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Abstract

Type I fimbriae are proteinaceous filaments attached to the outer bacterial membrane that
mediate specific attachmentof Escherichia coli bacteria via the terminal FimHadhesin to

surfaces presenting the carbohydratemannose. This adhesin has remarkablemechanical

propertiesbecause its bindingstrength to mannose is enhanced by shear stress from fluid
flow—not weakened by it as expected by common sense and theory. It was proposed that
the enhanced adhesion results from the recently discovered catch bond nature of FimH.
Catch bonds are bonds whose lifetime increases with force. In order to show that catch
bonds—andnot other phenomena,are responsible for shear-enhancedadhesion in
bacteria, this study addresses the adhesionpropertiesof fimbriae and FimH usingforce
spectroscopy. First, by creating an in-vitro assay usingonly purified fimbriae and
mannose receptors,we were able to reproduceshear-enhancedadhesionwith beads
attaching specifically to the surface of a parallel plate flow cell. Thus fimbriae are

sufficient to reproduceshear-enhancedadhesion. Differences in adhesionbetween beads
of different sizes showed that catch bonds have a technological potential—asshear-stress
sensors for example, and that it is the tensile force on the bonds,not shear stress directly
which causes the enhanced adhesion. Second,using an AtomicForce Microscope (AFM)
the kineticsof fimbriae extension were comparedto the lifetimes ofthe terminal FimH-
mannose complex. We were able to determinethat fimbriae, helically coiled polymers in
their relaxed state, extendby uncoiling at rates that can be described by a two-state

(coiled-uncoiled)model. Also, the forces at whichfimbriae extendand contract

correspondto rangesof weakening FimH adhesion, suggesting fimbriae complement
FimH with the purpose of optimizing bacterial adhesion to surfaces in a ränge offluid
flow conditions. Finally, we measure the lifetimesof fimbrial ups (including the FimH
adhesin) bound to mannose at a constant force using the AFM. The lifetime of individual
tips decays with more than one time constant: a short one and a longone corresponding
to weak and strong binding states.We find that force enhances the proportion of bonds in
the strong bindingState, increasing the average lifetime significantly. We conclude that
FimH catch bonds are responsible for the force enhanced adhesionobserved in bacteria
and that the rest of the fimbrial structure complementsthem to optimise adhesion.



Resume (Version abregee)

Les fimbriae de type I sont des filaments proteiques qui permettent aux bacteries
Escherichiacoli d'adherer de facon specifique aux surfaces contenantdu mannosepar
l'intermediairede leur proteine terminale FimH. L'adherence qui en resulte est

remarquable,car eile augmenteavec le cisaillementcause par le flux au lieu de diminuer,
commel'indiquent la theorie et le sens commun. Cette these suggereque l'amelioration
de l'adherence est due au fait que FimH est une 'liaison piegeante' (catch bond). Une
liaison piegeante est une liaison dont la duree de vie augmenteavec la force au lieu de
diminuer, jusqu'äune force critique au-delä de laquellc eile se comporte comme une

liaison normale dite 'glissante' dontla duree de vie diminue avec la force. Pour montrer

que ce sont bien des liaisons piegeantes, plutöt que d'autres phenomenes, qui sont ä

l'origine de l'amelioration de l'adhesion bacterienne, cette these propose d'etudierles

proprietes d'adhesiondes fimbriae (egalementappelees piü) et de FimH en utilisant le

microscope ä force atomique commeoutil de recherche. Premierement, l'amelioration de
l'adhesion in-vitro a ete mesuree sur des billes microscopiquesrecouvertes de pili
s'attachantaux parois d'une cellule fluidique. Ceci montre que les pili ä eux seuls
suffisent ä augmenter l'adherence et que le reste de la bacterie n'est pas necessaire.Les
differences d'adherenceobserveesentre billes de differentetaille ont egalement montre le

potentiel de ces adhesifs commeoutils technologiques, par exemplecommesenseurs du
taux de cisaillement.Les differences mesurees entre billes montrent egalement que c'est
la force exerceesur les liaisons et non le cisaillementlui-mSme qui est ä l'origine de

l'augmentation d'adhesion. Deuxiemement,gräce au microscope ä force atomique, un

lien entre la duree de vie des liaisons terminales et la dynamiqued'extension des pili a pu
Stre etablie. Un modeleä deux etats a ete developpepour decrire la dynamique de
deroulement des pili (normalement enroules de facon helicoi'dale) en fonction de la force

appliquee. II a ete etabli que les pili contribuent ä optimiser l'adhesion de la proteine
terminale FimH en se deroulant lorsque la force est trop grande, et en s'enroulant ä

petites forces quand l'adhesion est minimale.Alors qu'aux forces oü l'adhesion de FimH
est maximale, la longueurdes pili ne change pas de facon significative. Ce mecanismeest

utile pour resister ä des conditions de flux extremescommeCelles de l'uretre, oü ces

bacteries sont responsables de la majorite des infections. Enfin, des mesures de durees de
vie des terminaisons des pili attachees ä du mannose (par l'intermediairede FimH) ont

ete realisees ä force constante ä l'aide d'un microscope ä force atomique.La proportion
de liaisons ayant une longue duree de vie augmenteavec la force, accroissant ainsi la
dureede vie des liaisons. II en a ete conclu que l'augmentationd'adhesionobserveechez
E. coli est due aux proprietes des liaisons piegeantes de FimH et que ces proprietes sont
supplees par Celles des pili afin d'optimiser leur adhesion aux surfaces.


