DISS. ETH NO. 17436

SINGLE MOLECULE AFM FORCE SPECTROSCOPY
OF BACTERIAL CATCH BONDS

A dissertation submitted to

ETH ZURICH

for the degree of

Doctor of Sciences

presented by
ANTONIO MANU FORERO SHELTON
M.Sc. Physics, University of Washington
_ B.A. Physics, University of California, Berkeley
B.A. Applied Mathematics, University of California, Berkeley

Born Aug 10, 1975

citizen of

Colombia and France

accepted on the recommendation of
Viola Vogel, examiner
Rudolf Glockshuber, co-examiner
Ralph Spolenak, co-examiner

Dieter Schlueter, department head

2007



Abstract

Type I fimbriae are proteinaceous filaments attached to the outer bacterial membrane that
mediate specific attachment of Escherichia coli bacteria via the terminal FimH adhesin to
surfaces presenting the carbohydrate mannose. This adhesin has remarkable mechanical
properties because its binding strength 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—and not other phenomena, are responsible for shear-enhanced adhesion in
bacteria, this study addresses the adhesion properties of fimbriae and FimH using force
spectroscopy. First, by creating an in-vitro assay using only purified fimbriac and
mannose receptors, we were able to reproduce shear-enhanced adhesion with beads
attaching specifically to the surface of a parallel plate flow cell. Thus fimbriae are
sufficient to reproduce shear-enhanced adhesion. Differences in adhesion between beads
of different sizes showed that catch bonds have a technological potential—as shear-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 Atomic Force Microscope (AFM)
the kinetics of fimbriae extension were compared to the lifetimes of the terminal FimH-
mannose complex. We were able to determine that fimbriae, helically coiled polymers in
their relaxed state, extend by uncoiling at rates that can be described by a two-state
(coiled-uncoiled) model. Also, the forces at which fimbriae extend and contract
correspond to ranges of weakening FimH adhesion, suggesting fimbriae complement
FimH with the purpose of optimizing bacterial adhesion to surfaces in a range of fluid
flow conditions. Finally, we measure the lifetimes of fimbrial tips (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 long one corresponding
to weak and strong binding states. We find that force enhances the proportion of bonds in
the strong binding state, increasing the average lifetime significantly. We conclude that
FimH catch bonds are responsible for the force enhanced adhesion observed in bacteria
and that the rest of the fimbrial structure complements them to optimise adhesion.



Résumé (Version abrégée)

Les fimbriae de type I sont des filaments protéiques qui permettent aux bacteries
Escherichia coli d’adhérer de facon spécifique aux surfaces contenant du mannose par
I’intermédiaire de leur protéine terminale FimH. L’adhérence qui en résulte est
remarquable, car elle augmente avec le cisaillement causé par le flux au lieu de diminuer,
comme 1’indiquent la théorie et le sens commun. Cette these suggere que I’amélioration
de I’adhérence est due au fait que FimH est une ‘liaison piégeante’ (catch bond). Une
liaison piégeante est une liaison dont la durée de vie augmente avec la force au lieu de
diminuer, jusqu’a une force critique au-dela de laquelle elle se comporte comme une
liaison normale dite ‘glissante’ dont la durée de vie diminue avec la force. Pour montrer
que ce sont bien des liaisons piégeantes, plutdt que d’autres phénomenes, qui sont &
I’origine de I’amélioration de I’adhésion bactérienne, cette thése propose d’étudier les
propriétés d’adhésion des fimbriae (également appelées pili) et de FimH en utilisant le
microscope & foree atomique comme outil de recherche. Premiérement, I’amélioration de
I’adhésion in-vitro a été mesurée sur des billes microscopiques recouvertes de pili
s’attachant aux parois d’une cellule fluidique. Ceci montre que les pili & eux seuls
suffisent & augmenter I’adhérence et que le reste de la bactérie n’est pas nécessaire. Les
différences d’adhérence observées entre billes de différente taille ont également montré le
potentiel de ces adhésifs comme outils technologiques, par exemple comme senseurs du
taux de cisaillement. Les différences mesurées entre billes montrent €galement que ¢’est
la force exercée sur les liaisons et non le cisaillement lui-méme qui est a I"origine de
I’augmentation d’adhésion. Deuxiemement, grice au microscope a force atomique, un
lien entre la durée de vie des liaisons terminales et la dynamique d’extension des pili a pu
étre établie. Un modgle a deux états a été développé pour décrire la dynamique de
déroulement des pili (normalement enroulés de fagon hélicoidale) en fonction de la force
appliquée. Il a été établi que les pili contribuent a optimiser I’adhésion de la protéine
terminale FimH en se déroulant lorsque la force est trop grande, et en s’enroulant a
petites forces quand 1’adhésion est minimale. Alors qu’aux forces oil I’adhésion de FimH
est maximale, la longueur des pili ne change pas de fagon significative. Ce mécanisme est
utile pour résister 4 des conditions de flux extrémes comme celles de 1’uretre, ol ces
bactéries sont responsables de la majorité des infections. Enfin, des mesures de durées de
vie des terminaisons des pili attachées a du mannose (par I’intermédiaire de FimH) ont
été réalisées 2 force constante a 1’aide d’un microscope & force atomique. La proportion
de liaisons ayant une longue durée de vie augmente avec la force, accroissant ainsi la
durée de vie des liaisons. Il en a été conclu que 1’augmentation d’adhésion observée chez
E. coli est due aux propriétés des liaisons piégeantes de FimH et que ces propriétés sont
supplées par celles des pili afin d’optimiser leur adhésion aux surfaces.



