Anhang

1. Verwendete Abktrzungen

ACF
AM

Ap'/s
AS

ATR
[3-Gal

BlaM
BSA

bp
C-Quelle
CAT
CFTR
cfu

Cl

CT
dNTP

ECA
EDTA
ELISA
EPS

HAP

Kmf/s
LB
LPS
Mbp
mcs
Min
MBK
MHK
MOI
MOPS
MSHA
NAD
ODy

ORF

»accessory colonization factors®
Aulenmembran

Ampicillin resistent/sensitiv
Aminosauren

»acid tolerance response*
[3-Galaktosidase

(3-Lactamase
»bovine serum albumine* (Rinderserumalbumin)

Basenpaare
Kohlenstoffquelle

Chloramphenicol-Acetyltransferase

»Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator protein®
»colony forming units"*

»Competitive index"

Choleratoxin

desoxy Nucleosid- (Adenosin-, Cytosin-, Thymidin-, Guanosin-)
triphosphat

»enterobacterial common antigen*
Ethylendiamin-Tetraessigsaure

»enzyme-linked immunosorbent assay*

»extracellular protein secretion” (Bezeichnung fur das Typll-Sekretions-
system von V. cholerae)

» hemaggl utinin-protease”

»insertion sequence’

Kanamycin resistent/sensitiv

Luria-Bertani

» l1popolysaccharide*

Mega Basenpaare

»multiple cloning site*

Minuten

Minimal e bakteriozide Konzentration

Minimale Hemmkonzentration

»multiplicity of infection®
3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure

»mannose sensitive hemagglutinin“, ein Typ IV Pilus
Nicotinamidadeni ndinucleotid

Optische Dichte bei der Wellenlange "x" (nm)

»open reading frame* (Offenes Leseraster)



pfu
PCR
PAA
PAGE
PBS
R-LPS

RBS
RF

rfb-Gencluster
SDS
Sec

Sm I’/S
B

Tclls
TCA
TCBS
TCP
TRIS
TnX
u.a
UE
UNK
uz
VBNC
VPI
VPS

viv
waa-Gencluster

w/v
Wit

XG
z.B.

»plague forming units*

» polymerase-chain-reaktion”
Polyacrylamid

Polyacrylamid-Gel el ektrophorese
»phosphate buffered saline"

»rough* LPS — dieser Begriff wurde in dieser Arbeit verwendet fir
Mutanten mit verandertem Kernoligosaccharid ohne O-Antigen.

Zur besseren Abgrenzung wurden Mutanten mit intaktem Kernoligo-
saccharid ohne O-Antigen als O-Antigen negative Stdmme bezeichnet.

Ribosomenbindestelle

~replicative form“, Bezeichung fur die doppel stréngige Plasmid-Form des
filamenttsen Phagen CTXF

O-Antigen-Biosynthese-Gencluster

Sodiumdodecyl phosphat

Sekunde

Streptomycin resistent/sensitiv

Tryptone Broth

Tetracyclin resistent/sensitiv

Trichloressigsaure

»thiosulfate citrate bile sucrose”

»toxin coregulated pilus’
Trishydroxylmethylaminomethan

Transposon " X"

unter anderem

Untereinheit

Ubernachtkultur

Ultrazentrifuge

»Vviable but non culturable*

» V. cholerae pathogenicity island”; Pathogenitétsinsel
» Vibrio polysaccharide“ (Bezeichnung fir dasvon V. cholerae O1 El Tor
Stdmmen synthetisierte Exopolysaccharid)

»Vvolume per volume"

Genregion, deren kodierte Produkte an der Biosynthese des Kernoligo-
saccharides beteiligt sind

»weight per volume®

Wildtyp

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-3-D-Gal aktopyranosid
zum Beispiel



2. Sequenzauswertungen

2.1. Homologieanalysen

waa-Gen- AS Sequenzahnlichkeiten zu anderen Proteinen und Accession-Nr./

produkt? mogliche Funktion in V. cholerae Referenz

V.cholerae

GmnD 314  RfaD Haemophilus influenzae (73 % / 83 %) L76100

(VC0240) RfaD E. coli (74%/ 84%) AE000440
RfaD Salmonella tyhimurium (73 % / 82 %) u06472
ADP-L -glycer o-D-manno-heptose-6-epimer ase

ORF1 590  Hypoth. Protein Bacillus subtilis (30 % / 55 %) EGAD

(VC0239) Enthalt konserviertes Motiv, das man bei Polysaccharid- 108618
Deacetylasen findet

ORF2 186  LacA, Galactoside-Acetyltransferase U67549

(VC0238) (188) Methanococcus jannanschii (33 % / 49 %)
putative Acetyltransferase Neisseria meningitis (33 %/ 49 %) AF112478
Glucosyl-Acetyltransferase

Waal 399  Hypoth. Protein HI0874 Haemophilus influenzae

(VC0237) (24 % | 44 %) U32769
Waal E. coli (22 % / 42 % im Bereich der AS 77-334) AF019747
Lipid A-core:surface-polymer-ligase (= O-Antigen Ligase)

WaaF 345  RfaF Pseudomonas aeruginosa (54 %/ 70 %) U73731

(VC0236) (346) WaaF Salmonella typhimurium (53 % / 67 %) u06472
RfaF E. coli (57 %/ 72 %) U00039
Heptosyltransferase ||

WaaC 349  putatives WaaC Bordetella bronchiseptica (21 % / 41 %) AJOQ7747

(VC0235) RfaC Bordetella pertussis (21%/ 41%) X90711
OpsX Haemophilus influenzae (23 %/ 39%) u32712
RfaC Helicobacter pylori (23 %/ 40%) AEO000546
Heptosyltransferase |

ORF3 262  Hypothetisches Protein Actinobacillus pleuropneumoniae

(VC0234) (52%/ 73%) L 19895

WaaA 439  WaaA S. typhimurium (42%/ 62%) AF026386

(VC0233) WaaA E. coli (42%/ 61%) AF019746
Kdo-Transferase

ORF4 126  BcbF Pasteurella multocida (64%/ 80%) AF169324

(VC0232) Hypoth. Protein, vermutlich an Kapselbiosynthese beteiligt (25)



waa-Gen- AS Sequenzahnlichkeiten zu anderen Proteinen und Accession-Nr./
produkt? magliche Funktion in V. cholerae Referenz
V.cholerae
ORF5 527  BcbG Pasteurella multocida (35%/ 51%) AF169324
(VC0231) Hypoth. Innenmembranprotein, vermutlich an Kapsel-
biosynthese beteiligt (25)
ORF6 247  BcbE Pasteurella multocida (46%/ 63%) AF169324
(VC0230) Hypoth. Protein, vermutlich an Kapselbiosynthese beteiligt (25)
ORF7 309 Keinesignifikante Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen
(VC0229)
ORF8 319  Hypoth. Protein MJ1292 Methanococcus jannaschii
(VC0228) (21%/ 42% im Bereich der AS 117-240) C64461
ORF9 251  Hypoth. Protein HI0260.1 Haemophilus influenzae
(VC0227) (47%/ 64%) AAC21931.1
WaaX 355  Hypoth. Protein OpsX Haemophilus influenzae (46%/ 64%) AAC21926.1
(VC0225) (357) OpsX Xanthomonas campestris (40%/ 58%) L 21026
WaaQ Salmonella typhimurium (22%/ 49%) AF026386
Heptosyltransferase |V
LgtF 250  LgtF Haemophilus ducreyi (67%/ 79%) AF215936
(VC0224) (259) R-1-4-Glucosyltransferase
WaaQ 345  Hypoth. Protein Haemophilus influenzae (55%/ 70%) u32734
(VC0223) WaaQ Haemophilus ducreyi (55%/ 68%) AF215936
Hypoth. Protein Jhp1204 Helicobacter pylori (34%/ 51%) AEO001546

Heptosyltransferase 111

Tabelle 14: Sequenzahnlichkeiten der Produkte des waa-Gencluster zu anderen Proteinen. Die Protein-
bezeichnung fir V. cholerae erfolgte nach der neuen Nomenklatur fiir Polysaccharid-Biosynthese-Gene (172). In
Klammern wurde die Identitat/ Ahnlichkeit zu den genannten Proteinen in % angegeben. 1) In der Zwischenzeit
wurde die V. cholerae Genomsequenz verdffentlicht (85) und es ist nun mdglich ,online" auf die ausgewerteten
Sequenzdaten zurtickzugreifen (TIGR). Die ausgewerteten Daten aus der Tabelle wurden mit der Genomsegquenz
verglichen. Kleinere Abweichungen ergaben sich in der Anzahl der AS der einzelnen ORFs. Die offizielle ORF-
Bezeichnung sowie die Anzahl der AS wurden in Klammern nachtréglich eingefigt.

Anmerkung:

- Ein zusétzlicher ORF (VC0226) mit 31 ASwurdein der V. cholerae Genomdatenbank annotiert, der in der Tabelle
nicht aufgefhrt ist.

- ORF VC0222 wurde in der V. cholerae Genomdatenbank als L PS-Kernbiosynthese-Gen kdtB annotiert aufgrund
hoher Homologien zu kdtB von E. coli (61%/74%, Acession-Nr. AE000441). Funktionelle Analysen in E. coli haben
aber gezeigt, dal? das Genprodukt KdtB an der Coenzym A-Biosynthese beteiligt ist und nichts mit der LPS
Biosynthese zu tun hat. In E. coli wurde kdtB umbenannt in coaD (73). Dieser ORF wurde deshalb nicht in das waa-
Gencluster einbezogen.
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Abb. 31: DNA- und Proteinsequenz der putativen O-Antigen-Ligase (waal) und Heptosyltransferasel (waaF).
Eingezeichnet sind weiterhin die Deletion im Stamm P27459res118 sowie die verwendeten Sequenzierprimer.
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