 13.86 0.99 0.00 0.50 0.41 2.15

DPhPC 1.59 800 27.70 30.19 31.55 9.94 0.50 0.12 0.53 0.43 2.19

DPhPC 2.33 388 22.94 28.61 33.51 14.69 0.26 0.00 0.59 0.48 2.42

                        

POPC-POPE 0.17 201 65.67 26.37 6.97 1.00 0.00 0.00 0.27 0.22 1.10

POPC-POPE 0.33 202 59.90 26.73 9.90 3.47 0.00 0.00 0.28 0.23 1.16

POPC-POPE 0.57 207 46.38 37.20 12.08 4.35 0.00 0.00 0.35 0.28 1.43

POPC-POPE 0.81 202 40.10 42.57 12.87 4.46 0.00 0.00 0.39 0.32 1.58

POPC-POPE 1.21 201 37.31 35.32 19.90 6.97 0.50 0.00 0.42 0.34 1.72

POPC-POPE 1.59 607 26.85 30.64 32.29 9.56 0.49 0.16 0.54 0.44 2.21

POPC-POPE 2.33 768 28.78 29.95 31.90 8.98 0.39 0.00 0.53 0.43 2.15

                        

F50C 
DPhPC 0.17 206 72.33 20.87 5.34 1.46 0.00 0.00 0.25 0.20 1.02
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DPhPC 0.33 204 57.84 23.53 14.22 4.41 0.00 0.00 0.28 0.23 1.18

DPhPC 0.57 200 35.50 35.00 18.50 11.00 0.00 0.00 0.42 0.35 1.79

DPhPC 0.81 204 27.45 32.35 27.45 12.75 0.00 0.00 0.52 0.42 2.17

DPhPC 1.21 200 28.00 32.50 25.00 14.00 0.50 0.00 0.51 0.42 2.14

DPhPC 1.59 310 16.77 27.10 35.16 20.00 0.97 0.00 0.65 0.53 2.70

DPhPC 2.33 406 24.14 24.63 33.25 17.24 0.74 0.00 0.60 0.49 2.48

                        

POPC-POPE 0.17 243 65.43 25.51 7.00 2.06 0.00 0.00 0.27 0.22 1.09

POPC-POPE 0.33 204 57.84 25.49 13.73 2.94 0.00 0.00 0.29 0.23 1.19

POPC-POPE 0.57 203 46.80 35.96 13.30 3.94 0.00 0.00 0.35 0.28 1.43

POPC-POPE 0.81 235 37.45 40.43 16.17 5.96 0.00 0.00 0.41 0.33 1.68

POPC-POPE 1.21 205 33.17 29.21 26.24 11.39 0.00 0.00 0.47 0.39 1.98

POPC-POPE 1.59 930 23.59 29.35 34.47 12.06 0.53 0.00 0.58 0.47 2.37

POPC-POPE 2.33 800 28.00 29.50 32.13 10.13 0.25 0.00 0.53 0.43 2.19

Supplemental Table S3.1 | Summary of the results. Table showing the summary of the 
distributions for F50C and P121C for both lipid compositions. N gives the number of 
experiments, P4 and P5  the probabilities p for a binomial distribution with n = 4 and 5, 
respectively. λ is the fit parameter for Poisson distributions to each condition. 
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3.8.4 Supplemental figures 

 

Supplemental Figure S3.1 | Experimental distributions in POPE-POPC. Distribution of (A) 
F50C and (A) P121C bleaching steps in POPE-POPC vesicles containing variable toxin 
concentrations incubated overnight. The numbers under the columns indicate the number of 
steps observed, N marks the number of spots anlyzed for each concentration. 
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Supplemental Figure S3.2 | Poisson Probability Density Function. <x> depicts the value for 
the occurrence of pentamers, which is theoretically to be expected according to a binomial fit 
to the observed data. x is the experimentally observed number of pentamers. The curve gives 
the probability to observe x pentamers. For all experimental conditions, x was found in the 
lower tail of the Poisson distribution. 
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4.1 Capsule 

Background: Although powerful, single subunit counting is time consuming, prone to user-

bias and largely restricted to Xenopus expression. 

Results: PIF is an automated analysis program that identifies subunit stoichiometry of any 

fluorescently-tagged membrane protein from TIRF-recordings. 

Conclusion: PIF is accurate to more than 90% even in noisy data typical for mammalian 

expression system. 

Significance: PIF approach is generalizable to any membrane protein and TIRF-microscope. 

4.2 Summary 

Elucidating subunit stoichiometry of neurotransmitter receptors is preferably carried 

out in a mammalian expression system where the rules of native protein assembly are strictly 

obeyed. Although successful in Xenopus oocytes, single subunit counting – manually counting 

photobleaching steps of GFP-tagged subunits – has been hindered in mammalian cells by high 

background fluorescence, poor control of expression and low GFP maturation efficiency. 

Here, we present a fully-automated single-molecule fluorescence counting method that 

separates tagged proteins on the plasma membrane from background fluorescence and 

contaminant proteins in the cytosol or ER and determines the protein stoichiometry. Lower 

GFP maturation rates observed in cells cultured at 37oC were partly offset using a monomeric 

version of superfolder GFP. We were able to correctly identify the stoichiometry of GluK2 

and α1 glycine receptors. Our approach permits the elucidation of stoichiometry for a wide 

variety of plasma-membrane proteins in mammalian cells with any commercially available 

TIRF microscope. 

4.3 Introduction 

The vast majority of membrane-bound proteins are expressed as oligomeric 

complexes in either homo- or heteromeric forms. Given this complexity, a number of 

biochemical and imaging techniques have been employed to elucidate subunit number and 

stoichiometry. As a first approximation, stoichiometry is often assessed by bulk biochemical 

methods, such as blue native polyacrylamide gel electrophoresis (1). However for a 
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quantitative estimate, more recent approaches have turned to spectroscopic techniques such as 

fluorescence energy transfer (2) or protein x-ray crystallography (3,4). Though helpful, 

methods that infer subunit stoichiometry from ensemble measurements ultimately assume that 

copy number is invariant amongst protein complexes. To take this issue into account, 

stoichiometry can be determined by studying protein complexes at the single molecule level 

either with atomic-force microscopy (5) or fluorescence spectroscopy (6-11). In particular, the 

single subunit counting technique has proven to be a powerful tool (7,11-18). For this 

technique, each subunit is first tagged with a fluorescent marker and then viewed by total 

internal reflection fluorescence (TIRF) microscopy which limits background noise in favor of 

signals coming from the plasma membrane (19). By minimizing surface expression levels, 

fluorescence emitted by individual protein complexes can be resolved. For each complex, the 

number of photobleaching steps can then be counted and, by association, the subunit 

stoichiometry determined (9,10). This strategy is particularly appealing when expressing the 

protein of interest in the Xenopus laevis oocyte since it permits the use of GFP-tagged subunits 

as well as providing measurements with high signal-to-noise ratio (7). 

Despite its value, an important caveat of this approach is that the oocyte’s 

biochemical machinery does not always assemble mammalian proteins faithfully. For 

example, the stoichiometry of human neuronal nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) 

was found to be different between Xenopus oocytes and mammalian cells (20,21). An added 

complication is that proteins nascent to the oocyte can co-assemble with exogenous proteins, 

as shown for nAChRs (22) and NMDA-type ionotropic glutamate receptors (23). This 

situation is unlikely to be limited to a few exceptions since the Xenopus oocyte expresses a 

plethora of ion-channels and transporters that are orthologs of mammalian proteins (24-26). 

Although the ideal solution would be to perform subunit counting in mammalian cells, this 

approach has its own challenges. First, background noise is greater in mammalian cells 

making it more difficult to discern the desired signal emitted from transfected cells. Second, 

surface protein density is more difficult to control in mammalian cells compared to Xenopus 

oocytes leading to heterogenous expression patterns and to occasional colocalization of 

proteins. This means that in spite of the time-consuming nature of the analysis, practically all 

proteins expressed on the cell surface have to be analyzed to prevent biasing the outcome to a 
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certain subpopulation. Third and finally, post-translational formation of the GFP chromophore 

is less efficient at the higher temperatures needed for mammalian cell cultures (i.e. 37oC) 

(27,28) placing limits on the accuracy of the counting method. 

To respond to these challenges, we developed the necessary tools to make single 

subunit counting experiments in mammalian cells possible. Concerns with low chromophore 

formation were addressed by constructing a monomeric version of GFP (29) based on 

superfolder GFP (30) (msfGFP; see Experimental Procedures). To enable unbiased analysis of 

all proteins expressed on the cell membrane, we have developed a fully-automated counting 

program that is capable of resolving steps typical of noisy in situ photobleaching experiments. 

It does so by separating relevant signals from contaminants, extracting the bleaching traces 

also from high background levels and classifying these according to number of bleaching 

steps. The counting program has been named PIF to reflect the “Progressive Idealization and 

Filtering” functions of step detection and to recall the French expression avoir du pif, meaning 

“to have intuition” or literally “to have a good nose for something”. Using this approach, we 

have successfully determined the tetrameric and pentameric stoichiometry of GluK2 kainate 

and α1-glycine neurotransmitter receptors, respectively. Given this, we propose that PIF can 

be viewed as a universal tool for the automated analysis of subunit counting data of 

membrane-bound proteins expressed in mammalian cells. 

4.4 Experimental procedures 

4.4.1 Cell culture and transfection 

HEK293T cells were plated on poly-D-lysine-coated 35mm #1 glass bottom dishes 

(MatTek Corporation) at a density of 2.5x104 cells/mL in DMEM (Invitrogen) supplemented 

with fetal bovine serum (2%; Gibco). Cells were maintained in a humidified incubator at 37°C 

containing 5% CO2. After 25-30 hours, cells were transfected by the calcium phosphate 

method. Precipitate was allowed to form for 4 hours before cells were washed twice with PBS 

and placed back into fresh DMEM. Cells were allowed to recover between 16-22 hours post-

transfection before being fixed in EM-grade 4% formaldehyde (Ladd Research) in PBS for 24-

36 hours at 4°C. 
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4.4.2 Plasmid construction 

Monomeric superfolder GFP (msfGFP) contains a lysine residue at amino acid 

position 206 (V206K), known to substantially reduce fluorophore dimerization (29). The 

monomeric form of the superfolder GFP (msfGFP) was inserted into the coding sequence of 

the rat ionotropic kainate receptor GluK2 (NM_019309; pRK5-msfGFP-GluK2) and the 

human glycine receptor GlyRα1 (NM_000171; pRK5-msfGFP-GlyRα1 utilizing a large-insert 

mutagenesis protocol (31). For both constructs, msfGFP was inserted N-terminally between 

the first and second or third and fourth amino acids of the mature GluK2 or GlyRα1 proteins, 

respectively. The fusions were generated by large-insert site directed mutagenesis. Briefly, 

primers were designed to incorporate a 20-23 nucleotide overhang into both the 5’ and 3’ ends 

of the msfGFP sequence. These overhangs are complementary to regions directly before and 

after the desired point of msfGFP insertion in expressions plasmids containing either the 

GluK2 or GlyRα1 sequence. Primers are used to generate a megaprimer by PCR, which, after 

purification, is in turn utilized as a primer for large-insert site-directed mutagenesis of the 

target sequence. All constructs were verified by sequencing. 

4.4.3 Imaging 

Fluorescence was measured using an inverted microscope (Axiovert 200, Zeiss, Jena, 

Germany). Excitation was achieved in total internal reflection fluorescence (TIRF) 

configuration using a 60 mW 488 nm laser (PhoXx, Omicron-Laserage, Germany). TIRF 

allows a thin excitation height of about 200 nm above the coverslip, thus eliminating a huge 

proportion of the background emerging from different cell compartments. Excitation light 

(~10.5 mW) was defocused to a diameter of approx. 35 mm and was partially cut to a diameter 

of ~7 mm using an iris, thus allowing a very uniform excitation intensity over the region 

observed. The total excitation intensity at the exit of the objective was about 550 µW. 

Emission was collected with a 63x NA 1.49 objective (Olympus, Richmond Hill, ON) and 

filtered by a high efficiency 525/50 nm emission filter in combination with a Z488 dichroic 

mirror (Chroma Technologies, Rockingham, VT). Images were recorded with a backlit 

EMCCD Camera (iXon+ 860BV, Andor Technology, South Windsor, CT) at a sampling rate 

of 20 Hz. 
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4.4.4 Generating simulated data 

Data featuring variably photobleaching, variations in step size and blinking were 

simulated using a hidden Markov model (Supplemental Fig. S4.1 A). For simplicity, blinking 

events following single transition kinetics were considered. The mean dwell time τ in each 

state was calculated by the inverse of the sum of rates leaving the state. The duration t in 

which a state will be visited is calculated using a generated random number between 0 and 1, 

exclusively, to which an exponential decay function with characteristic time τ is associated. 

The result is then sampled at a frequency of 20 Hz, except for the simulations with fast 

blinking events (α≥50), which are first sampled at 200 Hz before being re-sampled at 20 Hz. 

After this period in a given state, the next state is randomly selected based on the rate 

constants, acting as weights. This process is repeated until a duration of 100 sec is reached. 

Poisson noise is finally added to the idealized trace. 

4.4.5 Definition of fluorescent spots 

The fluorescence intensity of each spot had a contributing region of 3x3 pixels 

defined by the point spread function of the imaging system. The signal δF is obtained by 

fitting the initial total fluorescence intensity F of each spot to a 2D Gaussian profile and 

subtracting the estimated baseline from the total fluorescence. A spot was detected if the 

signal to total fluorescence ratio δF/F overcame a pre-defined cut-off. In addition, an “overlap 

limit” ensured that individual spots do not influence each other’s fluorescence intensity. The 

limit was defined as the distance where the Gaussian profile has reached 20% of its maximum 

and had to be free of neighboring spots. 

4.4.6 Trace filtering 

Background fluorescence was removed by convoluting a Laplacian of Gaussian 

(LoG) kernel with the matrix of each selected spot (Fig. 4.1 B). The filtering step effectively 

applied a band-pass filter similar to a deconvolution algorithm applied to confocal images to 

increase resolution and remove blurring (32). The LoG kernel has a standard deviation 

corresponding to the mean value obtained from the Gaussian fit over a set of spots. This filter 
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is especially useful in low SNR systems because it efficiently removes high background 

fluorescence. 

Individual traces were further filtered with the Chung-Kennedy (C-K) filter (33). This 

non-linear filter has been designed to reveal transients dominated by noise and has been shown 

to be an efficient aid for step detection (33,34). Briefly, each of the points comprising a trace 

was filtered by a weighted average with the neighboring points directly preceding and 

following within a fixed time window. Weighting was evaluated for each point and was based 

on the variance of the trace before and after that point. The C-K filter improved the SNR by a 

factor of approx. 3.0 ± 0.5 and did not filter out any bleaching steps. Interestingly, for 

SNR > ~2, the filter reduces the overall accuracy by up to 7%. A C-K filter should therefore 

only be used if traces display a SNR below ~2. According to our estimations, C-K filtering 

should be applied for experimental traces improving their filtered SNR to values typically 

around 4-5 (Supplemental Fig. S4.1 B). 

4.4.7 Step detection 

The program’s step detection algorithm identifies segments of constant intensity. This 

is an iterative process where initially short segments are averaged, and averaged data are 

exposed to another iteration of the same algorithm. This gradual increase in segment duration 

ensures that steps are readily distinguished. The main task of the step detection algorithm is to 

separate bleaching steps from noise or blinking events. This requires information on noise and 

step amplitudes, both of which are initially unknown. As a direct determination of the noise 

level is prevented by the step-wise decrease of the baseline during bleaching events, the noise 

is estimated by evaluating variations of the fluorescence fluctuations (NFF). Briefly, NFF is 

obtained by calculating the standard deviation of the intensity differences between adjacent 

frames (for details see Supplemental Text). This value serves as the basis for the calculation of 

the SNR of the trace. Since also the step amplitudes (the signal) are initially unknown, the 

algorithm assumes a very small SNR (~0.25-1) for the first step detection iteration. Starting 

from the first frame, it continuously calculates a “floating” baseline as the average of the 

intensity data. If the intensity falls below a limit σ = (SNR ⋅ NFF)/φ from the calculated 

average, a step is detected and the algorithm assumes a new baseline. The “sensitivity” φ – 
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used to determine the threshold – is an empirical calibration factor dependent on the SNR of 

the current trace (Supplemental Fig. S4.1 C). For subsequent iterations, the SNR is calculated 

using the step amplitudes resulting from the previous iteration. 

In the first iteration of a trace, many more steps will be detected than actually present. 

However, the “idealized” trace obtained in each run will undergo subsequent iterations with a 

lower sensitivity φ – calculated each round from the newly obtained idealized trace – so that 

noise and arbitrary fluctuations are progressively eliminated until only true bleaching steps 

remain (Supplemental Fig. S4.2). This process stops if no further reduction of steps is 

observed in successive iterations of the algorithm. A more detailed description of the 

algorithm can be found in the supplemental information. 

Three step properties are evaluated in the detection algorithm in order to reduce false 

detections caused by artifacts created occasionally when working in mammalian cells. These 

properties are the minimal time permitted between steps, the maximal step amplitude variation 

and the minimal step amplitude (Supplemental Fig. S4.3 A-D). Notably, the minimal time 

between steps must last at least two frames because each individual photobleaching event is 

likely to occur during any given exposure interval. The new fluorescence intensity is therefore 

only registered in the second frame whereas the first will assume an intermediate value. The 

variation of the step amplitudes was limited to exclude false steps, whose amplitudes were 

small in comparison to those of msfGFP bleaching steps within the same trace. The msfGFP 

bleaching steps displayed similar amplitudes amongst each other. This criterion proved most 

important and ruled out most of the detection artifacts in typical recordings of HEK293 cells. 

Limiting the maximal amplitude variation to 60% of the largest step in the trace removed the 

artifacts while still tolerating variations due to blinking events. 60% variation also accepts two 

fluorophores photobleaching during one frame exposure. Steps that did not fulfill all three 

criteria were not counted. 

4.4.8 Quality control 

Despite PIF’s accuracy in step detection, not all artifacts were ruled out. In particular, 

some traces were still analyzed that did not display any step-wise behavior (e.g. from “dirt” 

particles). This is a problem specific to automated algorithms. While a user would by eye 
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ignore these traces at once, the algorithm will accept them as long as the detected “steps” do 

not violate any of the above step detection criteria. The algorithm has to be instructed 

specifically which traces to discard. For this purpose, a set of five evaluation criteria were 

built into the software as a final quality control. These rejection criteria were found to be good 

indicators for the presence of contaminants contributing to trace artifacts. They include 

threshold values for a Chi-squared goodness-of-fit evaluation (χ2 > 1.5), for a minimal SNR, 

for the step duration as well as for the step amplitude. The χ2 of the traces also had to be 

smaller than the χ2 of a counterfit (35) (for details see Supplemental Text). If an idealized trace 

fails to meet the requirements of any of these criteria, it is omitted from analysis. 

4.4.9 Determination of accuracy 

The algorithm’s step detection accuracy pacc was evaluated for each SNR. Evaluation 

of the accuracy was achieved by computing the probability of correctly detecting exactly one 

step where exactly one step truly existed. Briefly, for each SNR, a step distribution histogram 

is obtained, from which the proportion of each detected step number is calculated. To correctly 

determine the accuracy, it is necessary to consider that simultaneous false step detections and 

missed events within the same trace would compensate for one another. Such errors could 

result in “falsely” finding the correct overall step number present in a given trace. 

Consequently, the calculation of the accuracy takes the probability of missed events and false 

step detections into account. 

4.4.10 Simulations: calculation of the accuracy pacc 

We define the accuracy pacc as the probability of correctly detecting one step when 

exactly one step exists. If PIF was applied to simulated photobleaching data containing exactly 

11 steps, pacc could be derived from the resulting observed step distribution. As a first 

approximation based on the frequency of identifying 11 steps (P(11)), one could reason that 

P(11) ~ pacc
11. However, there are several ways to attain a final count of 11 steps. For instance, 

step detection errors could result in including a step that does not truly exist (false detection) 

and/or in missing an existing step (missed event). A false detection and a missed event 

occurring in the same trace would result in an apparently accurate final step count, leading to 
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an overestimation of pacc. To correct for such situations in the context of calculating pacc, we 

defined the theoretical frequency distribution of detecting N steps for Nreal real steps: 
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where p0 and p2 are the probabilities of missing a step and counting 2 steps for one real step, 

respectively. The factor at the beginning of each term represents all the arrangements of pacc, 

p0 and p2, as each event could happen in any order. The resulting theoretical distribution P(N) 

was then fitted to the observed step distribution as a function of pacc, p0 and p2. This fit was 

performed by minimizing the difference between our calculations and the actual distribution 

(Levenberg-Marquardt algorithm). 

4.4.11 Kinetics of fluorescent protein blinking 

Two rate constants α and β determine the transitions out of and into the non-

fluorescent state, respectively. For a constant photobleaching rate of κ = 0.1 s-1
, we varied 

blinking frequency and duration (α = 1, 5, 10 and 50 s-1; β = 0.1 and 1 s-1; Supplemental Fig. 

S4.4). For both β values tested, step detection accuracy decreased slightly with increasing 

blinking duration (decreasing α). For blinking events with long duration (α ≤ 5 s-1), the 

decrease was significant even at SNR > 2. Although for a moderate blinking rate (β = 0.1 s-1) 

the detection accuracy always remained above 90% for SNR > 2, for a high blinking rate 

(β = 1 s-1), 90% accuracy could only be achieved when α ≥ 10 s-1, i.e. if the events were not 

too long-lived. 

The above values for simulated blinking events were chosen to test the limitations of 

the algorithm and do not actually represent the conditions typically observed in experimental 

fluorescence recordings. To verify the blinking properties under typical conditions, we 

obtained experimental traces recorded from HEK293T cells expressing a monomeric form of 

“superfolder GFP” (msfGFP) (30) fused to GluK2 (see below). To obtain the experimental 

blinking rates α and β the traces were fitted to a hidden Markov model using QuB (36,37). We 

chose traces with particularly prominent blinking events to ensure precise computation of the 
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blinking rate constants. Analysis resulted in two different phenotypic populations; a first 

population typified by long low frequency blinking events with mean values for <α> and <β> 

of 1.27 ± 1.05 s-1 and 0.013 ± 0.07 s-1, respectively (N = 7). By contrast, a second population 

represented by the majority of traces exhibited a greater number of shorter blinking events 

with mean values for <α> and <β> of 12 ± 14 s-1
 and 0.12 ± 0.11 s-1, respectively (N = 12). 

4.4.12 Software 

PIF was entirely programmed and is run using Matlab (Mathworks, Nattick, MA). 

4.5 Results 

4.5.1 Identification of relevant spots 

When performing single molecule fluorescence in mammalian cells, a multitude of 

spots varying in intensity and distribution are found (Fig. 4.1 A). Manually selecting a number 

of these spots introduces a user bias such that a certain sub-population (the “good-looking” 

ones) of proteins is favored at the expense of another. This is particularly pertinent when 

considering neuronal cells which invariably have a heterogenous receptor expression pattern. 

It is therefore imperative, first, to detect all spots in the region of interest and, then, to separate 

relevant spots, originating from the tagged protein located on the plasma membrane, from 

contaminant spots by objective criteria independent of the respective user. In order to process 

the large number of spots found on a single mammalian cell, each relevant fluorescent spot 

had to be detected and analyzed in an automated fashion (Fig. 4.1 A-D). 
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Figure 4.1 | (A-C) PIF automated analysis. (A) Spots of interest are automatically selected 
from a user-defined region which encloses the cell (ROI). The fluorescence intensity of 3 
spots are shown as examples. (B) Individual spots are processed through a background 
removal LoG-type kernel with a standard deviation set to 0.76 pixels. The resulting trace is 
filtered with the so-called C-K algorithm using a fixed time window of 3 frames (150 ms). (C) 
PIF next applies its step detection algorithm to build an idealization of these traces, from 
which the steps are counted. Ultimately, a quality control based on 5 criteria determines 
whether the final result should be included or not in the counting analysis. 

In our automated analysis, spot identification was limited to a user-defined region of 

interest (ROI) delineating the borders of a cell expressing the fluorescently-tagged protein 

(Fig. 4.1 A). To resolve single spots, background intensity originating from within cells was 

suppressed by utilizing total internal reflection fluorescence (TIRF) microscopy which limits 

excitation to the areas close to the plasma membrane (38). However, TIRF configuration does 

not prevent excitation of any contaminant spots located close to the plasma membrane or 

within the penetration depth of the evanescent wave into the cytosol (approx. 0.3 µm). Both 

factors gave rise to contaminant spots that were difficult to distinguish from relevant spots 

corresponding to individual protein complexes (Fig. 4.2 A). 
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Figure 4.2 | (A) Scheme of a HEK cell under TIRF illumination. GFP labeled proteins located 
in plasma membrane and endoplasmic reticulum (ER) can be excited. Other excited 
contaminant molecules are located directly on the coverslip. The global fluorescence decay of 
each three regions is shown before and after background removal. (B) The accuracy of the step 
detection algorithm was evaluated from simulations of various photobleaching step conditions. 
These include the simulation of traces mimicking the experimental conditions, which were C-
K filtered because of the initially low SNR observed in msfGFP-based experiments. Each set 
of simulation comprises about 500 individual photobleaching traces (C) The accuracy is 
calculated for each SNR from simulation of traces exhibiting equidistant photobleaching steps 
in absence of blinking events. The relationship between the accuracy and SNR is illustrated 
both before (black squares) and after Chung-Kennedy (C-K) filtering (red triangles). (D) 
Typical experimental conditions were used to simulate traces containing 1 to 6 steps with a 
final SNR of ~ 4 after C-K filtering. The maxima of the detected step number distribution are 
plotted against the actual number of steps present in the trace. The error was evaluated using 
full-width at half maximum. 
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Common contaminant sources include macromolecules present at the surface of the 

glass coverslip as well as endogenous proteins of the cell. For instance, flavins are abundantly 

expressed in the cytosol and are known to have spectral properties similar to GFP, albeit with 

much lower extinction coefficient and quantum yield (39,40). Thus, they fluoresce with 

significantly lower intensity than proteins tagged with a fluorescent protein variant. Similarly, 

proteins located at a distance of more than 200 nm from the plasma membrane in the cytosol 

fluoresce with very low intensities when using TIRF excitation. This allowed us to rule out 

many contaminant spots by defining a threshold for the fluorescence intensity of the spots 

(Supplemental Fig. S4.1 D). 

Other contaminants that exhibited fluorescence intensity comparable to our proteins 

of interest were not so easily distinguished. These were contaminants positioned so close to 

the membrane that their fluorescence intensity was not reduced by TIRF excitation. Some 

contaminants were also observed in the absence of tagged proteins and thus attached to the 

coverslip surface (Fig. 4.2 A, orange). Also tagged proteins retained in the ER were still 

detected in mammalian cells (Fig. 4.2 A, violet). In oocytes, the ER is positioned at a distance 

of more than 1 µm from the plasma membrane (41) and is optically shielded by the strong 

pigmentation just below the membrane. In contrast, in mammalian cells, the ER comes so 

close to the plasma membrane that proteins therein are still excited in TIRF configuration. We 

tested this by transfecting HEK293 cells with a Kainate receptor that is retained in the ER 

(GluK5 fused to msfGFP). Even under TIRF excitation, proteins in the ER were still clearly 

detectable with intensities not significantly lower than proteins expressed at the plasma 

membrane. These spots had to be excluded because they might have been retained in the ER 

exactly because they did not exhibit the correct subunit composition. 

We found that both types of contaminants, spots on the coverslip and tagged proteins 

in the ER, were despite their comparable fluorescence intensity distinguishable from relevant 

spots in their photobleaching decay times. On clean coverslips devoid of cells, a fast 

fluorescence decay was observed and could accordingly be attributed to background arising 

from impurities (Fig. 4.2 A, orange). When expressing the trafficking deficient mutant GluK5-

msfGFP, we found a very slow decay. The longer distance for proteins in the ER, and thus 

lower TIRF excitation, leads to lower excitation intensities and, by association, slow bleaching 
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time constants (Fig. 4.2 A, violet). The remaining medium component was the relevant 

component associated with the photobleaching of the msfGFP-fluorophores (Fig. 4.2 A, 

green). 

To remove fluorescence from the undesired fast and slow components, we applied a 

Laplacian-of-Gaussian (LoG) filter (Fig. 4.1 B), which is known from deconvolution of 

confocal images to increase resolution and remove blurring (see Experimental Procedures, 

32). Prior to filtering, the contaminant fast and slow components each accounted for 15-20% 

of the overall fluorescence leaving 60-70% attributed to the relevant msfGFP fluorescence. 

Filtering completely removed the fast background component and substantially attenuated the 

slow contaminant component, resulting in 90% fluorescence from the proteins of interest (Fig. 

4.2 A). At this time, we separated the complete ensemble of spots originating from tagged 

proteins on the plasma membrane from any contaminants. The associated fluorescence traces 

were finally filtered to increase their signal to noise ratio (Chung-Kennedy filter; Fig. 4.1 B) 

before entering the step detection phase. 

4.5.2 Step detection algorithm PIF 

In the second phase, the automated step detection algorithm is applied to every 

fluorescent trace from relevant spots identified above (Fig. 4.1 C; see Experimental 

Procedures and Supplemental Text for a detailed description of the algorithm). Other step 

detection algorithms, designed to work at the high noise levels that are typically observed in 

mammalian cells, detect deviations larger than the noise level and compare them to the 

“signal” amplitude. In the case of photobleaching, this strategy is not practicable as both signal 

to noise ratio and the expected intensity levels (or even their number) cannot be determined ad 

hoc but are irreversibly intertwined with the number of steps that we wish to measure. In the 

PIF algorithm, this problem was solved by considering the variations of intensity rather than 

the noise (Supplemental Text) and by using a slow iterative process to detect the steps. We 

found that direct detection is more likely to miss a step or not to filter out artifacts. PIF, on the 

other hand, is initially overly sensitive and detects any “ripple”, but, with each iteration and 

decreasing sensitivity, these are smoothed out until only the real steps are crystallized out. 

Steps in the idealized traces were finally analyzed according to a number of objective criteria 
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to rule out any artifacts (see Quality Control in Experimental Procedures; Fig. 4.1 D). PIF 

recognized each step in data typical for experimental conditions with an accuracy of more than 

90% (Fig. 4.2 B, see below). 

4.5.3 Testing step detection by PIF in simulations 

We tested how well the PIF algorithm finds the correct photobleaching steps from 

noisy traces in simulated data. We simulated traces traversing 11 equidistant steps following a 

hidden Markov model with signal to noise ratios (SNR) between 0.33 and 5.75 (see 

Experimental Procedures). We determined the accuracy of step fitting to be higher than 90% 

for SNRs over ~2 without filtering (Fig. 4.2 C, black trace). The accuracy was significantly 

improved by C-K filtering at low SNRs, and 90% accuracy was achieved for SNR > 1.2 (Fig. 

4.2 C, red trace). 

Since fluorophores exhibit variable intensities (42), also the amplitudes of 

photobleaching steps are not necessarily identical but exhibit variations to some degree. 

Amplitudes vary typically by 33% under experimental conditions. We allowed the step 

amplitudes to vary in simulated data 33% and 75% representing a typical and extreme value, 

respectively. In both cases, step detection accuracy was not substantially altered and remained 

above 90% (Fig. 4.2 B). 

Most subunit counting experiments are performed using fusion constructs with 

fluorescent proteins such as GFP and its derivatives. These fusion constructs evade any 

problems of unspecific labeling or accessibility, as expected for labeling with organic 

fluorophores (15,43) or antibodies (11), respectively. However, GFP and its derivatives have 

been shown to exhibit recurrent short dark periods in their emission known as blinking 

(44,45). The onset of each dark period is comparable to a photobleaching step, but differs in 

that it recovers to the original intensity. We tested the effect of blinking on step detection 

accuracy of PIF in simulated traces containing four steps of equal amplitude (Fig. 4.2 B). The 

kinetics of photobleaching were obtained from TIRF recordings with an iGluK2 fusion 

construct with the monomeric version of superfolder GFP (msfGFP, see below) expressed in 

HEK293 cells (see Experimental Procedures). Both sets of kinetic parameters found were 

tested in simulations, and neither had a significant effect on the accuracy of step detection of 
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the PIF algorithm (Fig. 4.2 B). Combining values of both the variations in step amplitude and 

the blinking rates typical for photobleaching data obtained from mammalian cells, PIF’s step 

detection accuracy, still, was found to be over 90% (Fig. 4.2 B). 

We, finally, tested how well PIF determines the correct stoichiometry for different 

oligomers. We simulated photobleaching data with experimental parameters of different 

stoichiometries, i.e. 500 traces each for monomers, dimers up to hexamers, and let PIF analyze 

these data in an automated fashion. On average, each step was found with an accuracy of over 

90%, and the maxima of the distributions were exactly at the correct value (Fig. 4.2 D). These 

simulations confirmed the capability of PIF to determine the correct stoichiometry of a 

multimeric protein under experimental conditions. 

4.5.4 Fluorescent subunit counting in mammalian cells 

Fluorescent subunit counting data were collected from fixed HEK293T cells 

transiently transfected with a fluorescently-tagged ligand-gated ionotropic glutamate receptor 

GluK2. HEK293T cells as recombinant expression system are typically used for expression of 

membrane proteins and offer particular advantages with respect to the neuronal ion channels 

analyzed in this study. Unlike Xenopus laevis oocytes (46), HEK293T cells do not 

endogenously express kainate receptors. Furthermore, despite their origin as kidney cells, 

HEK293T cells share a common mRNA transcription profile with neurons (47). This final 

point gives confidence that the ion channels such as GluK2, which are natively expressed 

almost exclusively in neurons, keep their inherent stoichiometry when expressed either in 

homo- or in heteromeric form. 

msfGFP was fused at the N-terminal extremity of GluK2, and cells were imaged 

using TIRF microscopy. Under these conditions, cells exhibiting low msfGFP-GluK2 

expression levels showed single molecule fluorescence clearly visible above background 

fluorescence levels (Fig. 4.1 A). If expression density or background fluorescence was 

substantial, cells were automatically removed from analysis because too many traces were 

rejected by PIF. Typically, 50 ± 8% of traces were excluded from counting analysis by the 

program, however, recordings resulting in more than 70% trace rejection were not considered 

for analysis, as such recordings indicated inappropriate cell selection. For all other cells, PIF 
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automatically analyzed the recordings and accumulated the step number histogram (Fig. 

4.3 A). 

 

Figure 4.3 | (A-B) PIF automated analysis over GluK2 and GlyRα1. (A) The final step 
distribution of msfGFP-GluK2 (bars) is fitted to a binomial distribution of 4th order (tetramer) 
either for purely single-channel spots (blue circles) and allowing the possibility of two 
channels on the same spot (red squares). The resulting probabilities to detect fluorescence 
from a fluorescent protein were pm = 57% and 53% for purely single and combined single and 
double occupancy, respectively. For the latter, the fraction of single occupancy was 77%. (B) 
The final step distribution of msfGFP-GlyRα1 was fitted to a 5th order binomial distribution 
(pentamer) and reveal an identical pm = 0.53 as well as a similar single occupancy (84%) to 
msfGFP-GluK2. The distribution was also fitted to a 6th order binomial distribution (hexamer) 
with pm set to 0.53. 

Finally, the step number histogram that we obtained from the automated analysis 

remained to be interpreted. If all GFP molecules were fluorescent, the step number would 

match the number of subunits per protein assembly. Unfortunately, however, each fluorescent 

protein has only a certain probability (pm) of being fluorescent defined by the ability of the 

chromophore to fold and mature correctly (7,48). As all identical fluorophores have an equal 

probability of fluorescing (pm), the resulting step number histogram has to follow a binomial 

distribution dependent on this maturation probability. Previous reports counting eGFP-fusion 

proteins expressed in Xenopus laevis oocytes matured at ~18°C have estimated pm values 

between 75% and 80%. Such maturation rates were not achieved at 37°C required for 

mammalian cell culture. To optimize maturation rates as much as possible, we constructed a 
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monomeric version of the superfolder GFP msfGFP (29,30). The monomeric version of GFP 

prevented protein-protein interactions between GFPs which might influence stoichiometry. 

Consistent with the known homotetrameric assembly of GluK2-msfGFP, the step 

histogram generated automatically by PIF was best fit by a binomial distribution of 4th order 

(Fig. 4.3 A, blue trace). Interestingly, a fraction of spots exhibited between 5 and 8 steps, 

which were not considered for the fit. They strongly suggested some cases where two 

receptors occupied a single spot. Whether this is a result of inadequate system resolution or is 

biologically relevant remains currently unknown. To account for the fraction of spots with two 

receptors, the binomial distribution was adjusted to consider both possibilities (Supplemental 

Text), which significantly improved the fit (Fig. 4.3 A, red trace), and we were able to 

estimate that approximately 23% of the spots contained two receptors. 

The maturation probability of GFP only depends on the expression system and the 

temperature during maturation and not on the protein it is fused to (30). This value has to be 

determined once for a given expression system with a protein of known subunit composition 

(here 53%), and will remain constant for any further protein. The distribution will then only 

depend on the order of the binomial given by the number of subunits. To confirm the universal 

validity of the maturation probability pm, PIF was applied to another ion channel of known 

stoichiometry. The above experiments defined pm = 0.53 for our expression system. We now 

expressed a msfGFP-tagged alpha1 glycine receptor (GlyRα1) and automatically analyzed the 

subunit counting data. As before, the best fit was obtained assuming two receptors could 

occupy a single resolvable spot, evident in the detection of several traces containing 6 to 9 

photobleaching steps. Similar to GluK2, ~84% of spots were estimated to contain individual 

GlyRα1 receptors. The step number histogram was fit with double-binomial distributions of 

5th (pentamers) as well as 6th order (hexamers; Fig. 4.3 B). However, only the pentameric 

stoichiometry reported a pm of 53%, a value identical to that obtained in GluK2 experiments, 

whereas the hexameric stoichiometry required pm = 46%. A hexameric distribution with a pm = 

53% was clearly not able to follow the obtained distribution (Fig. 4.3 B). By calibrating the 

system with a defined maturation rate pm, we can thus determine unambiguously the 

stoichiometry of a membrane protein in spite of the low maturation rate of fluorescent proteins 

in mammalian cells. 
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4.6 Discussion 

In this study, we provide a complete framework to study the stoichiometry of any 

membrane protein in a mammalian expression system using single subunit counting. First, we 

have developed a fully-automated subunit counting algorithm, PIF, that greatly minimizes 

user-bias in discerning photobleaching steps from background noise. The automation of step 

detection has the added advantage of permitting the analysis of large datasets over a short time 

period minimizing the risk of analyzing only part of a heterogenous population. Second, PIF is 

able to reliably extract the relevant signal from records with relatively low signal-to-noise 

ratio enabling to routinely study the stoichiometry of a wide variety of membrane proteins 

expressed in mammalian cells. This feature resolves the emerging concern of performing 

similar experiments in Xenopus laevis oocytes where mammalian protein assembly is 

sometimes problematic. Third, and finally, we introduced in the analysis the use of a fixed 

maturation rate specific to each expression system and double-binomial distributions in 

response to low GFP maturation rate and co-localization of single photobleaching spots, 

respectively. Interestingly, co-localization was not reported in prior work where the manual 

counting of photobleaching steps was performed on Xenopus oocytes. Whether this finding is 

unique to mammalian cells or has been neglected given the nature of the manual method will 

require further study. 

4.5.1 Comparison with previous studies 

Other step detection algorithms perform well for numerous applications (34). To 

evaluate how these other step detection algorithms performed for subunit counting compared 

to PIF, we applied the STEPFINDER algorithm (35) to simulated traces exhibiting variable 

SNRs in the absence of blinking. STEPFINDER is a chi-squared based algorithm originally 

developed to analyze the stepwise behavior of molecular motor displacements and was 

recently applied as a tool to analyze fluorescent subunit counting data (49). Despite 

STEPFINDER’s proficiency as a tool for determining molecular motor displacements, the 

computed accuracy of PIF was significantly higher than STEPFINDER in particular at low 

SNR (< 4; Supplemental Fig. S4.1 E). Like STEPFINDER, PIF could also be applied in the 

context of molecular motor displacements or similar experiments, especially since blinking 
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would not be an issue. Similarly, PIF could also analyze data derived from oocytes or even 

purified proteins (7,14,15,18). 

Some previous studies deduced the number of subunits from the fluorescence 

intensity distribution of the individual spots rather than counting the number of 

photobleaching steps as in this study (8,16,17,50). Evaluation of the fluorescence intensities 

depends on relatively constant quantal intensity. Our data indicate, however, that a mean 

variation of 35% is typically observed in mammalian cells using fluorescent proteins. These 

variations may result from microenvironment changes (e.g. quencher concentration) (14,51), 

dipole orientation (42) and uneven excitation intensity over the field of view. 

4.5.2 The challenges for future work on mammalian cells  

Although the ideal situation would be to study membrane-bound mammalian proteins 

in their native environment, this is difficult for a number of reasons. For example, the study of 

neurotransmitter receptors, as performed here, would be most relevant if performed in cultured 

neurons or acutely-isolated explant tissue where the normal clustering and assembly of 

neurotransmitter receptors are regulated by a variety of intrinsic and extrinsic factors (52,53). 

The successful execution of subunit counting using PIF would prove difficult under these 

conditions due to high protein densities which would make single-protein resolution unlikely. 

Given that PIF remains highly accurate over a wide range of SNRs, automated subunit 

counting analysis utilizing neurons may be possible, for example at extrasynaptic sites, 

provided receptor density is sufficiently low. An added complication however would be the 

formation of protein complexes between endogenous and recombinant protein subunits which 

would interfere with estimates of stoichiometry. This problem can only be overcome either by 

silencing the endogenous expression or by directly analyzing the endogenous proteins with 

PIF fluorescently tagging them with specific antibodies or toxins (11). In view of these 

difficulties, HEK293T cells were selected as the expression system in this study. Despite the 

challenge of background fluorescence resulting in low SNR, this cell line is used routinely in 

many laboratories. Most importantly, it shares a surprisingly similar mRNA expression profile 

with neurons (47) making it the cell of choice for subunit counting of neurotransmitter 

receptors. 
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A more tenable issue that may be resolved in the near future is to maximize the post-

translational formation of the chromophore of GFP. In this study, we constructed a monomeric 

form of superfolder GFP (msfGFP) fused to the protein of interest since GFP dimerization 

would likely influence protein assembly (29,30). Compared to other GFP variants, the 

superfolder GFP has the advantages of superior folding efficiency and chromophore 

maturation properties at 37°C (30). In addition, it is also brighter thus increasing SNR in 

single molecule studies. Despite the enhanced folding and maturation, reported pm values in 

Xenopus oocytes (75-80%) (7), are significantly greater than the values we obtained 

expressing msfGFP (53%) in mammalian cells. This is a critical factor to resolve in future 

work since maximizing pm optimizes the confidence in the binomial fit of the photobleaching 

step distribution. Why maturation rates are lower in mammalian cells is still not clear though it 

is likely related to the higher temperature needed for mammalian cell culture which in turn 

affects the temperature-sensitive folding of GFP (27). Working at decreased temperature 

would only solve the problem to a limited extend as not only folding of GFP but possibly also 

folding, assembly and trafficking of the protein of interest would be affected. As we learn 

more about the structure of GFP and its variants, it may be possible to make mutations that 

allow the formation of the chromophore to be optimized for 37oC (27,28). 

4.7 Conclusion 

The last two decades has seen unprecedented advances in our understanding of a 

plethora of membrane-bound protein families in mammals; from their initial molecular 

identification by cloning to elucidation of their function with genetically-modified animals. 

Despite these advances, many basic properties of these proteins, such as subunit 

stoichiometry, remains poorly understood. Here, we have developed a reliable subunit 

counting method specifically for the study of proteins expressed in mammalian cells. The 

universality of this technique makes it possible to re-visit the widely anticipated role of 

subunit composition in fine tuning the response of individual cells and tissues to their external 

environment. 
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4.9 Supplemental information 

4.9.1 Step detection details of PIF 

4.9.1.1 Estimating noise 

The basis of step detection by PIF rests on the ability to estimate the noise of a given 

trace in order to separate it from the bleaching steps. In brief, the noise is used as a “baseline” 

which a true step has to overcome in order to be recognized. In theory, the noise of a trace can 

be determined by calculating the difference between the parental raw trace and its idealization 

(noise free trace). The standard deviation of this resulting subtracted trace would reveal the 

global noise. However, it is impossible to obtain the idealized trace a priori because the 

idealized trace follows a baseline decreasing in discrete steps. Therefore, we estimated the 

noise using the standard deviation of the fluorescence fluctuations, as follows: 
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where Ii is the fluorescence intensity of the frame i, FFI  represents the mean value of 

fluorescence fluctuations δI = (Ii+1-Ii),  NFF is the noise from “fluorescence fluctuations” and T 

is the total number of frames within a recording. Since these fluctuations should represent the 

direct random nature of noise measured directly, FFI  is ~ 0. However, photobleaching events 

contribute to FFI  to a negative value. If k steps of height ΔI occur, IFF ≈ - k ΔI / (T-1). This 

would be exactly the expected value for each fluctuation, were the decay continuously 

distributed over each sample point. 
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Although this calculation tends to overestimate the noise of a trace, the precise 

knowledge of the noise is not essential since step detection was optimized with reference to 

the definition of NFF here. More precisely, the optimal step detection sensitivity φ, which 

represents the basis of the step detection algorithm (see below), was determined using 

simulated trace data where NFF is controlled. φ is expressed as a function of the signal-to-noise 

ratio SNR, using the step amplitudes as the signal and NFF as noise 

4.9.1.2 Progressive Step Detection 

Although NFF is initially known, we would also need the yet-unknown step 

amplitudes to evaluate the SNR of the trace. To circumvent this obstacle, the algorithm starts 

with a very small value for the SNR (user-defined parameter to ~0.25-1.0) and thus for the 

signal = SNR ⋅ NFF. The step detection algorithm compares the current fluctuations to a 

threshold factor σ = signal / φ, where φ is defined as the step detection sensitivity φ. φ is an 

empirical calibration factor relating the step threshold σ to the current signal to noise ration 

SNR. The step detection sensitivity φ is well described by an exponential function that starts 

saturating for SNR > ~2.5 (Supplemental Fig. S4.1 C). To keep the initial threshold σ small, 

SNR is set to a small and by association φ to a large value. Initially, the threshold is set to an 

even much smaller value σ1 = σ/1000 (see Annealing phase below). 

The step detection algorithm itself progresses in an iterative manner and can be 

broken down into the three major steps described below (Supplemental Fig. S4.2). 

1. SCANNING PHASE: The first data point is set as reference. Starting from here, the 

algorithm compares the intensity of each subsequent point to that of the reference. 

Three outcomes are possible; (i) If a point of larger intensity than the reference is 

found, all data points between the reference and this larger one are set to their average 

intensity; these points create one idealized “level” (Supplemental Fig. S4.2 A). Then 

the algorithm proceeds to the next data point, which is set as new reference and 

begins a new level. Subsequent points are compared to this new reference. (ii) If the 

value of any subsequent point is lower than the reference but their difference still 

smaller than the threshold (Ireference – Ii  < σ1), the algorithm sets all points between the 

reference to the current one to their average intensity (Supplemental Fig. S4.2 B). The 



CHAPITRE 4. AUTOMATED SUBUNIT COUNTING OF MEMBRANE PROTEINS 

110 

reference obtains a new value, but the same level is continued with the next data 

point. (iii) Finally, if the intensity falls below the reference by more than the 

threshold, the previous level is ended. This lower point itself becomes the new 

reference and the following points are compared to it (Supplemental Fig. S4.2 C). 

The algorithm continues to the end of the trace and is then restarted with the idealized 

(“leveled”) data points with identical σ. This is repeated until the number of levels is 

no longer decreased (Supplemental Fig. S4.2 D and E). 

2. ANNEALING PHASE: Once the idealization for a given threshold value no longer 

changes, the threshold is progressively increased (σ1...σ1000 = σ/1000, σ/999, σ/998, 

..., to σ) and each time the scanning phase repeated on the previous idealization 

(Supplemental Fig. S4.2 F). Although one might think that the result should be 

similar to directly using the final value of σ defined through SNR and φ, it turned out 

that the accuracy was higher if the system was allowed to slowly anneal its final 

sensitivity. 

3. REEVALUATION: Once the levels are no longer reduced even with the final value 

of σ, the new idealized values are used to re-compute NFF. Now, also “signals”, step 

heights between levels, are available, so that SNR and φ can be re-evaluated. With 

these values and the current idealized data points, scanning and annealing phase are 

repeated on the previous idealization – again until levels are no longer reduced 

(Supplemental Fig. S4.2 G). 

Initially, many small fluctuations are interpreted as steps (Supplemental Fig. S4.2 D, 

left). By association all three step amplitudes, SNR and σ remain small, too. With progressing 

idealization, the number of levels decreases and step amplitudes increase until finally only the 

“real” photobleaching steps overcome the threshold σ. The algorithm, however, does not 

actually aim to detect steps, but inversely scans for periods of constant intensity. 

The slow progression reduces the probability of detecting variations in the trace due 

to noise or blinking events as photobleaching events. Also, the slow progression reduces the 

probability of missing low amplitude photobleaching events. Despite the algorithm’s iterative 

nature, final idealizations are generally obtained within fractions of a second using a modern 



CHAPITRE 4. AUTOMATED SUBUNIT COUNTING OF MEMBRANE PROTEINS 

111 

PC. The computing time decreases with increasing idealization as only differences between 

levels are evaluated and not each data point. 

4.9.2 Trace rejection 

The step detection algorithm will attempt to find step-wise behaviour in any provided 

trace, even though that trace may not actually contain any steps. Therefore, after step 

detection, traces must be evaluated by a set of criteria as an estimate of trace quality. Five 

criteria were implemented into PIF for the evaluation of the step-wise behaviour: Thresholds 

for the maximal Chi-squared, for SNR, for the maximal time allowed for all fluorophores to 

bleach and for the maximal step amplitude. 

a. The Chi-squared ratio between the actual fit and a counter-fit for a given trace is a 

strong indicator of the step-wise behaviour. The counter-fit is computed as the 

average value between the centers of adjacent levels, as if the steps were located in 

the middle of two real consecutive steps (35). Small Chi-squared values are indicative 

of a better fit, and high values, such as those expected of a counter-fit, are indicative 

of poor fits. Consequently, a high ratio (> 1) between chi-squared values of the 

counter-fit and of the actual fit generally correspond to traces exhibiting clear step-

wise behaviour (35). Accordingly, a ratio < 1 implies that the counter-fit is a better 

representation of the trace than the actual fit itself. Therefore, traces with a ratio < 1 

are excluded from analysis. 

b. Evaluating the quality of the fit for a given trace is achieved by calculating a Chi-

squared value for the fit. The ability of PIF to fit a trace that does not exhibit clear 

step-wise behaviour (e.g. resulting from random fluorescence variations) is poor. In 

such cases, a goodness of fit (χ2
fit) based on a Chi-squared calculation can be 

evaluated as follows: 
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 where Expi and Ideali represent the data and the idealization at frame i, 

respectively. After idealization, the variance var is calculated for each intensity level 
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found. If the trace contains too many false detections or missed events, χ2
fit  is 

expected to be smaller or larger than 1, respectively. False detections are generally 

not observed in our measurements because only the step-wise behaviour is fitted, not 

the blinking events or any imperfection within the trace. As a result, the threshold for 

rejection by the goodness of fit χ2
fit was empirically determined to be 1.5 

c. Simulation experiments established that the accuracy of step detection of PIF is 

significantly reduced in traces where the SNR is <~2.5 after applying C-K filtering 

(corresponding to ~0.85 in the raw trace). Therefore, SNR was used as a rejection 

criterion where traces with SNRs < 2.5 after filtering were discarded. This should not 

influence the resulting step distributions because the SNR is independent of the step 

number. In experimental data almost every trace had SNRs above 2.5 after applying 

the C-K filter (Supplemental Fig. S4.1 B). 

d. The fourth criterion is based on the time required to bleach n fluorophores, which is 

set using the lifetime of the fluorophores. To determine this lifetime, an exponential 

decay curve is fitted to the summed intensity of all selected spots within a region of 

interest. This decay leads directly to the probability fulfilled by any fluorophore that 

it has photobleached after excitation time t: 

 ( ) ( )/1 t
bleachP t e τ−= −

 (eq. S4.4) 

From this relation, one can compute the time required to have a probability Ptime(n) of 

getting all n fluorophores photobleached: 

 ( )/( ) 1
nt

timeP n e τ= −
 (eq. S4.5) 

 ( )1/ln 1 n
timet Pτ= − ⋅ −

 (eq. S4.6) 

The last relation can be used to determine the time when with a certain probability 

Ptime all fluorophores have photobleached dependent on the number of steps detected. 

If a trace still shows steps after this allowed period of time, it is rejected. We found 

that setting Ptime between 90% and 95% does not appear to reject clear traces, but 

mainly those where the exponential decay background was not successfully removed, 
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leading to detection of false steps typically towards the end of the traces. It also helps 

to reject contaminant spots, as they are often represented as “unclear” single 

photobleaching step traces with long duration. 

e. This single photobleaching event of the background fluorescence often exhibited an 

amplitude that was consistently significantly larger than steps attributed to the 

photobleaching of the fluorophores. These contaminants were removed by setting a 

rejection criterion based on the maximum allowable step amplitude. Traces showing 

step amplitudes greater than 2550 arb.u. (~3 times the amplitude of the average step 

size obtained from a step amplitude distribution) were rejected (Supplemental Fig. 

S4.3 E). 

4.9.3 Calculating the probability of missed events 

As missed photobleaching events could have an influence on the step frequency 

distribution (see Supplemental Fig. S4.3 B), here we show the derivation of the probability of 

missing a photobleaching event (Pmiss(Δt)) for a given time resolution Δt. As during Δt only a 

single step may be detected even though 2 or more occurred, Pmiss is described by the 

probability that 2 or more photobleaching events occurred within the same interval Δt, while 

the other remaining fluorophores do not photobleach during this time interval. To evaluate 

this, the previously described probability Pbleach(t) is used as a starting point. This probability 

represents the cumulative probability distribution of the probability density function Pd(t) as 

follow: 
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Pd(t) is useful to determine the probability that a fluorophore photobleaches during a given 

time interval by a simple integration. For instance, the integral of Pd(t) between 0 and t returns 

the relation Pbleach(t), as it represents the probability of being photobleached after time t. Also, 

the integral from 0 to infinity results to 1, as the fluorophore will photobleach eventually. 

From this probability density, we estimate the probability of missing 1 photobleaching event 

by the multiplication of the probability that 2 fluorophores photobleach during the same time 

interval i [ti, ti+Δt] and the probability that the other n-2 remaining fluorophores do not 
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photobleach during this time interval, as shown in the equation S4.8. Finally, all time intervals 

i must be summed up to consider the whole trace. As fluorophores are not distinguishable, we 

have to consider their permutation as another multiplicative factor 
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To calculate the probability of missing k-1 events, the formula has to be adjusted in the 

following way: 
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So, the probability of missing 1 or more photobleaching events is the sum of all the 

possibilities: 
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In typical experiments, the lifetime τ is approximately 7 s and Δt = 150 ms. For n = 5 existing 

fluorophores, we then estimate Pmiss to about 10.4%. If n = 4 or n = 3, Pmiss is calculated to be 

about 6.3% and 3.2%, respectively. 

 Simulations using τ = 7 s and Δt = 150 ms were also done to estimate Pmiss. 500 

photobleaching traces were simulated 5 times for n = 5, n = 4 and n = 3. Each fluorophore was 

associated to a 2-state Markov model where the transition from the fluorescent state and the 

photobleached state occurs according to the rate constant 1/τ. Missed events were observed 

when 2 or more fluorophores photobleached within the same time resolution Δt. The results 

correspond nicely to the previous calculation. For n = 5, n = 4 and n = 3, Pmiss was obtained to 

be 10.1 ± 1.3%, 6.4 ± 0.8% and 2.8 ± 1.1%, respectively. 
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4.9.4 Supplemental figures 

 

Supplemental Figure S4.1 | (A) Illustration of the Markov model used to simulate 
photobleaching data. Only single transition blinking is allowed, described by the rate constants 
α and β. These two parameters respectively define the transition of a fluorophore from a non-
fluorescent to a fluorescent state, and vice versa. The last parameter, the rate constant κ, 
describes the transition of a fluorophore from a fluorescent state to its photobleaching and is 
therefore unidirectional. The model allows up to 11 fluorophores, but it is possible to start 
from a state where x (<11) fluorophores are left (not photobleached) in order to simulate traces 
with different step number. (B) Effect of C-K filtering on the signal-to-noise ratio. Chung-
Kennedy filter has the ability to increase the signal-to-noise ratio of a trace while keeping a 
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steep edge for relevant intensity variations. To evaluate the effect of C-K filtering on SNR, we 
used the fully-automated analysis of msfGFP-GluK2, as the SNR was computed with and 
without C-K filtering for the same idealization. The resulting distributions reveal a SNR 
increase by a factor of approximatively 3.0 ± 0.5. (C) The sensitivity φ used in the step 
detection algorithm was optimized from simulations by choosing the value corresponding to 
the larger accuracy for a given SNR. φ was subsequently plotted as a function of SNR and 
fitted with a single exponential decay curve. The resulting exponential decay equation then 
became the calibration formula in the step detection algorithm. (D) Comparison of spots on-
cell and off-cell and effect of LoG-type kernel filtering. Using a δF/F cut-off of 10%, the 
normalized intensity distributions on-cell (blue) and off-cell (red) are compared by calculating 
the average intensity of the spots over the first 100 frames (5 sec). From these distributions, 
the δF threshold was set to 1750 (arb.u.) for the actual system used. (E) The comparison in 
accuracy of PIF step detection and STEPFINDER is illustrated as a function of SNR. This 
evaluation was obtained using simulated traces containing 11 equidistant traces without 
blinking. Over the tested range of SNR, PIF reveals a larger accuracy than STEPFINDER. In 
the particular case of STEPFINDER, the accuracy was not precisely obtained for SNR lower 
than ~4, as the step distribution was very broad and accordingly very difficult to fit as 
previously described in “Simulations: Calculation of pacc”. STEPFINDER detected step 
number was obtained by maximizing the ratio between the Chi-squared value of a counter-fit 
and the one corresponding to the fit (35). 



CHAPITRE 4. AUTOMATED SUBUNIT COUNTING OF MEMBRANE PROTEINS 

117 

 

Supplemental Figure S4.2 | PIF step detection algorithm described as conditions for segment 
averaging (see text for details). These conditions are iteratively repeated over averaged 
segments until convergence of the idealization. The progression of the algorithm can be 
divided into three main sections (phase 1,2,3), which are illustrated for a simulated trace 
containing 11 steps. Each algorithm section gradually removes the false detections within the 
trace. 
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Supplemental Figure S4.3 | (A-D) Effect of step detection parameters on PIF automated 
analysis over GluK2. Step detection parameters were optimized by adding each parameter one 
at a time to the previous settings, as to check their influence on the overall step distribution. 
(A) Step distribution without using the parameters, except for the minimum time between 
steps which has to be set to 2 frames by default (see Step Detection). (B) The minimum time 
between steps is set to 3 frames (150 ms). This tends to decrease the number of false 
detections possibly due to C-K filtering and slight changes in the baseline, likely produced by 
an incomplete background removal (see Trace filtering in main text). This restriction does not 
significantly alter the probability of missing a step event, which remains below ~6% (see 
Calculating the Probability of Missed Events in supplementary experimental procedures). It is 
important to keep this value relatively small, as it could alter the final observed step 
distribution frequency by introducing a shift toward smaller values. Depending on each 
situation, larger probabilities of missing a step might complicate the interpretation of the 
results.  (C) the maximal step amplitude variation is in addition set to 60%. As false steps were 
small in comparison to the maximal step size detected within a trace, setting the maximal 
amplitude variation to 60% of the largest step effectively removed these artifacts. This limit 
still tolerates variations in amplitudes due to blinking events and allows the possibility of two 
fluorophores photobleaching during one frame exposure.  (D) According to the step size 
distribution (see E), the minimum step size amplitude of 375 (arb.u.) is added to the previous 
settings, while traces containing steps over 2550 (arb.u.) are rejected. We found that the most 
common step amplitude detected in all the traces is about 750-850 (arbitrary units specific to 
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our system, see E). Since excitation intensity remains uniform over the entire recorded field of 
view (maximum intensity variations of ~ 15%), we reasoned that it was unlikely to observe a 
fluorophore emitting less than half the intensity of the most commonly observed fluorescence 
intensity. Therefore, steps with intensities smaller than 375 (arb.u.) are attributed to artifacts of 
a decreasing baseline. Since concomitant multiple photobleaching steps are possible, though 
very infrequent, an upper step amplitude limit was also set as 3 x 850 = 2550 (arb.u.). Traces 
containing steps outside this intensity range were rejected. (E) The step size distribution of 
detected steps was obtained from accepted traces of the distribution obtained in C. 

 

Supplemental Figure S4.4 | Effect of blinking on step detection accuracy. Sets of 500 
simulated traces containing 4 photobleaching steps with different blinking properties were 
analyzed by PIF step detection algorithm for different SNRs. The accuracy curves using α = 1 
(black squares), 5 (red triangles), 10 (green circles), 50 (blue stars) are illustrated for β = 0.1 s-

1 (left) and β = 1 s-1 (right). 
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5.1 Summary 

Oligomerization and complex formation play a key role for many membrane proteins. 

Oligomerization, or clustering, has also been described for ion channels and might influence 

ion channel function. In this study, we observed clustering of single KcsA (E71A) channels in 

planar lipid bilayer using single molecule fluorescence, while simultaneously measuring single 

channel currents. Clustering coincided with cooperative opening of KcsA. Clustering was not 

caused by direct protein-protein interactions but was mediated via microdomains induced by 

the channel itself in the lipid matrix. We found that single channel activity of KcsA occurs in 

conically shaped lipids in the lamellar liquid crystalline (Lα) phase, and it seems that 

deformations in the membrane due to the need for a negative curvature and not the 

hydrophobic thickness are responsible for clustering. The method introduced here, will be 

applicable to follow oligomerization of a wide range of membrane protein. 

5.2 Introduction 

Oligomerization is a key event in the physiological function of a number of 

membrane proteins including signal transduction receptors (1-5) or pore forming toxins (6-8). 

Similarly, complex formation is a prerequisite for various signaling and transport events 

triggered by signaling complexes and secretion systems (9,10). “Integral” ion channels, in 

contrast, are not generally thought to require oligomerization or “clustering” after their 

assembly in the golgi/ER for their physiological function, but some are known to recruit 

auxiliary subunits. Nevertheless, clustering has been suggested to modify the function of 

several ion channels or pore forming toxins (11-14), including the prokaryotic proton-gated 

ion channel KcsA (15,16). 

Oligomerization has been studied previously using different techniques including 

fluorescence resonance energy transfer (FRET) and single molecule fluorescence (3,5,6,8,17). 

However, in the present study, we went one step further and directly observed the dynamics of 

the oligomerization process on the single molecule level and correlated it with functional data. 

To this end, we performed single molecule voltage-clamp fluorometry imaging, where we 
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follow the diffusion and oligomerization of single fluorescently-labeled KcsA channels while 

simultaneously recording the function via electrophysiology. 

We chose to work in a planar lipid bilayer system, as here, we gain control over the 

lipid composition of the surrounding membrane. This was important, as lipid composition has 

been suggested to influence both ion channel function and clustering. Previous studies 

suggested modulation of channel activity as a function of several physical properties of the 

bilayer such as its fluidity, free volume, stiffness and the intrinsic lipid curvature (18,19). 

Notably, another important modulator for channel activity is the electrostatic charge of the 

surrounding lipids. One well studied example of ion channel regulation by charged lipid are 

the highly-anionic phosphatidylinositols that gate inward rectifying potassium (KIR) and ATP-

dependent potassium channels (KATP) (20-22).The proton-gated KcsA potassium channel has 

been suggested to require anionic lipids for opening (23,24), whereas voltage-gated potassium 

channels decrease and increase their open probability in the presence of anionic and cationic 

lipids, respectively (25-28). 

Also the hydrophobic thickness of the lipid bilayer has been suggested to affect the 

function of ion channels (29-35). Changes in the thickness alter both the conductance and 

open probability of BK channels (31,33), as well as the water permeability of aquaporin-4 

channels, the primary water channel in the mammalian brain (30). Similarly, the activation 

energy for the mechanosensitive MscL channels was lowered when reducing bilayer thickness 

(32). KcsA increases its open probability with decreasing chain length (34). 

The modulation of the channel activity by bilayer thickness can be explained by a 

hydrophobic mismatch between the lipid matrix and the membrane proteins. Although protein-

lipid interaction is often quantitatively described assuming that membrane proteins remain 

rigid while the acyl chains of the lipids adjust their length (36-38), this is strictly true only for 

rigid proteins, such as β-helical gramicidin channels (39) or β-barrel protein OmpF (40). These 

have been shown to induce prominent distortion of the lipid environment (35,41,42). But, vice 

versa, also the protein will rearrange to match the hydrophobic surface with the hydrophobic 

thickness of the bilayer in order to circumvent the high energy cost of exposing hydrophobic 

regions to the polar interface. This may be done (i) by preferring the state with the resulting 

lower free energy according to a Boltzmann distribution or (ii) by repacking or tilting of 
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secondary structures of a given state. Accordingly, α-helical membrane proteins were found to 

be more adaptable and to distort the bilayers less (35,41,42). 

However, any distortion that does occur might not only have functional consequences 

but may also cause clustering. While the most straightforward explanation for clustering 

would be direct protein-protein interaction, clustering can also be caused by a mismatch of the 

hydrophobic surface with the hydrophobic core of the membrane or the membrane curvature 

induced by the protein. In the latter cases, a “microdomain” around the protein would be 

distorted with respect to the bulk bilayer, and fusion of these domains, which would be 

energetically more favorable, would lead to channel clustering (36,43-47). This prediction is 

supported by studies of aggregation of transmembrane proteins (45,48,49). 

Since the lipid-mediated effects discussed above possibly co-exist and modulate ion 

channel function there is an increasing interest in measuring channel activity under 

simultaneous control of several possible mediators. In this study, we investigated the effect of 

both bilayer thickness and lipid headgroup properties on KcsA (E71A mutant) behavior and 

oligomerization, by simultaneously tracking single channel function and position (Fig. 5.1). 

 

Figure 5.1 | Illustration of the single-channel voltage-clamp fluorescence imaging setup. The 
planar lipid bilayer is formed within an aperture of a thin plastic chip (150-250 µm). Solutions 
are allowed to flow on both sides of the membrane with a teflon spacer between chip and 
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coverslip. To minimize the distance between the objective and the bilayer, a coverlip of only 
80 µm thick is separating the outer chamber from the optical system. This configuration 
permits the use of a high numerical objective (>1.4) together with the use of a standard 
voltage-clamp setup. Moreover, the channels are completely free of surface interactions, in 
contrast to supported bilayers where the channels are in close proximity to the supporting 
surface. The fluorescence and ionic current are simultaneously measured as described in the 
text. 

5.3 Experimental procedures 

5.3.1 KcsA purification, labeling and reconstitution in lipid vesicles 

If not stated otherwise, chemicals were obtained from Sigma-Aldrich. We used the 

KcsA mutant E71A since this mutation removes both the inactivation occurring at the 

selectivity filter (C-type inactivation) and the slight voltage dependence of KcsA (50,51). 

KcsA was expressed and purified from Escherichia coli strain M15 transformed with a N-

terminally (His6)-tagged KcsA-E71A-H124C-pQE32 vector as described previously(52), with 

slight modifications. Cells were first grown overnight in 10 ml LB media supplemented with 

100 μg/ml Ampicillin and 25 μg/ml Kanamycin. This preparation was then added to 1L LB 

media supplemented with 100 μg/ml Ampicillin and grown for about 2.5 hours until 

OD600~0.6. For induction of KcsA expression, the culture was supplemented with 5% glycerol 

and 5 mM isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) and kept at 25°C for about 4 hours. 

Cells were harvested and homogenized on ice in a previously cooled sodium-phosphate based 

buffer (NaPKCl,NaCl: 100mM NaCl, 50mM KCl, 50mM phosphate buffer containing about 

45mM Na2HPO4 and 5mM NaH2PO4, pH 7.5) supplemented with 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) prior to lysis using an EmulsiFlex-C5. Membranes 

were isolated by ultracentrifugation at 150,000 g for 1 hour and then solubilized in 2% n-

Dodecyl β-D-maltoside (DDM) for 2 hours at 4°C. The sample was centrifuged at 100,000 g 

for 30 min to remove unsolubilized fractions. 

Purification of the channel was accomplished by Cobalt affinity chromatography 

(Talon superflow, Clontech) on an ÄKTA purifier (GE Healthcare, life sciences) using 0.02% 

DDM and 40 mM imidazole in NaPKCl-NaCl buffer supplemented with 5% glycerol. Prior to 

elution at 400 mM imidazole, the cysteines were reduced by continuous flow (~1.5 ml/min) of 
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1mM Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride (TCEP-HCl, Pierce) for 10 column 

volumes. The channels were labeled overnight at 4°C with >5x molar excess of either 

AlexaFluor-488-C5-maleimide, AlexaFluor-594-C5-maleimide or AlexaFluor-647-C2-

maleimide. Unreacted dyes were removed by a second purification on the cobalt affinity 

column. 

The channels were reconstituted in lipid vesicles of either DPhPC, POPE:POPG 

(3:1), di(14:1)-PC, di(16:1)-PC, di(18:1)-PC, di(18:1)-PC: di(18:1)-PG (3:1), di(20:1)-PC, or 

di(22:1)-PC (Avanti Polar Lipids). All phospholipid mixture were solubilized in chloroform, 

dried and resuspended in High-K buffer (450mM KCl, 10mM Hepes, pH 7.4) at 10 mg/ml. 

Lipid-containing solutions were sonicated until transparency, indicating formation of small 

unilamellar vesicles. Proteins were added at a 1:100 protein-to-lipid mass ratio, resulting in a 

channel concentration of about 1.3 µM. Detergent was removed using a D-Tube Dialyzer Mini 

(Novagen) with a molecular weight cut-off of 12-14 kDa. Samples were dialyzed for at least 

3 days in the High-K buffer, changing the solution every 6-12 hours. Subsequently, they were 

aliquoted, flushed with nitrogen and kept either at 4°C up to 3 months or at -80°C for long 

term storage. 

5.3.2 Supported bilayers 

Experiments with supported bilayers were accomplished as described previously 

(6,52). Briefly, glass coverslips (Fisherfinest Premium Cover Glass 25x25 – 1, Fisher 

Scientific) were cleaned by several 30 minute sonication steps at 50°C in Alconox and 

anhydrous ethanol. Coverslips were rinsed in milli-Q water between each sonication step. 

Clean coverslips were then glued to an external chamber as support for the bilayers. The 

chamber was filled with a solution containing 100 mM KCl, 10 mM Hepes and 1 mM CaCl2 

(pH 4). Before injecting KcsA proteoliposomes, KcsA reconstituted in vesicles of DPhPC 

were diluted 167-fold, from 1.3 µM to about 9.8 nM in vesicles of the desired composition at 

2.5 mg/ml. 3 µl of this preparation was mixed to a chamber containing 400 µL and allowed to 

reach the coverslip for about 30 minutes before washing the excess vesicles. Fluorescence 

recordings of single channels labeled with AlexaFluor-594-C5-maleimide were done using an 

inverted microscope (Axiovert 200, Zeiss) with a high numerical aperture objective (Plan-
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Apochromat 40X/N.A. = 1.3, Zeiss), an EMCCD camera (iXon+ 860BV, Andor Technology) 

and a 532 nm laser diode (World Star Tech) exciting the dyes at 500 µW. 

Analysis of single subunit counting data and the intensity of each fluorescent spot 

prior to photobleaching was obtained using PIF (53), a software for single-subunit counting 

analysis. 

5.3.3 Voltage-clamp fluorescence imaging recordings of single KcsA channels 

Voltage-clamp recording was combined with a fluorescence microscope described 

above to allow simultaneous observation of current and fluorescence of the KcsA channels 

(Fig. 5.1). To allow optical access to the lipid bilayer, a cylindrical shaped chamber (outer 

chamber) carrying a round glass coverslip (thickness #0: 0.08 mm; VWR international) over 

its bottom side was placed on top the sample holder. A smaller cylindrical chamber (inner 

chamber) holding a < 80 µm thick acetal film (McMaster-Carr) underneath was placed inside 

the first chamber. The film contained a 150-250 µm-diameter aperture, in which the bilayer 

was formed. Solution containing 100 mM KCl, 10 mM Hepes and 1mM CaCl2 (pH 4) was 

added to both chambers before the formation of the lipid bilayer in the hole. Prior to all lipid 

bilayer experiments, a drop of decane-solubilized lipids was placed on the rim of the aperture 

and dried exposed to air. The planar lipid bilayer was formed according to the “painted bilayer 

technique” by applying either decane or hexadecane solubilized phospholipids at a 

concentration of 25 mg/ml over the hole using a glass rod. A membrane potential of 100 mV 

was applied in order to detect ion conduction. Channels were added to the lipid bilayer by 

injecting about 0.15-0.25 μL of KcsA reconstituted in lipid vesicles (0.1 mg/ml) in the inner 

chamber. Once channel activity was detected, excess vesicles were removed from the inner 

chamber by washing 5-10 times. The system was connected to an Axopatch 200A amplifier 

and externally controlled using GPatchM software. The time-resolved fluorescence imaging 

was acquired simultaneously by the EMCCD camera triggered from GPatchM. The labeled 

channels were fluorescently excited by a 500 µW-laser beam with a wavelength of either 

488 nm, 532 nm or 635 nm. Emitted light was filtered by a bandpass filter (525/50, 605/70 or 

705/80, Chroma Technologies) combined with a dichroic mirror (405/488/561/635 nm lasers 
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BrightLine quad-edge laser-flat, Semrock, or z532, Chroma Technologies). Exposure time for 

recordings was set to 200 ms. 

5.3.4 Tracking of single-channel diffusing in a lipid bilayer 

The channels incorporated in the lipid bilayer were freely laterally diffusing. Single 

bright spots corresponding to either clustered channels or single-channels could be tracked 

using an in-house program written in Matlab (Mathworks). The lateral diffusion coefficient D 

was calculated from the slope (D = slope/4) of the mean square displacement 2r  as a 

function of time t using channel trajectories: 

 2 4r Dt=  (eq. 5.1) 

The intensity value of each spot was tracked over time and was used to evaluate the presence 

and number of single or clustered channels. The background of a spot was removed at each 

frame by fitting the spot to a 2-D Gaussian and subtracting the calculated baseline. 

5.3.5 Determining FRET efficiency and evaluating distances between single 

FRET pairs 

To determine the FRET efficiency E and the corresponding distance r between a 

donor and an acceptor, we first evaluated the FRET intensity by exciting the donor and 

measuring the intensity of the acceptor. Here, we used the AlexaFluor-488-C5-maleimide for 

the donor and AlexaFluor-647-C2-maleimide for the acceptor. A leak of the donor emission 

could be directly detected when measuring FRET using the acceptor bandpass filter. Also, the 

acceptor could be slightly excited by the light used to excite the donor, resulting in a leak of 

the acceptor emission. We therefore corrected for these possible situations using the following 

equation. 

 488 705/80 488 525/50 635 705/80
DA DA DAFRET I I leakDonor I leakAcceptor− − −= − ⋅ − ⋅  (eq. 5.2) 

x
y zI −  is the intensity of x while exciting at y nm after filtering with the z filter. x could be the 

donor alone (D), the acceptor alone (A), or the donor-acceptor pair (DA). y is either 488 or 

635, depending if exciting the donor or the acceptor, respectively. z represents the filter used. 
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For the donor or acceptor fluorescence, the bandpass filter 525/50 or 705/80 was used, 

respectively, in combination with the multi-edge dichroic beamsplitter (405/488/561/635). 

leakDonor and leakAcceptor were both evaluated before the FRET experiments using either 

the donor or the acceptor alone. They can be represented by the following equations. 

 488 705/80

488 525/50

D

D

I
leakDonor

I
−

−

=  (eq. 5.3) 

 488 705/80

635 705/80

A

A

I
leakAcceptor

I
−

−

=  (eq. 5.4) 

In respect of our experimental conditions and using always the same laser intensities, we 

found leakDonor=0.011±0.003 and leakAcceptor=0.08±0.02 (mean ± stddev). From 

equations (5.2), (5.3) and (5.4) E and r can be evaluated by using these equations. 
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Here, QYD=0.92 and QYA=0.33 are the quantum yields of the donor and the acceptor, 

respectively, as provided by the manufacturer (life technologies). Since only a fraction of 

either the donor or the acceptor spectra was collected, a correction factor for the filters was 

added. CorrFiltD=0.66 and CorrFiltA=0.49 are the fraction of the light collected over the 

spectra of either the donor or the acceptor, respectively. R0=56 Å is the distance between the 

FRET pair for which the FRET efficiency is E=50%, as provided by the manufacturer (Life 

Technologies). 

5.4 Results 

5.4.1 Calibration of single channel fluorescence intensities 

Before tracking single channel oligomerization, we first had to establish what 

constitutes a single channel and multiple channels in terms of fluorescence intensity. We 

therefore calibrated the fluorescence intensity originating from a single channel in DPhPC 
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(1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) supported lipid bilayer  as 

described previously (52) (Fig. 5.2 A-C). The advantage of supported lipid bilayers is that 

channels are prevented from diffusing in the bilayer and thus from clustering. We attached a 

thiol-reactive fluorescent probe at position H124C in the KcsA-E71A background and 

determined the distribution of spot intensities for the entire field of view at the observation 

excitation intensity of 500 µW. We then increased the intensity to 850 µW and determined for 

each spot the number of fluorophores using single subunit counting (53) (Fig. 5.2 C). Spots 

were classified as single channels if its fluorescence decayed in 1-4 bleaching steps. Intensity 

values in the range between 500-3500 arb.u. was found to be characteristic for a single 

channel (Fig. 5.2 B). 

5.4.2 Channel diffusion and direct observation of single-channel clustering in 

planar lipid bilayers 

With this calibration, we next aimed to track the single channels in a lipid membrane 

where they are free to diffuse. We formed planar lipid bilayers according to the black lipid 

method (54). The bilayers were formed in a small aperture in polymer chips that place the 

bilayer within the working distance of a high numerical aperture objective (55,56). We tracked 

the single channels by imaging the fluorescence of the bilayer with an EMCCD camera while 

simultaneously recording the electrical activity (Fig. 5.1). In order to keep the channel in a 

mainly activated-open state, the proton concentration on both sides of the lipid bilayer was 

adjusted to pH 4 (51,57-59). The high open probability pO simplified the assessment of 

channel activity. Channels were fused to bilayers composed of DPhPC or a lipid mixture of 1-

palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine and 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-

phospho-(1'-rac-glycerol), POPE:POPG (3:1 w:w) in decane. The mutation H124C together 

with the dye did not seem to affect normal KcsA activity at pH 4 (Supplemental Fig. S5.1). 

The open probability of the channel was close to one in both lipid compositions as expected 

for a functional KcsA-E71A at pH 4. 
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Figure 5.2 | Fluorescence on supported bilayers versus planar lipid bilayer. (A) Single KcsA-
E71A channels in DPhPC supported bilayers. (B) The normalized frequency distribution of 
spot intensities shows a single-channel fluorescence peak ranging from ~500-3500 arb.u.. 
Spots were selected only if they showed 1-4 photobleaching steps, as detected by automated 
analysis software(53). (C) Example of KcsA channels in planar lipid bilayer (DPhPC/decane). 
(D) The mean squared displacement (MSD) as a function of time to illustrate the diffusion of 
KcsA channels in planar lipid bilayer. The analysis was separated in two groups, since low 
intensity single-spots, constituting single-channels, appear to diffuse faster than larger 
fluorescent domains as expected for Brownian diffusion. The average diffusion constant 
evaluated from the slopes is 0.65 ± 0.08 for single-channels and 0.21 ± 0.01 for larger domains 
(N=148). The errors were estimated according to the confidence levels shown as dashed lines. 
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In the fluorescence signal, we observed, in addition to the single spots, highly 

fluorescent “spots” or areas with an apparent size of a few microns that seemed to contain a 

larger number of channels (Fig. 5.2 D). These highly fluorescent areas increased in number 

and intensity over time (Fig. 5.3 A), suggesting that they represent clusters of KcsA channels 

that slowly agglomerate. We quantified this by determining the temporal development of the 

spot intensity of the bilayers. When plotting the spot intensity distribution of a single bilayer 

over time, one can follow the agglomeration of channels in fewer but more intense spots (Fig. 

5.3 A). After about 10-30 minutes, most channels were part of clusters. Accordingly, the 

average intensity of the spots had increased 6-7-fold from 4970 a.u. to 32800 a.u. (Fig. 5.3 B). 

 

Figure 5.3 | Temporal evolution of KcsA clustering. (A) images taken from a DPhPC/decane 
bilayer in which labeled KcsA channels were fused show that clustering appears more and 
more prominent over time. (B) the corresponding spot intensity distribution confirms a shift 
towards clustered spots, although some could remain individual. Excitation light was restricted 
to the central area of the bilayer in order to prevent scattering from the torus and the chamber. 

5.4.3 Tracking Diffusion and Clustering of single KcsA channels 

By directly tracking the position of single spots, we were also able to characterize the 

diffusion behavior of single channels and higher oligomers (Fig. 5.2 E). In DPhPC, lateral 

diffusion coefficients of 0.65 ± 0.08 and 0.21 ± 0.01 µm2/s were obtained for single channels 
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and clusters, respectively. Although the clusters were not of uniform size and the diffusion 

coefficient thus represents an average, clearly, the clusters diffused significantly slower than 

the single channels due to their larger radius. 

If the single channels clustered over a period of 30 minutes, we should be able to 

directly observe fusion between two single channels. We therefore tracked the diffusion of 

single channels in close proximity to one another until fusion was observed (Fig. 5.4 A and 

Supplemental movie 5.1). The fusion process showed some peculiarities; channels were not 

associating every time they got into close proximity (~1 µm). Instead, they often appeared to 

nearly collide, but then repulsed each other and remained within their own “territory” as if a 

barrier was separating them (see Supplemental movie 5.2). However, shortly before a 

dimerization event, their movement became directed relative to each other, as if an attracting 

“long-range” interaction (1.2-2.5 µm) occurred. After fusion, the fluorescence intensity of the 

“dimer” spot equaled the sum of the intensities of the two original spots, indicating that indeed 

both proteins diffused collectively in the newly formed “cluster” (Fig. 5.4 B). 

 

Figure 5.4 | Direct observation of KcsA clustering. (A) By tracking the fluorescence of 
individual spots, their interaction has been assessed. Although the channels often experienced 
repulsion as they seemed to closely collide, it was also possible to observe what seems to be a 
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“long-range” interaction of a few micrometers (1.2-2.5 µm) before they assemble together. 
When that happens, the channels remain in close contact and the total intensity corresponds to 
the sum of the individual spots. (B) FRET occurs between co-localized channels. KcsA 
channels were labeled either with AlexaFluor-488-C5-maleimide (donor) or AlexaFluor-647-
C2-maleimide (acceptor). As the R0 of this fluorescent pair is about 56 Å, we could evaluate 
the proximity from about 35 Å to 85 Å. Both populations were injected one after the other on 
the planar lipid bilayer. After a few minutes, co-localized donor-acceptor pair was observed 
(left and right panels), as well as a low FRET signal (middle panel), indicating channel 
proximity of about 60 Å (N=33). Our results suggest therefore that direct protein-protein 
interactions do not occur, although they assemble in closely packed microdomains. 

5.4.4 Single-pair FRET of KcsA clusters reveals a distance of about 60 Å 

separating the channels 

The “long-range” attraction between the channels suggests that the microenvironment 

around the channel influences clustering. However, once in close proximity, they could also 

directly interact via protein-protein interaction. From our observations, we can deduce that the 

two channels enter within the radius of a diffraction limited spot (~380 nm) preventing us 

from distinguishing two spots. To further reduce the upper limit for the distance between two 

channels, we performed Förster Resonance Energy Transfer (FRET) measurements. We 

simultaneously fused DPhPC liposomes containing channels labeled with either AlexaFluor-

488-C5-maleimide or AlexaFluor-647-C2-maleimide (R0 = 56 Å) to the lipid bilayer and 

performed FRET measurements by exciting the donor (at 488 nm) and imaging the acceptor 

emission (705 nm/40 nm ; sensitized emission). 

Soon after vesicle fusion to the lipid bilayer, spots containing both donor- and 

acceptor-labeled channels were observed and gave rise to sensitized emission. Over time, with 

increasing number of channels, more and more spots developed a sensitized emission signal 

(Fig. 5.4 B). The mean energy transfer efficiency was E = 0.11 ± 0.08 (mean±stddev). Such an 

energy transfer corresponds to a distance between two channels of approximately d ~ 60 Å if 

we calculate the apparent energy transfer between two KcsA channels with a closest distance d 

and fully labeled at position H124C (for details see Supplemental Fig. S5.3). This 

approximation only considers two channels, as a higher number of channels would result in 

too many geometric combinations. However, we did not observe higher energy transfer for 

those spots containing just two channels compared to the larger spots, indicating that the 
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multiple geometric arrangements had no influence on energy transfer efficiency. We also 

analyzed the energy transfer efficiency for each single spot so that unpaired channels or 

clusters containing only donors or only acceptors did not influence the transfer efficiency. The 

relatively large distance of 60 Å between neighboring channels suggests that no direct protein-

protein interaction occurred although they are confined to microdomains smaller than 400 nm. 

5.4.5 Channel clustering occurs for various bilayer thickness values 

Both the apparent distance between two clustered KcsA channels and the long-range 

interaction of about 1-2 µm indicate that clustering is promoted by an interaction with the 

environment and not a direct protein-protein interaction. One possible explanation would be a 

mismatch between the hydrophobic surface of the channels and the thickness of the bilayer 

(36,43-45,48,49). It is difficult to estimate what should be the “native” hydrophobic thickness 

for KcsA. According to the full length crystal structures (60,61) the hydrophobic thickness3 

would be 34 Å and 33 Å for the open and closed state, respectively. However, the membrane 

of Streptomyces lividans, the actinobacteria from which KcsA was originally obtained, 

contains mainly branched-chain saturated C14, C15 and C16 iso-acids and C15 anteiso-acids 

(62). Their thickness should be close to DPhPCs, which is also a C16 lipid with branched 

hydrocarbon chains. DPhPC’s hydrophobic thickness at T = 20°C is 27.8 Å (63). In a binding 

assay (35), C22-PC, corresponding to a thickness of 37 Å, was previously shown to display the 

highest affinity. 

We observed clustering at different thicknesses. Hydrophobic thickness of solvent-

free bilayers can be estimated to be 1.75(  1 )n − Å, where n is the number of carbons in the acyl 

chain (64). We tested different phosphocholines (PC) with acyl chain lengths between 14:1 

and 22:1 in decane. As the lipids of reconstitution might have a significant effect on channel 

behaviour (28), we reconstituted the channels directly in lipids of the same composition as the 

bilayer during the experiments. For all conditions, we observed very similar clustering 

behaviour (Fig. 5.5 and Supplemental Fig. S5.2). 

                                                 
3 Measured from Trp 87 to Trp 113. 
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However, in a painted lipid bilayer, the experimental thickness of the DPhPC/decane 

bilayer was previously estimated to be 44 Å (65). This is higher than pure DPhPC due to 

residual solvent in painted bilayers. The bilayer hydrophobic thicknesses tested would cover 

between 44 Å and 58 Å (66) and are therefore longer than any of the above approximations for 

the native thickness. Clustering of KcsA in DPhPC/decane bilayers might thus be favored by 

the experimental conditions. To reduce the effect of the solvent on membrane thickness, we 

evaluated clustering in bilayers formed with hexadecane as the solvent. Hexadecane increases 

the bilayer thickness less than decane. For DPhPC, hexadecane would increase the bilayer 

thickness by about 10 %, leading to a hydrophobic thickness of about 30 Å (65). The shortest 

acyls chains di(14:1)-di(16:1)-PC did not yield stable bilayers. For the other chain lengths, 

switching the solvent to hexadecane did not alter clustering behaviour (Fig. 5.5). 

The fact that no significant difference in clustering was observed under all 

experimental conditions (30-58 Å) indicated that hydrophobic mismatch is not the main 

driving force for clustering. One possible explanation might be that the channels adapt to the 

different hydrophobic thicknesses. 

 

Figure 5.5 | KcsA clustering is observed for various thickness conditions. Images taken from 
DPhPC/hexadecane bilayers (left, N=10), 18:1 PC/hexadecane bilayers (middle, N=10) and 
20:1 PC/hexadecane bilayers (right, N=4). While changing the solvent between n-decane and 
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hexadecane and varying the acyl chain length of the lipid bilayer, changes in bilayer thickness 
are expected. Since clustering was observed for all tested conditions, from about 30 Å to about 
58 Å, it appears that hydrophobic mismatch does not occur or does not influence importantly 
KcsA clustering in our experiments. 

5.4.6 Relation between bilayer thickness on channel clustering and channel 

activity 

It had been suggested earlier that clustering influences KcsA function (15). In order 

to characterize the effect of different lipid compositions on ion channel function and its 

relation to clustering, we imaged channels in the bilayer while simultaneously recording the 

ionic current passing through it. We first investigated the single channel behaviour in different 

lipid compositions at low channel density. KcsA-E71A-H124C in a 3:1 (w:w) ratio of 

di(18:1)-PC:di(18:1)-PG as well as di(22:1)-PC:di(18:1)-PG showed the same high open 

probability as in DPhPC or POPE:POPG (3:1). There was also no significant difference in the 

pH dependence of DPhPC and di(22:1)-PC:di(18:1)-PG compared to POPE/POPG (3:1) (58) 

(Supplemental Fig. S5.1). 

In DPhPC/decane and di(18:1)-PC/PG/decane bilayers (Fig. 5.6 A), we observed, in 

addition to the normal single channel activity, cooperative gating events with conductances 

multiple to the single channel conductance. However, it was difficult to distinguish this 

activity from single channel gating observed simultaneously. The reason was that we had to 

work at high channel density in order to investigate the effect of clustering on channel activity. 

We therefore suppressed single channel activity by removing the anionic PG in di(18:1)-PC, 

making use of the observation that single KcsA channels do not open in pure PC bilayers 

(23,24). We found that cooperative openings still occurred even in the absence of anionic 

lipids. In the di(18:1)-PC/hexadecane bilayers (32 Å (66)), the channels underwent frequent 

cooperative openings (Fig. 5.6 B). As observed in the presence of PG, the conductance values 

were multiples of the single channel conductance (5-13 times; Fig. 5.6 B) and were often 

initiated by a 500-1000 pS step. Most importantly, the cooperative openings only occurred if, 

at the same time, clusters were observed optically (Supplemental Fig. S5.4). The strong 

correlation between the occurrence of clusters and cooperative gating suggested that channel 

opening is coupled in the clusters. 
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Figure 5.6 | Coupled KcsA gating involving several channels. Cooperative activity involving 
several channels was observed in the presence of clusters in bilayers formed of (A) 
DPhPC/decane (N = 3) and (B) di(18:1)-PC/hexadecane (N = 18). 

An alternative explanation would be that the high conductance passes not through 

coupled KcsA pores but through unspecific pores formed by clusters – i.e. pores in-between 

channels arising from the geometric rearrangement of the channels or even disturbance of the 

bilayer integrity. We verified that the current passes through the classic pores by exchanging 

K+ with Ba2+ while keeping the osmolarity constant. In the presence of 66 mM BaCl2, the 

pores of both, single channel current in DPhPC/decane bilayers as well as the cooperative 

openings in 18:1-PC/hexadecane were blocked (N = 3). 

5.4.7 KcsA activity is determined by lipid phases 

Our above results indicate that cooperative opening of KcsA not only coincides with 

clustering of the KcsA channels but occurs even in lipid compositions that prevented single 

KcsA channels from opening such as pure DOPC (di(18:1)-PC) bilayers. This will help us 

elucidate which parameter is responsible for the clustering. If we consider opening of KcsA in 

terms of the free energy of the system, then removing the anionic lipid DOPG from the 

DOPC/DOPG mixture shifts the equilibrium from the open to the closed state (Fig. 5.7 A). 

Under these conditions, the rate limiting step for opening is governed by the lipid 

environment. This rate limiting step is overcome by clustering, allowing (cooperative) opening 



CHAPITRE 5. SINGLE FLUORESCENTLY-LABELED KCSA CHANNELS IN PLANAR LIPID BILAYERS 

144 

of KcsA under identical conditions, i.e. even in DOPC. This suggests that the same 

physicochemical parameter of the lipid environment which limits KcsA single channel 

acitivity is also responsible for clustering (Fig. 5.7 A). It will therefore be instructive to more 

closely examine which parameter determines the lipid dependence of single KcsA activity. 

Lipids 
 

Phase (20°C) shape Activity 

POPE 
 

Lβ conical No 

POPE:POPG 3:1 Lα conical Yes 

DPhPC 
 

Lα conical Yes 

POPC 
 

Lα cylindrical No58 

Table 5.1: Summary of physicochemical parameters and KcsA activity for different lipid 
compositions. 

We already examined the hydrophobic thickness above, and established that bilayers 

of different thicknesses significantly altered neither clustering (Fig. 5.5) nor single channel 

activity (Supplemental Fig. S5.1). We next analyzed which lipid compositions allowed or 

prevented single channel activity (Table 1). It is known that single KcsA channels are not 

active in pure POPE but require POPG to be added in order to gate (23,24). POPG is 

negatively charged, and it was previously thought that negative charges are essential for KcsA 

gating (23,24). While the mechanism was uncertain, it was suspected to be related to the local 

proton concentration or a direct interaction with positively charged residues stabilizing the 

open state as suggested by Iwamoto and Oiki (59 ). However, we and others (52,67) observed 

that also in the absence of negatively charged lipids but in the presence of branched acyl 

chains in DPhPC, the single channels gate normally with an open probability close to 1 (Fig. 

5.7 B,C). It seems that the branched acyl chains of DPhPC are able to stabilize the open state 

of KcsA similar to POPG. Although we do not exclude that anionic lipids also have a positive 

effect on KcsA opening, anionic lipids are not required. 
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Figure 5.7 | Lipid dependence of single channel activity. (A) Effect of lipid composition and 
clustering on the energy barrier for KcsA opening. While in a DOPC:DOPG mixture KcsA is 
active, i.e. the free energy is minimal in the open state, they become inactive in pure DOPC 
and the free energy is minimal in the closed state. The opening is thus limited by the lipid 
composition. This limitation is overcome by clustering; clustered channel again have minimal 
energy for the (cooperative) open state. (B) Representative current traces of single channel 
activity of KcsA in pure DPhPC bilayers at pH 4 & 5 (N > 25). (C) Amplitude histograms of 
traces shown in b. The open probability was found to be close to 1 at pH 4. (D) An example of 



CHAPITRE 5. SINGLE FLUORESCENTLY-LABELED KCSA CHANNELS IN PLANAR LIPID BILAYERS 

146 

a current recording of KcsA in pure POPE/decane at high temperature (T~40°C) is shown. (E) 
Current amplitude histograms of KcsA channels in pure POPE at room temperature (T~21°C, 
top) and after heating up the system to 40°C (bottom). The open probability increased from 0 
to ~0.17 with increasing temperature (N = 4). (F) Example of a current trace of KcsA in 
di(22:1)-PC/hexadecane (N=3). (G) Amplitude histogram of the recording shown in f. 

We next considered which other parameter of POPE is altered by addition of POPG. 

POPE has an acyl chain melting temperature Tm (lamellar gel Lβ to lamellar liquid crystalline 

phase Lα) of 25°C, which is above the experimental temperature (21°C). Tm is lowered in the 

presence of 25% POPG to 20-22°C (68), suggesting that a lipid matrix in the Lα phase might 

be required for channel opening. However, KcsA is inactive in pure POPC (1-palmitoyl-2-

oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) bilayers (59) although POPC, similar to POPG, has a 

chain melting temperature of Tm = -2°C. So, while the Lβ phase seems to prevent gating, a 

lower phase transition temperature alone is not sufficient to allow KcsA gating. 

POPG also has a smaller headgroup than POPC and thus a more conical shape. The 

conical shape favors deformations in the membrane, as they have a higher propensity to form 

inverted structures (negative spontaneous curvature). Consistently, also DPhPC has a negative 

spontaneous curvature (69,70). But again, the conical shape of the lipids alone cannot be 

responsible for the channel activity as no activity is observed in pure POPE bilayers, despite 

the fact that POPE has a strong negative spontaneous curvature. We therefore hypothesize that 

channel activity of KcsA requires both lipids above their chain melting temperature and with 

conical shape. 

We tested this hypothesis by incorporating KcsA channels in pure POPE bilayers and 

increasing the temperature above the chain melting temperature Tm. Consistent with our 

hypothesis, KcsA channels became active at temperatures above Tm (Fig. 5.7 D,E). 

We further corroborated the need for conically-shaped lipids by testing 

phosphatidylcholine with a longer chain length since the conical shape of lipids increases with 

the length of the acyl chains (71). In di(22:1)-PC/hexadecane, we found KcsA activity with an 

open probability P(O) ~ 0.85 (Fig. 5.7 F,G). However, at this chain length, activity was only 

observed in 33% of successful bilayer formation. The finding is additionally supported by a 

previous study showing that cardiolipin, a strong inducer of negative curvature, in a 1:3 
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mixture with POPE increased KcsA activity ~3-fold compared to POPG in spite of having the 

identical charge density (23). In summary, these results confirm that lipids in the Lα phase and 

negative spontaneous curvature facilitate KcsA activity. 

It is not surprising that chain melting leads to higher activity, as the channel will 

require less energy to accommodate the open state in the lipid membrane. Why is a conical 

shape important? KcsA opens by widening the helical bundle crossing. Conically shaped 

lipids will lower the lateral pressure at the helical bundle thus assisting pore opening. 

The lipid dependence of KcsA gating and clustering may be applicable to a wider 

range of ion channels. For instance, a combination of a negative headgroup charge and a 

conical shape was suggested to be essential for BK channel gating (72 ,73). 

5.5 Discussion 

In this work, we studied the clustering of KcsA by imaging single channels in a 

planar lipid bilayer while simultaneously recording the ionic current. We found clustering to 

occur at all hydrophobic thicknesses that were tried (30-58 Å). Prior to clustering of the 

channels, we observed a directed movement between them, indicating that a long-range 

interaction initiates clustering. Our FRET measurements confirmed that the channels, although 

close, still uphold a mean distance around 60 Å, which is consistent with recent measurements 

using atomic force microscopy (30-140 Å at pH 4) (16 ). Consequently, KcsA channels do not 

directly interact with each other but congregate within a small region. 

Clustering coincided with cooperative gating of the channels. For the channels to 

open cooperatively, however, they have to “communicate” with each other, which seemingly 

contradicted the long-range interaction observed by imaging. Hence, the channels 

communicate indirectly with each other, raising the question as to how this indirect interaction 

is mediated? The distances were too large for direct protein-protein contact, and the Debye 

length in solution was too short for electrostatic interactions. The remaining possibility would 

be that channels interact via the lipid matrix. According to our observations, they induce 

microdomains in the surrounding lipid matrix, which repel each other until an energy barrier is 

overcome allowing fusion of two domains (Supplemental movie 5.1 and 5.2). The fusion is 
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observed as the long-range directed movement of the channels. This gives us an estimate of 

the maximum size of these domains of ~1-2 µm. Deformations of similar size are caused by 

the viral M protein in GUVs, which also cluster in the membrane (74). 

So, what can we say about the nature of the lipid-mediated interaction? Mechanical 

deformation, or bending, of the membrane has been suggested to reach this scale (75), and 

KcsA with its conical shape is predestined to induce a curvature in the membrane. However, 

since we cannot directly detect deformations in the membrane, we will consider how the lipids 

affect the function of KcsA channels. Our results suggest that single KcsA channels require 

conically shaped lipids in the lamellar liquid crystal phase to open because more cylindrically 

shaped lipids (e.g. DOPC) or lipids in the Lβ phase (e.g. POPE) limit single channel activity. 

One possible explanation for the elevated energy cost for opening in the absence of conically 

shaped lipids would be higher lateral pressure on the helical bundle crossing. The helical 

bundle crossing of KcsA has to widen to open the pore thus pushing against the headgroups of 

the surrounding lipids. In conically-shaped lipids, the lateral pressure on the headgroups seems 

to be lower compared to the hydrophobic core. 

Now then, we established that lipids influence the ion channel state and, vice versa, 

that the channel is influencing the lipid matrix surrounding it. The energy required for the 

mechanical deformation or hindrance to open will act in both directions such that both 

processes are likely based on the same parameter; in other words, they are the two outcomes 

of the same interaction. 

In pure POPC (59) or DOPC, the effect of the lipids on the KcsA channel is rate 

limiting for opening. This limitation is overcome in clusters, where the channels can open 

cooperatively. The additional energy to enter the open state is thus provided by the fusion of 

the microdomains surrounding the KcsA channels. Vice versa, again, clustering is 

energetically more favorable, because more proteins stabilize the structure of the microdomain 

once fused. 

So why do we observe cooperative opening in clusters? It is likely that the 

cooperative openings occur because once the channels in the clusters require less energy to 

induce the negative curvature in the surrounding – because shared – the additional energy is 
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sufficient to open cooperatively. While the proteins stabilize their own domain, the energy 

cost for opening a single channel is still too high. Only if two (or more) channels open 

simultaneously does the system reach a state with a total free energy which is favorable with 

respect to the closed states. The induced negative curvature of a channel attempting to open 

seems to be transferred to the neighboring channel, triggering its opening. It appears that the 

same parameter controls single channel activity, clustering and cooperative opening of KcsA, 

namely the negative membrane curvature. 

An effect complementary to clustering due to the induced microdomains is observed 

in the use of lipid cubic phases for crystallization of membrane proteins (76). Here, clustering 

and even aggregation of membrane proteins is mediated by the different phases of the lipids. 

The strong curvature of the cubic phases “pushes” the proteins together in a region flattened 

by the presence of an aggregate. 

Membrane deformations induced by proteins is an essential part of budding in 

endocytosis and bacterial or viral attack. Budding requires a membrane region with negative 

curvature. Most proteins inducing budding anneal to the membrane in one leaflet, but also 

integral membrane proteins may induce such deformations, and KcsA, with its conical shape, 

is predisposed to do so. The proteins would be embedded within such a deformation (47). 

Clustering of the proteins inducing the deformation would be a direct consequence. 

In this work, we presented simultaneous single channel fluorescence and current data 

that allowed us to characterize in detail channel clustering and its effect on channel activity in 

real time. The results will likely find a widespread application on a variety of membrane 

proteins, in particular for proteins, for which oligomerization is an essential part of their 

physiological function. While ion channels are not generally thought to belong to this class, 

they often recruit auxiliary subunits. Also, when high expression leads to surface “crowding”, 

ion channels may interact with each other. For instance, Kaluin et al., (14) suggested that large 

conductance from antibiotic syringomycin E channels was a result of clustered channels gating 

cooperatively. Similarly, Grage et al. (12 ) proposed a coupled-gating mechanism for MscL 

channels, and, in the voltage-gated prokaryotic potassium channel KvAP, relatively high 

fluctuations in macroscopic currents are observed that exceeds normal “shot noise” (27,28,77). 

This increased noise indicates a cooperative operation of the channels and possibly clustering. 
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Clustering therefore seems essential not only for bacterial toxins or scaffolding proteins, but 

may be a general property of many integral membrane proteins with significant impact on 

protein function. 
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5.7 Supplemental information 

5.7.1 Supplemental figures 

 

Supplemental Figure S5.1 | Open probability of KcsA-H124C (E71A) as a function of pH for 
two different lipid compositions. Single-channels recordings did not reveal significant changes 
in the pH dependence of the open probability between DPhPC/decane and 22:1 PC-
18:1 PG/decane bilayers (N>3 for each condition). 
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Supplemental Figure S5.2 | Supplemental images of KcsA clustering in 20:1-
22:1 PC/decane, where the hydrophobic thickness is estimated to be 54 Å and 58 Å, 
respectively (66). The bottom panels show the intensity map of the images shown on the top 
panels. 
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Supplemental Figure S5.3 | Illustration of the influence of multi-labeling when evaluating 
distances by FRET measurements. When two channels separated by a distance r are fully 
labeled, one with the donor one other with the acceptor, the apparent distance r as seen in 
FRET appears generally higher. The pore size was estimated to 46 Å and the distance between 
labels to 18  Å (left). The relationship between the real and apparent distance r is shown on the 

right. An energy transfer rate is calculated as 
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Supplemental Figure S5.4 | Example of a simultaneous fluorescence and current recording 
showing coupled gating activity. (A) Several clusters can be detected from the fluorescence 
image. (B) The associated current recording reveals conductance steps corresponding to more 
than one channel opening. 
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Chapitre 6 

Conclusion 

Cette thèse présente des résultats relatifs à l’organisation de protéines formant des 

canaux ioniques. Pour chacune des études effectuées, la spectroscopie de fluorescence à 

l’échelle de la molécule unique a permis d’évaluer la composition des complexes. Le 

décompte de sous-unités de la toxine formeuse de pores de B. thuringiensis a notamment 

permis de démontrer la tétramérisation des monomères et de caractériser la dynamique 

d’oligomérisation dans une membrane lipidique selon la concentration. Une nouvelle méthode 

d’analyse automatisée a été développée pour dénombrer les sous-unités d’un complexe, même 

avec un faible ratio signal/bruit. Finalement, une étude du canal KcsA démontre leur 

regroupement dans des bicouches lipidiques de différentes compositions et l’effet sur la 

fonction du canal. Les mesures de courant indiquent que ces regroupements sont en mesure de 

déclencher une activité couplée de plusieurs canaux, où des ouvertures et fermetures 

concertées sont observées. Les résultats suggèrent qu’une déformation de la membrane induite 

par les canaux est à l’origine du regroupement de canaux et que l’activité couplée se produit 

via les lipides et non par interaction protéine-protéine. De plus, les résultats montrent que la 

présence de phospholipides anioniques n’est pas requise pour l’activation des canaux KcsA, 

contrairement à ce que plusieurs études précédentes suggéraient. Il semble plutôt que l’activité 

des canaux KcsA soit dépendante de la forme conique des lipides alors qu’ils sont dans la 

phase cristalline liquide, ce qui réduirait possiblement la pression latérale de la membrane sur 

les canaux aux interfaces solution/lipides. Si les lipides sont plutôt de forme cylindrique, le 

regroupement des canaux permet de franchir la barrière d’énergie nécessaire à leur ouverture. 
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6.1 Oligomerization de la toxine Cry1Aa de B. thuringiensis : 

retour sur les résultats 

Le chapitre 3 décrit le regroupement de monomères de la toxine Cry1Aa de B. 

thuringiensis dans un environnement lipidique. La toxine a été purifiée et reconstituée dans 

des vésicules lipidiques, qui une fois à la surface d’une lamelle de verre, forment des 

bicouches supportées. Les monomères ont été marqués d’un fluorophore pour déterminer la 

composition de complexes individuels par décompte des étapes de photoblanchiment. 

Différentes concentrations de toxines ont été testées, permettant ainsi de décrire la dynamique 

du regroupement de la toxine. À faible concentration, les monomères existent en grande 

proportion, mais des complexes composés de deux, trois ou quatre monomères sont aussi 

observés. En augmentant la concentration de toxine Cry1Aa, la proportion de complexes 

tétramériques augmente, alors que l’analyse du nombre de monomères marqués par complexe 

prend progressivement la forme d’une distribution binomiale de quatrième ordre (Fig. 3.2). À 

ces concentrations plus élevées, une distribution de Poisson ne permet clairement pas 

d’expliquer les résultats (Fig. 3.3 A). Cette comparaison entre les distributions de Poisson et 

binomiale a été présentée afin de mettre en évidence que les monomères ne s’assemblent pas 

indéfiniment selon la concentration. À faible concentration, une distribution de Poisson peut 

bien correspondre aux données observées. Il s’agit plus précisément d’une distribution des 

états selon la statistique de Poisson, mais où une distribution binomiale est associée à chacun 

des états pour tenir compte de l’efficacité de marquage. Le résultat demeure toutefois une 

distribution de Poisson tel que décrit aux équations 2.2-2.4. Ce résultat suggère qu’il existe 

plusieurs états oligomériques et que les monomères s’assemblent selon la concentration. Un 

état unique tétramérique représenté par la distribution binomiale de quatrième ordre ne peut 

correspondre à ces données, puisque l’efficacité de marquage devrait être environ trois fois 

plus petite que celle prédite. À l’inverse, aux plus hautes concentrations testées, l’état 

tétramérique semble être majoritairement perçu. Cette situation ne peut pas correspondre à une 

distribution de Poisson, étant donné le manque de compte à 5,6 ou 7 sous-unités fluorescentes 

par complexe (Fig. 3.3 A). Les résultats sont mieux approximés par une distribution binomiale 

de quatrième ordre qui décrit la probabilité de marquage de cet état. Cependant, la différence 

entre les valeurs théoriques de la distribution binomiale et les valeurs expérimentales demeure 
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importante, ce qui suggère que la composition de la toxine n’est pas restreinte à un tétramère. 

La tétramérisation de la toxine est alors décrite dans un modèle cinétique présenté à la figure 

3.4. 

Dans ce modèle, le nombre de sous-unités formant le complexe à une concentration 

donnée est décrit selon les taux de transition entre les différents états oligomériques. Le calcul 

associé est présenté à la section 3.8.1. Pour vérifier si le modèle peut expliquer les résultats 

obtenus, la probabilité de marquage p a été considérée en attribuant une distribution binomiale 

à chacun des états n (1,2,3 ou 4 sous-unités par complexe). Le nombre de complexes dont k 

sous-unités sont détectés (SUobs(k)), pour une concentration donnée, est donc décrit par 
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Le nombre moyen de sous-unités détectées est alors calculé et comparé avec les 

résultats obtenus aux différentes concentrations avec l’équation suivante : 
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En minimisant l’erreur entre les courbes expérimentales et théoriques selon les 

paramètres du modèle, les résultats sont bien représentés par le modèle (Fig. 3.4).  

Toutefois, il peut aussi être instructif d’exprimer la moyenne du nombre de sous-unité 

par complexe, plutôt que de considérer le nombre moyen de sous-unités détectées par 

complexe. Dans ce cas, la probabilité d’être dans chacun des états Pn peut être déterminée 

selon ( ) 1
'

1,où ' [ 1 ]
n

nA A Cry Aaα
β α α

−
= =  tel que décrit à la section 3.8.1. En considérant 

1 2 3 4totA A A A A= + + + , ( ) ( )1' '
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A A
n A AP Pα α

β β= = = . P1 se simplifie davantage par les séries 

géométriques : 
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La moyenne du nombre de sous-unités est évaluée ainsi : 
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Cette équation peut être traduite graphiquement avec les paramètres du modèle 

déterminés précédemment (Fig. 6.1). 
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Figure 6.1 | Illustration de l’oligomérisation de la toxine Cry1Aa en fonction de la 
concentration. Le nombre de sous-unités composant le complexe augmente avec la 
concentration de toxine, jusqu’à la configuration tétramérique. 

6.2 Oligomerization de la toxine Cry1Aa de B. thuringiensis : 

limitations de l’analyse de sous-unités fluorescentes 

Les résultats obtenus au troisième chapitre révèlent qu’il est peu probable que 

l’emplacement du fluorophore ou la composition lipidique soit responsable de la 

tétramérisation, puisque deux positions de marquage et différents types de phospholipide 

révèlent ce même résultat. Malgré cette tendance évidente de regroupement tétramérique, 

quelques complexes avec cinq ou six sous-unités marquées ont été détectés. Ces événements 

ont pu être expliqués par une proportion de marquage non-spécifique, estimée à environ 4%, 

qui ajoute potentiellement plus d’un fluorophore par monomère. 

Puisque la proportion de marquage non-spécifique est relativement petite par rapport 

au marquage spécifique dans ces expériences, l’analyse demeure précise. Le troisième chapitre 

décrit d’ailleurs cette précision en vérifiant quantitativement la possibilité que le complexe soit 

un pentamère. En assumant une distribution pentamérique, le faible nombre de complexes à 

cinq fluorophores observés ne pouvait pas justifier cette hypothèse (Fig. S3.2). Une probabilité 

inférieure à 1% est en effet accordée à cette proposition, ce qui permet d’affirmer avec 

confiance que le complexe observé aux plus hautes concentrations est un tétramère. Si la 



CHAPITRE 6. CONCLUSION 

166 

proportion de marquage non spécifique avait été plus importante, cette conclusion aurait été 

beaucoup plus difficile à obtenir. Par exemple, la distribution de la figure 6.2 illustre le cas 

d’un tétramère où la probabilité qu’un monomère soit fluorescent est p = 64%, comme estimé 

au troisième chapitre, et où le marquage non-spécifique s’élève à u = 10%. Ces conditions ne 

permettraient pas de distinguer aussi clairement un complexe tétramérique d’un complexe 

pentamérique.  

 

Figure 6.2 | Problème du marquage non-spécifique. (A) Simulation d’une distribution d’un 
tétramère où la probabilité de marquage spécifique p est de 0.64 et où la probabilité de 
marquage non-spécifique u est de 0.1 (barres verticales). Une binomiale de cinquième ordre 
est alors ajustée à cette distribution pour obtenir la valeur de p correspondante (p=0.58; ligne 
rouge). (B) Distribution du nombre de complexes à cinq fluorophores attendus pour une 
population totale de 500 complexes en assumant une composition tétramérique (éq. S3.2). En 
moyenne, 33 complexes à cinq fluorophores sont attendus (ligne verte). Selon la distribution 
binomiale simulée en (A), environ 34 complexes (ligne rouge) à cinq fluorophores devraient 
être observés en raison du marquage non-spécifique. Ce marquage non-spécifique (10%) 
introduit donc un artéfact important qui empêche de déduire l’oligomérisation précisément. Le 
calcul est le même que celui présenté à la section 3.8.2. 

La distribution simulée peut facilement s’apparenter à une distribution binomiale de 

cinquième ordre avec une probabilité de fluorescence p = 58% (Fig. 6.2 A). Pour une 

population totale de 500 complexes, le nombre de complexes à cinq fluorophores est alors du 

même ordre, même plus élevé, que le nombre attendu pour un pentamère (Fig. 6.2 B). Le 

marquage non-spécifique agit donc comme facteur limitant dans l’analyse des complexes par 

décompte des sauts de fluorescence. La possibilité d’observer plus d’un complexe par point 
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fluorescent isolé (spot), comme au quatrième chapitre, a d’ailleurs un effet similaire puisque 

ces événements déplacent la distribution du nombre de fluorophores vers des distributions 

binomiales d’ordres plus élevées, comme pour le marquage non-spécifique. La figure 6.3 A 

illustre ce phénomène, en considérant le cas de la toxine sans marquage non-spécifique, mais 

cette fois avec une probabilité de colocalisation de 20%. 

 

Figure 6.3 | Problème de la colocalisation de complexes (A) Si la probabilité que deux 
complexes soient colocalisés est de 20%, une distribution tétramérique avec une probabilité de 
marquage de p=0.64 peut aussi correspondre à une distribution binomiale d’ordre > 4 en 
ajustant les valeurs de p et de la proportion de complexes colocalisés. (B) Par contre, si la 
valeur de p est augmentée à 0.9, les distributions binomiales d’ordres supérieurs ne peuvent 
pas s’ajuster à la distribution tétramériquue. Les deux populations de canaux unitaires et de 
canaux colocalisés peuvent être distinguées clairement. 

Même si la descente rapide entre le nombre de complexes à quatre et cinq 

fluorophores semble indiquer la présence d’un tétramètre, une ambiguïté existe (Fig. 6.3 A). 

Cette distribution peut aussi correspondre, par exemple, à un pentamère avec une probabilité 

p = 53% et une proportion de colocalisation de 13%. Des distributions binomiales d’ordres 

plus élevés peuvent aussi y correspondre. Pour mieux distinguer l’ordre réel de 

l’oligomérisation, la valeur de p peut d’abord être déterminée. Par exemple, pour des protéines 

purifiées, l’efficacité de marquage peut directement être mesurée. Cette valeur peut être 

précise si, avant l’expérience, l’échantillon est complètement protégé des sources pouvant 

exciter les fluorophores, et donc réduire la probabilité de fluorescence. Pour des monomères 

fusionnés à une protéine fluorescente et exprimés en cellule, la valeur de p s’obtient d’abord à 
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partir de complexes connus, comme dans les travaux du quatrième chapitre. Il est important de 

noter que ce problème d’ambiguïté disparaît avec des valeurs de p se rapprochant de l’unité, 

comme illustré à la figure 6.3 B.  

 

Figure 6.4 | Problème des petites valeurs de probabilité de fluorescence par monomère (A) 
Distribution du tétramère de la Cry1Aa reconstruite en assumant une valeur de p diminuée 
(0.53) pour la distribution tétramérique, mais avec la même probabilité u de marquage non-
spécifique. Une distribution binomiale de cinquième ordre est ajustée à cette distribution pour 
obtenir la valeur de p correspondante (p=0.46). (B) Contrairement à l’expérience originale où 
p ~ 0.64 (Fig. S3.2), la distribution tétramérique ne peut pas être identifiée clairement. Le 
nombre obtenu de complexes à cinq fluorophores est d’environ 7 (ligne rouge), ce qui est 
nettement dans la zone attendu pour une composition pentamérique (moyenne d’environ 10, 
ligne verte). Ce calcul assume une population de 500 complexes (éq. S3.2). 

La probabilité de marquage spécifique affecte également de manière importante la 

précision de l’analyse. Plus cette valeur est faible, plus les distributions sont difficilement 

distinguables. La figure 6.4 montre ce phénomène, alors que la probabilité qu’un monomère 

de toxine soit fluorescent est réduite à 0.53, la même valeur que celle obtenue au quatrième 

chapitre pour les protéines fusionnées à GFP. En gardant la même proportion de marquage 

non-spécifique, il devient maintenant plus difficile de discriminer la composition 

pentamérique comme au troisième chapitre. L’effet d’une petite valeur de marquage 

spécifique est d’autant plus perceptible pour les ordres d’oligomérisation élevés, comme 

illustré à la figure 6.5. Une probabilité de marquage spécifique élevée permet à l’inverse 

d’identifier différentes populations (Fig. 6.3 B). Dans le cas idéal d’un marquage complet et 

entièrement spécifique, chacune des traces de fluorescence permettrait de déterminer 
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directement l’ordre du complexe correspondant. Une statistique précise sur les différentes 

populations existantes pourrait alors être obtenue. Bien que ce cas de figure soit difficilement 

atteignable, il est parfois possible d’obtenir une efficacité de marquage proche de l’unité, 

comme au cinquième chapitre. Pour les expériences du troisième chapitre, l’efficacité de 

marquage est suffisante pour détecter clairement le déplacement des populations vers une 

composition tétramérique en augmentant la concentration de toxine. Aux concentrations 

intermédiaires, les distributions peuvent donc être représentées par une somme de distributions 

binomiales du premier au quatrième ordre. Il n’est cependant pas possible dans ce cas 

d’identifier individuellement chacune des différentes populations. 

 

Figure 6.5 | Distributions binomiales du nombre de sauts de fluorescence pour des oligomères 
du troisième au septième ordre où la probabilité de fluorescence est de 40%, 60% ou 80%. 

6.3 Oligomerization de la toxine Cry1Aa de B. thuringiensis : 

perspectives 

Les expériences n’ont pas permis de déterminer si l’oligomérisation se produit en 

solution ou après l’insertion dans la membrane. De plus, il n’est pas clair si le rassemblement 
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des sous-unités dépend de la concentration, comme illustré à la figure 3.4, ou si le nombre de 

monomères par vésicule est le facteur limitant de l’oligomérisation. Dans ce dernier cas, la 

formation tétramérique se produirait systématiquement en autant que les monomères soient 

disponibles. Les monomères restant formeraient alors des oligomères d’ordre inférieur. Selon 

l’analyse performée, les deux possibilités peuvent expliquer les résultats. 

Pour clarifier ces interrogations, l’oligomérisation pourrait être évaluée en bicouche 

lipidique planaire, comme présenté au cinquième chapitre, où le ratio monomère/vésicule n’est 

plus un facteur limitant. En injectant la toxine non reconstituée sur une bicouche lipidique 

planaire, aux mêmes concentrations testées en bicouches supportées, le processus 

d’oligomérisation peut être caractérisé en temps résolu. Les toxines en solution pourraient en 

principe être différenciées des toxines insérées dans la membrane selon leurs propriétés de 

diffusion. Une toxine en solution peut diffuser en trois dimensions, alors que les toxines de la 

membrane diffusent seulement latéralement. De plus, la diffusion dans la membrane serait 

plus lente qu’en solution, du à une viscosité plus importante dans la membrane (1-3). Ces 

différences pourraient permettre de déterminer où l’oligomérisation se produit. Une fois les 

complexes formés, il serait aussi possible de détecter si les complexes demeurent sous forme 

tétramérique ou si des événements de dissociation sont possibles. Pour plus de précision, des 

expériences de FRET devraient être effectuées. En marquant une portion des monomères avec 

un fluorophore de type donneur et une autre portion avec un fluorophore de type accepteur, la 

proximité entre les monomères peut être quantifiée. 

Même si la toxine tend à s’unir en tétramères, la fonction associée reste à être 

déterminée. Il est possible que les canaux ioniques soient formés par des complexes d’ordre 

inférieur à 4. Puisque la configuration en bicouche lipidique planaire permet de mesurer la 

conduction ionique simultanément à la distribution spatiale, la fonction des canaux pourrait 

être évaluée relativement à leur oligomérisation, de façon similaire au cinquième chapitre. 

6.4 Analyse automatique pour le décompte de sous-unités 

Au quatrième chapitre, une méthode a été développée pour analyser automatiquement 

l’oligomérisation par décompte des étapes discrètes de photoblanchiment. Ces travaux ont été 

poussés principalement par l’utilisation de cellules mammifères pour exprimer des canaux 
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ioniques dont les monomères sont fusionnés à sfGFP (superfolder green fluorescent protein). 

Ce système d’expression, contrairement aux bicouches supportées utilisées avec des protéines 

purifiées, produit un important bruit de fluorescence qui complique l’analyse des traces de 

fluorescence. Les flavines et lipofuscines pourraient contribuer en grande partie à ce bruit 

(4,5). L’excitation des fluorophores à la membrane en réflexion totale interne (TIRF : total 

internal reflection fluorescence) parvient à éliminer une grande portion du bruit de 

fluorescence mais le ratio entre le signal à détecter et le bruit de fluorescence demeure 

généralement faible (< 2). Afin de procéder à une analyse objective et précise, un programme 

informatique, nommé PIF, a été créé. Celui-ci détermine l’emplacement des canaux marqués à 

l’intérieur d’une région sélectionnée, filtre le signal d’intérêt, compte le nombre d’étapes de 

photoblanchiment et décide si la trace est de qualité suffisante. La méthode a été optimisée 

avec des simulations de traces de fluorescence, à partir desquels une précision de plus de 90% 

a pu être estimée pour les conditions expérimentales de notre système. PIF a pu retrouver la 

composition tétramérique des récepteurs glutamate GluK2 et la composition pentamérique des 

récepteurs à la glycine GlyRα1. 

L’analyse révèle que deux canaux pouvaient parfois s’assembler, puisque des 

complexes avec un nombre de sous-unités marquées supérieur à la composition du canal ont 

été détectés. Les distributions montrent qu’environ 16-23% des complexes étaient co-localisés. 

Ces regroupements pourraient avoir un rôle physiologique, comme discuté au chapitre 4. Il est 

aussi possible que des canaux localisés dans un compartiment interne, comme le réticulum 

endoplasmique, viennent s’ajouter aux signaux détectés à la membrane, étant donné la 

proximité entre la membrane et certains organites. 

Pour les deux récepteurs étudiés, l’analyse des distributions binomiales révèle une 

même probabilité de fluorescence pour sfGFP, démontrant que le programme performe des 

analyses cohérentes et précises. La probabilité de fluorescence de sfGFP a été évaluée à 53% 

dans nos conditions expérimentales, alors que l’expression se fait à 37°C. Bien que sfGFP soit 

un dérivé de GFP optimisé pour l’expression à 37°C (6), le degré de maturation apparaît 

nettement plus élevé pour eGFP (enhenced GFP) dans des ovocytes de Xenopus à 18°C, où 

une valeur d’environ 75-80% a été reportée (7). La maturation du chromophore de GFP est 

notamment sensible à la température (8), ce qui peut possiblement expliquer ce résultat. Il est 
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aussi possible que le photoblanchiment de fluorophores avant les enregistrements de 

fluorescence réduise la probabilité de fluorescence apparente. Il est toutefois peu probable que 

ce phénomène se soit produit significativement, puisque les échantillons étaient bien protégés 

des sources pouvant exciter les fluorophores. Comme expliqué à la section 6.2, cette faible 

probabilité de fluorescence obtenue, en plus de la colocalisation de canaux, peut 

potentiellement limiter les analyses. Pour distinguer plus clairement l’oligomérisation d’un 

complexe dont la composition n’est pas connue, il serait nécessaire de fixer cette probabilité 

de fluorescence (p = 0.53) pour tester la correspondance avec des distributions binomiales de 

différents ordres. Une valeur aussi petite ne permet cependant pas de différencier facilement 

différentes populations possibles, comme illustré à la figure 6.3. 

Le programme d’analyse développé a été conçu pour des canaux marqués de 

protéines fluorescentes et exprimés dans des cellules mammifères, mais ne se limite pas à cette 

configuration. L’analyse peut aussi fonctionner sur des protéines purifiées, comme au chapitre 

3, ou exprimées à la membrane d’ovocytes. Il est cependant possible que la précision de la 

méthode varie selon le fluorophore utilisé. Les propriétés de blinking peuvent notamment 

influencer largement la précision de l’algorithme de détection des sauts de photoblanchiment. 

Plus un fluorophore entre fréquemment et longtemps dans un état temporaire non-fluorescent 

(blinking), moins l’algorithme est précis. Ces variations de fluorescence évaluées à partir de 

simulation constituent la principale limitation du programme PIF. Dans l’état actuel du 

programme, la détection des sauts discrets d’intensité ne peut se faire que dans une seule 

direction. Ainsi, les fluctuations entre deux états de fluorescence sont ignorées, ce qui crée des 

erreurs dans les niveaux d’intensité attribués. Une prochaine génération de ce programme 

pourrait considérer ces fluctuations pour améliorer la précision de l’analyse. La structure du 

programme devrait être alors considérablement altérée, puisque le caractère unidirectionnel 

des sauts de fluorescence est un des critères principaux pour segmenter la trace de 

fluorescence. 

Ce type de méthode de détection de sauts discrets représente un outil potentiel pour 

tous les domaines qui caractérisent les différents états accessibles d’un système à l’échelle de 

la molécule unique. À ce niveau de précision, la transition entre différents états est perçue 

comme un saut du signal mesuré. C’est notamment le cas pour les mesures de la conduction 
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ionique d’un seul canal (9,10), du mouvement de sous-unités d’un canal (11), des états de 

repliement de protéines (12,13), des mouvements de moteurs moléculaires (14-16), et 

d’événements de transfert d’électrons (17,18). Un défi important réside dans le développement 

d’algorithmes pouvant détecter ces changements avec grande précision alors que le signal 

baigne dans un bruit souvent important. Plusieurs travaux ont contribués à faire progresser le 

développement de ce type d’algorithme, mais surtout dans les cas où le ratio signal/bruit est 

élevé ou si les états sont déjà connus ou attribués manuellement (19-23). Les travaux du 

quatrième chapitre visent particulièrement les mesures où le ratio signal/bruit est faible, sans 

connaissance préalable des états. L’étude présentée constitue un avancement important dans 

cette direction. 

6.5 Fluorométrie en voltage imposé de canaux KcsA 

L’étude du cinquième chapitre combine la spectroscopie de fluorescence à l’échelle 

de la molécule unique aux mesures électrophysiologiques. Ce type d’expérience qui intègre 

plusieurs techniques simultanément permet notamment de corréler les mesures et donc de 

caractériser davantage les phénomènes observés. Le rassemblement de canaux ioniques est 

donc étudié par fluorométrie en voltage imposé, faisant suite à l’association de sous-unités de 

canaux ioniques étudiée aux troisième et quatrième chapitres. Des événements d’association 

de canaux résolus au canal unique ont été directement observés par spectroscopie de 

fluorescence en bicouche lipidique planaire. Des regroupements de canaux ont été identifiés 

selon l’intensité de fluorescence de complexes isolés. En principe, la technique de 

photoblanchiment présentée aux chapitres 3 et 4 aurait pu être utilisée pour déterminer le 

nombre de sous-unités par complexe composé de quelques canaux. Cependant, il serait 

difficile de compter le nombre de sauts de photoblanchiment pour plus de 8 sous-unités, 

puisque la trace de fluorescence prendrait de plus en plus la forme d’une décroissance 

exponentielle. De plus, le photoblanchiment devait être évité du mieux possible pour 

caractériser le regroupement de canaux au cours du temps.  

Les enregistrements de canaux qui s’unissent révèlent une interaction de longue 

portée (~1-2,5 µm), ce qui suggère que le rassemblement des canaux se produit via des 

interactions avec la membrane lipidique, plutôt que par des interactions directes entre les 
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canaux. Pour déterminer si une disparité entre la section hydrophobe des canaux et de la 

bicouche provoque ces associations, des lipides avec différentes longueurs de chaîne d’acides 

gras ont été testées. Étant donné que les canaux s’associent dans toutes les conditions 

d’épaisseur examinées, la principale cause du regroupement de KcsA n’est probablement pas 

la disparité entre les sections hydrophobiques, bien qu’elle puisse toutefois y contribuer. Il 

semble alors probable le canal puisse déformer la membrane de sorte à créer des 

microdomaines avec une certaine courbure de membrane (Fig. 1.5), ce qui se traduirait en 

regroupement de canaux (24-27). La forme conique du canal peut potentiellement introduire 

ces déformations. Selon la distance d’interaction observée, celles-ci seraient alors de l’ordre 

du micromètre. Il semble d’ailleurs que des déformations du même ordre soient causées par la 

protéine M (matrix protein), alors qu’elles s’assemblent à la membrane de liposomes géants 

(GUVs). 

En mesurant la conduction ionique simultanément à la fluorescence, l’effet 

fonctionnel du regroupement a pu être évalué. En présence des associations de canaux KcsA, 

des ouvertures et fermetures concertées sont apparues fréquemment dans les mesures, 

indiquant une coopérativité entre des canaux rapprochés. Ce phénomène de coopération de 

canaux a particulièrement été observé pour des bicouches lipidiques formées uniquement par 

des phospholipides neutres de phosphatidylcholine (PC). Alors que des études précédentes 

suggèrent que la présence de phospholipides avec tête chargée négativement est nécessaire à 

l’ouverture de KcsA (28,29), ce résultat montre que l’état ouvert peut être favorisé par la 

proximité d’autres canaux. Pour mieux comprendre ce mécanisme, l’activité de canaux 

unitaires a été évaluée en fonction de la composition lipidique. Les résultats révèlent que des 

canaux uniques (non regroupés) peuvent s’ouvrir facilement sans lipide anionique à condition 

que les lipides soient de forme conique dans la phase cristalline liquide (Fig. 5.7). Cette forme 

pourrait réduire la pression latérale dans la région du bundle crossing (Fig. 1.1) et donc 

favoriser la conformation ouverte. Ce mécanisme est particulièrement soutenu par des mesures 

dans des bicouches composées uniquement de POPE (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-

phosphoethanolamine) dans la phase cristalline liquide (~40°C) ou de DPhPC (1,2-

diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine). Dans des lipides de forme cylindrique, comme 

pour le DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) ou le POPC (1-palmitoyl-2-oleoyl-
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sn-glycero-3-phosphocholine), un canal unique ne semble pas pouvoir franchir la barrière 

d’énergie requise pour l’ouverture. Cependant, si des canaux sont assemblés dans un même 

microdomaine, leur ouverture devient possible. Puisque le passage à l’état ouvert pour ce type 

de lipide nécessite possiblement une déformation importante de la membrane, l’énergie de 

plusieurs canaux pourrait donc arriver à une modulation de la membrane suffisante, entraînant 

ainsi un comportement de canaux couplés.  

Ce mécanisme de couplage fonctionnel contrôlé par des interactions indirectes via la 

membrane, plutôt que par des interactions directes entre les canaux, semble être supporté par 

les mesures de FRET. Celles-ci ont permis d’estimer que les canaux assemblés sont séparés 

par environ 60 Å, ce qui paraît trop loin pour permettre une interaction directe. Une distance 

similaire (30-140 Å) à été obtenue récemment par microscopie à force atomique pour des 

canaux KcsA à pH 4 diffusant dans une bicouche supportée (30). Il est toutefois difficile 

d’exclure absolument toute interaction directe entre les canaux. Afin de vérifier plus 

précisément, des mesures de FRET pourraient être prises pour d’autres positions situées dans 

le cytosol, notamment vers l’extrémité N-terminale qui n’apparaît pas dans la structure par 

cristallographie aux rayons X. Cette région forme une hélice alpha (M0), qui est 

potentiellement flexible et mobile (31,32). Toutefois, même s’il y avait interaction directe, les 

résultats indiquant une déformation de la membrane par les canaux n’en seraient pas modifiés. 

Ainsi, les mécanismes proposés demeurent possibles même dans cette éventualité. Cette 

situation ouvrirait donc d’autres avenues d’interprétation. 

Les travaux du cinquième chapitre amènent une nouvelle perspective de l’interaction 

des canaux ioniques avec la membrane lipidique, alors que la forme des lipides et le 

regroupement de canaux KcsA dans des bicouches influencent significativement leur fonction. 

Dans ce contexte, la présence de lipides chargés négativement pourrait ne pas être nécessaire 

pour KcsA dans son environnement physiologique. Les actinomycètes, desquelles KcsA a été 

extrait, contiennent principalement des lipides avec des groupes méthyles sur les chaînes 

aliphatiques, comme c’est le cas du DPhPC (33). Il est donc possible que la fonction du canal 

dans son environnement d’origine soit exclusivement contrôlée par la forme des lipides et par 

le regroupement de canaux. 
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D’autre part, il a été proposé précédemment que les différents niveaux de 

conductance des canaux, dont les niveaux de conductance partielle, ou sous-conductance, 

pourraient émerger des associations entre canaux (34). La conductance normalement associée 

à un seul canal proviendrait donc d’actions concertées de quelques canaux regroupés. 

Cependant, plusieurs études suggèrent que les niveaux de sous-conductance se manifestent 

plutôt par des ouvertures partielles où les sous-unités ne sont pas toutes en conformation 

ouverte (11,35). Les résultats présentés dans cette thèse ne sont pas suffisants pour démontrer 

l’une ou l’autre de ces hypothèses. Pour étudier les mécanismes des niveaux de sous-

conductance, les mouvements d’ouverture d’un seul canal doivent pouvoir être résolus 

simultanément à la conduction ionique de ce même canal. Le système de fluorométrie en 

voltage imposé peut en principe permettre ce type d’étude. Le mouvement d’ouverture des 

sous-unités du canal KcsA peut spécialement être mesuré via un fluorophore lié à la position 

116 ou 119, tel que démontré précédemment (11,36), ou par mesures de FRET. Des efforts 

importants ont d’ailleurs été déployés pour ce projet. Cependant, les résultats ne sont pas 

suffisamment conclusifs. La figure 6.6 montrent le type de résultat obtenu pour KcsA. 

Des mesures de FRET à la position 124 entre les fluorophores AlexaFluor-488-C5-

maleimide et Dylight-594-maleimide révèlent des fluctuations de fluorescence qui corrèlent 

parfois avec la conduction ionique, mais pas de façon générale. Bien que plusieurs des 

fluctuations puissent représenter la réalité des mouvements des sous-unités, d’autres 

paramètres peuvent aussi influencer les résultats. Premièrement, la diffusion des canaux dans 

la bicouche augmente l’erreur sur les fluctuations mesurées puisque l’excitation et la détection 

peut varier légèrement dépendant de la localisation. Même avec une intensité d’excitation et 

une efficacité de détection relativement uniforme, des petites variations peuvent perturber 

l’analyse, qui dépend uniquement des fluctuations hors du bruit. Deuxièmement, puisque les 

canaux peuvent s’assembler, il est possible que le mouvement d’une seule sous-unité soit 

parfois difficilement distinguable parmi un nombre significatif de sous-unités impliquées dans 

la mesure. Troisièmement, il est aussi possible que des fluctuations soient provoquées par des 

changements d’environnement local du fluorophore, en addition au signal de FRET (11). 

Finalement, les états temporaires non-fluorescents (blinking) sont aussi perçus comme des 

fluctuations de fluorescence et peuvent donc faire apparaître de « faux » mouvements à 
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l’occasion. Des mesures de fluorescence aux positions 116 ou 119 ont mené à des résultats 

similaires. Dans ce cas, un marquage unique avec TMRM (Tetramethylrhodamine-5-

Maleimide) devait permettre d’associer l’ouverture du canal avec un changement 

d’environnement local du fluorophore (11,36). 

 

Figure 6.6 | Fluorométrie en voltage imposé du canal potassique KcsA où deux canaux ont été 
identifiés comme étant potentiellement responsables du courant observé. Les mesures ont été 
prises dans des bicouches de DPhPC/décane. La fluorescence des molécules de type donneur 
aux positions 124 est illustrée pour deux canaux avec le courant ionique filtré (pour comparer 
les traces selon le même taux d’acquisition que la fluorescence) et le courant non filtré. Le 
ratio entre le nombre de molécules de type donneur et de type accepteur est en moyenne de 
1:1. Le système utilisé est le même que celui présenté au cinquième chapitre. La structure du 
canal est montrée (vue de côté) avec la position H124 identifiée en vert ou en rouge pour 
illustrer la présence de donneurs et d’accepteurs, respectivement. 

Des mesures ont aussi été prises sur le canal potassique dépendant du voltage de 

Shaker à partir de membranes d’ovocytes isolées par centrifugation sur gradient de sucrose 

(37,38), où le canal est surexprimé. En marquant le canal à la position 359 du canal avec le 

fluorophore TMRM, il est possible de suivre l’activation des régions sensibles au voltage 

(39,40), qui est couplée à l’ouverture du pore (41-46). Puisque l’ouverture de ce canal est 

activé par une dépolarisation membranaire (47), le système de fluorométrie en voltage imposé 

permet de contrôler l’ouverture des canaux, contrairement au canal KcsA, dont l’ouverture 
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dépend du pH (28,48,49). La figure 6.7 montre un résultat obtenu alors qu’une fraction de la 

membrane d’ovocyte isolée a été reconstituée dans la bicouche lipidique planaire. Des 

changements de fluorescence semblent corréler généralement bien avec la dépolarisation 

membranaire et la conduction ionique, sauf vers la fin de la mesure où le photoblanchiment est 

possiblement trop important. Ces résultats soutiennent que la technique de fluorométrie en 

voltage imposé est en principe possible à l’échelle du canal unique. 

 

Figure 6.7 | Fluorométrie en voltage imposé avec le canal potassique de Shaker. La mesure a 
été prise dans une bicouche de POPC :POPE :POPG :POPS selon une proportion massique de 
3 :2 :1 :1. Le potentiel membranaire varie entre -100 mV et 100 mV, où le côté intracellulare 
est mis à la terre. Le courant obtenu est relativement bruyant. Un premier filtre de Chung-
Kennedy (50) est alors appliqué pour résoudre les fluctuations importantes. La trace obtenue 
est ensuite filtrée pour que le taux d’acquisition soit le même qu’en fluorescence. Le système 
utilisé est celui présenté au cinquième chapitre. La structure du canal avec est illustrée (vue de 
dessus) avec la position A359 en rouge. 

Ces travaux ont permis de faire progresser la détection simultanée du courant ionique 

et du mouvement des sous-unités à l’échelle du canal unique. La spectroscopie de fluorescence 

est une méthode puissante spécialement capable de détecter des changements de conformation 

de complexes marqués. Étant donné le caractère dynamique des canaux ioniques dans la 
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membrane cellulaire, cette méthode permet d’étudier plusieurs questions quant aux relations 

structure-fonction. Les résultats obtenus devraient encourager la continuité des efforts dans 

cette même direction et le développement de nouvelles approches. Par exemple, afin de 

diminuer le bruit du courant ionique et d’observer plus facilement un canal à la fois, les 

bicouches pourraient être formées dans un support plus petit, de l’ordre de quelques 

micromètres. Celui-ci remplacerait le support d’environ 150-250 μm décrit au cinquième 

chapitre. Un trou micrométrique dans une lamelle de verre pourrait potentiellement remplir ce 

rôle. En injectant des protéoliposomes géants sur cette lamelle, une bicouche contenant un seul 

canal pourrait être formée (comme pour les bicouches supportées sur lamelles de verre), celle-

ci ne contenant aucun solvant (e.g. décane, hexadécane). Pour éviter d’avoir un bruit de fond 

important autour du trou micrométrique, une couche opaque devrait être posée sur la surface 

du dessous. 
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