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ABSTRACT 

 

GdpS of Staphylococcus aureus affects biofilm formation in 

the presence of glucose through regulating extracellular 

DNAs 

 

Kwon, An-Sung 

Advisor : Prof. Lim, Yong, M.D. Ph.D 

Department of Bio new drug development 

Graduate School of Chosun University 

 

The gdpS gene in Staphylococcus aureus contains GGDEF domain, which is 

implied in diguanyl cyclase activity. Recently, the staphylococcal gdpS gene 

was proposed to upregulate biofilm formation via icaADBC encoding 

polysaccharide intercellular adhesin in the presence of NaCl. In this study, 

deletion of gdpS gene in 8325-4 and seven clinical isolates of S. aureus 

enhanced the biofilm formation in the presence of glucose in the dose-

independent manner. Neither the icaADBC operon nor sigB affected the biofilm 

formation by the gdpS mutant. In biofilm detachment assays, while either 

proteinase K or NaIO3 treatment did not affect biofilm integrity, DNase I 

treatment resulted in greatly reduced biofilm, suggesting that extracellular 

DNAs (eDNAs) is an important component of the biofilm. The importance of 

eDNAs in biofilm formation was confirmed by the observation that, in a real 

time PCR analysis, eDNA level was increased in gdpS mutants compared with 

that of the parental strain. Inactivation of cidA, holin-like autolysis 

regulator gene, reversed the biofilm formation of the gdpS mutant of 8325-4. 
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On the contrary, the biofilm formation was still enhanced in the cidA gdpS 

double mutants of the clinical isolates including YL50, showing that cidA 

role in biofilm formation depends on the strain background. In addition, 

autolysis analysis displayed that the gdpS mutant of 8325-4 and the cidA 

gdpS double mutant of YL50 were the most susceptible to addition of Triton 

X-100. Interestingly, the enhanced biofilm formation of the cidA gdpS double 

mutant of CM75 was reversed by disrupting σB, which was not found in the 

other clinical strains, indicating that the effect of GdpS in 8325-4, which 

is devoid of σB activity, on biofilm formation via cidA was strain-dependent. 

Finally, disruption of the atl encoding major autolysin in the gdpS mutants 

of CM01 and CM09 clinical strains resulted in the lack of the biofilm 

formation. Collectively, in the presence of glucose, GdpS in S. aureus 

affects biofilm formation through regulating lysis-associated genes 

including atl and cidA genes.  
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I.  

 

Biofilm 란 planktonic cells 과는 달  hydrated matrix 에 bacteria 들  

거나 러 여 는 bacterial community 다 (16). 많  bacteria 들  

체내  죽  조  뿐만 아니라, 다양한 료  에 착하여 biofilm  

하  한다. Biofilms  extracellular matrix 는 exopolysaccharides, surface 

proteins 과 어 extracellular DNAs (eDNAs)  어 다 (31, 52, 67). 

Extracellular matrix 에 러  bacteria 는 체내 역체계  공격  쉽게 

제거  않는다 (7). 또한, biofilm  하는 bacteria  경 , planktonic 

태  bacteria 에 비해 약 100 에  1000   높  항생제 내  

보 는 , 것  i) 항생제  biofilm 내  penetration  어  문 고, ii) 

biofilm 내  bacteria 는 planktonic cells 에 비해 적  식   

태  문 , iii) 다양한 gene expression  해 metabolic activity  

시켜 항생제 치료가 어 게 만들  문 다 (44, 50). Biofilm  달 과정  

크게 2 단계  과정  해 다. 첫 째 단계는  착 단계 , 

하   포들  에 달라 어 착  bacteria  하는 과정 고, 

 째 단계는 microcolonies  집합들  여  보다 숙한 biofilm  

하는 과정 다 (43).  

Staphylococcus aureus 는 sepsis, endocarditis 등과 같  병  하는 

감염균  알 져 고 (3, 15), 특히 병원 감염  한 원 균  다양한 

료  에 biofilm  하여 만 적  적  감염  킨다 (5). 

Staphylococcus epidermidis , S. aureus 에 는 polysaccharide intercellular 

adhesin (PIA) 또는 polymeric N-acetyl-glucosamine (PNAG)  encoding 하는 

icaADBC operon  biofilm 에 여하 , icaADBC operon  expression  

조절에는 icaR, sarA 그 고 sigB 가 여한다 (6, 10, 13, 17, 22). O’Neill 등  

(42) MRSA strains  biofilm 에는 icaADBC operon  여하  않고, protein, 

 surface protein  여함  보고하 다. 적  surface proteins  

알  microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules 
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(MSCRAMMs)  host  조 나, 다양한 에 달라  해 필 한 

components , sortase enzyme  conserved  LPXTG motif  식하여 

MSCRAMMs  cell wall 에 anchoring 한다 (37). S. aureus 는  22 개  

LPXTG motif  닌 MSCRAMMs  다고 알 졌고 (37), MSCRAMMs 

proteins  deletion  S. aureus  biofilm  감 시킨다고 보고 었다 (14, 

39, 66).  

S. aureus  cell lysis  death 에 여하는 genes  tight 하게 조절 다. 

에 여하는 적  genes  atl (9), cidA (52), lrgA (21) 등  다. Cell 

lysis  해 release  eDNAs 는 biofilm matrix   한 역할  

한다. S. aureus 에  atl  mutation   attachment  저해하여 biofilm 

 억제한다 (9). Murein hydrolase activity 에 어    과  보 는 

cid operon 과, lrg operon 에 해 S. aureus  cell death  cell lysis 가 조절 다 

(21, 51). 근에, Rice 등  (52) S. aureus 에  murein hydrolase regulator  

cidA 가 cell lysis 에 여하고, eDNAs release  저해  해 biofilm  

억제한다고 보고하 다. 에 lrgAB  mutation  eDNAs  release  

가시켜  biofilm  가시킨다고 보고 었다 (36).  

Bis-(3’-5’)-cyclic dimeric guanosine monophosphate (c-di-GMP)는 근에 

게 알  secondary messenger , 처 에는 cellulose synthase  

allosteric activator  Gluconacetobacter xylinus 에  동정 었다 (55). c-di-

GMP 는  개   activity  니는 enzyme 에 해 조절 다. 그  

하나는 c-di-GMP  합 에 여하는 diguanylate cyclase (DGC) 고, 다  

하나는 c-di-GMP  degradation 에 여하는 phosphodiesterase (PDE)다. 

GGDEF conserved domain  포함하는 DGC 는 2  guanosine triphosphate 

(GTP)  c-di-GMP 태  catalyze 시키는  해 (45), c-di-GMP 는 EAL 나 

HD-GYP  포함하는 PDE 에 해  가수 해 다 (12). Galperin (19)에 

 GGDEF 나 EAL 또는 HD-GYP domain proteins  encoding 하는 gene  

균에  다수가 존 한다. 그람 균에 는 포내  c-di-GMP 가 농 가 

높아 수  biofilm  가하여, c-di-GMP 는 biofilm  시킨다 
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(26). 에 그람 양 균  S. aureus  경  합  c-di-GMP  포  

처 해 주  biofilm  저해 다 (27). S. aureus 에는 DGC   

는 GGDEF domain (SA0701)  갖고 는 단  하나 , modified 

GGDEF domain  가 고 는 단  하나 다 (SA0013). S. epidermidis 나 

S. aureus  경 GGDEF domain  닌 포내  gene (GGDEF-containing 

domain protein from Staphylococcus, GdpS)  mutation 시키  biofilm  

저해 었 , 런  c-di-GMP 하고는  없  어난다 (23). 하 만, 

Shang 등  GdpS 가 S. aureus  biofilm 에 어 한 향  끼치  않는다고 

보고하 다 (57). 처럼 staphyloccoci 에  GdpS  biofilm 에 미치는 향에 

한 존 보고에는 다  차 가 다. 

본 연 에 는 적  그람 양 균  S. aureus 에  DGC  보 는 

것  는 gdpS gene  deletion 시킨 , GdpS 가 S. aureus  biofilm 

에 미치는 향  하 다. 
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II. 료   

 

1. Strains, plasmids  growth conditions 

 연 에  Escherichia coli (E. coli)  포함한 S. aureus, plasmids  

primers는 각각 Table 1과 2에 나타냈다. S. aureus는 적   Tryptic Soy 

Broth (TSB, Difco Laboratories, REF211825), TSB without Dextrose (TSB, Difco 

Laboratories, REF286220), Brain Heart Infusion (BHI, Oxoid REF408009) 또는 

Tryptic Soy Agar (TSA)  하 고, DH5α (NEB, Cat No C2987I)는 Luria-

Bertani (LB)  하여 양하 다. 든 bacteria는 37℃에  200 

revolutions per minute (rpm)  shaking culture 하 다. 실험에  항생제  

농 는 chloramphenicol  5 또는 10 ug/ml, ampicillin  50 ug/ml 었다. 

Restriction 능  없고 modification  가능한 S. aureus strain  RN4220  

electroporation  한 recipient cells  었다.  

 

2. DNA manipulations 

 Chromosomal DNA는 Reischl 등   하여 하 다 (49). 하

는 , TSA plate에  란 S. aureus 1 loopful  200 ul  lysis buffer (1% 

Triton X-100, 0.5% Tween 20, 10 mM Tris-HCl (pH8.0), 1 mM EDTA)에 시킨 

, 100℃에  10  동안 끓 다. 물  centrifuge  하여 침전시키고 

층액만  tube   , 층액  polymerase chain reaction (PCR)  

template  하 다. Plasmid DNA   iNtRON  plasmid DNA 

extraction kit (iNtRON, Cat No 17091)  하 다.  연 에  restriction 

enzymes  New England Biolabs (NEB), T4 DNA ligase는 Elpisbiotech  제  

하 다 (Elpisbiotech, Cat No EBT-1025). DH5α  transformation  Inoue 등

  하 다 (25). RN4220  electroporation  Cyto Pulse Science

  하 다. Electroporation 조건  Cyto Pulse PA-3000 (Cyto Pulse 

Science)  하여 1mm gap cuvette에 1100 V/cm, pulse width는 1 ms, 

number of pulses는 2 , interval between pulses는 0.2  주었다. Target strain
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에 한 transduction  bacteriophage 52A (ATCC number 27693-B1TM)  하

다. 

 

3. gdpS gene  allele replacement 

gdpS  deletion mutant construction  해 Bae 등  고안한 pKOR1 

Gateway recombination system  하 다 (4). 저 gdpS gene  open 

reading frame (ORF) upstream에 는 ~1.1 kilo base pairs (kbp)  

attB1_gdpS_F  gdpS_sacII_R primer , downstream에 는 ~1.2 kbp  

gdpS_sacII_F  attB2_gdpS_R primer  하여 각각 폭하 다. 폭   개

 PCR fragments는 SacII enzyme (NEB, Cat No R0157)  해  restriction 

시킨 , T4 DNA ligase  하여 ligation 시켰다. ligation  fragments  

template  하여 attB1_gdpS_F primer  attB2_gdpS_R primer  다시 한  PCR

하여 폭시킨 , PCR products  pKOR1 vector  함께 Gateway BP clonaseTM 

II Enzyme Mix (Invitrogen, Cat No 11789-020)  하여 에  

recombination 시켰다. Recombination  plasmid는 DH5α  42℃에  30 간 

heating하여 transformation시켰다. Mini-prep  해 맞는 것   plasmid는 

pGdpS1  하여 RN4220  electroporation시킨 , bacteriophage 52A  

하여 target strains  transduction 시켰다. pKOR1  한 allele 

replacement는 non-permissive 조건에  염 체 안  plasmid가 insertion 하는 

과정과, permissive 조건에  plasmid  loss  키는 2 step  거쳤다. 간략히 

하 , 처 에는 동 조합 (homologous recombination)  해 염 체 안

 끼어들어갈 수 는 포  하  해  chloramphenicol 5 ug/ml TSB

에  non-permissive  43℃  하루 동안 키웠다. 그 다  날에는 

chloramphenicol 5 ug/ml TSA plate에 streaking한 , 43℃에  하루 동안 키웠다. 

다 날, plasmid   하게 하  해  plate에  1 colony  항생

제가 없는 TSB에 접종해  30℃에  하루 동안 키웠다. 다  날, 100 ng/ml  

anhydrotetracycline  들어 는 TSA plate에 말 하 고, plasmid loss는 

chloramphenicol 5 ug/ml  첨가  TSA plating  해  하 다. gdpS가 
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deletion  strain  chromosomal DNA  한 , gdpS gene 내  primers  

하여 한   하 다. 실험에  다  genes  mutation  gdpS 

mutant  만드는 것과 동 한  시행하 다. 든 mutant는 저 각각  

gene 내  primers  해  PCR   하 고, sequencing  하여 

deletion 었  종 하 다. 

 

4. gdpS mutant  complementation 

 gdpS gene  promoter region  포함한 전체 gdpS gene  complementation

 NCTC8325  sequence  탕  gdpS_C_EcoRI_F  gdpS_C_BamHI_R 

primers  하여 PCR  폭시켰고, gdpS gene  N-terminal 

complementation  promoter region과 함께 175  amino acid (a.a)  

gdpS_C_EcoRI_F  gdpS_C_N term_BamHI_R primers  하여 PCR  폭시

켰다. C-terminal complementation  저 gdpS_C_EcoRI_F  gdpS_C_R_KpnI

 promoter region  PCR한 , gdpS_C_F_KpnI과 atg 염  첨가해  

gdpS_C_BamHI_R primers  176   a.a  PCR  폭시킨 , 

KpnI enzyme  각각  fragments  restriction 시키고 T4 DNA ligase  하

여 ligation 시켰다. , ligates  template  해  다시 한  

gdpS_C_EcoRI_F  gdpS_C_BamHI_R primers  하여 PCR  폭시켰다. 각

각  complementation  해 폭  PCR product는 EcoRI과 BamHI enzyme

 restriction 시킨 , EcoRI과 BamHI  restriction  pLI50 vector에 ligation 

시켰다. DH5α에 transformation 시킨 , positive   clones  sequencing

 하여 한   하 다. 종  clones  plasmid DNA는 RN4220

 electroporation 하고 bacteriophage 52A  하여 8325-4 strain  wild 

type 나 gdpS mutant에 transduction 시켰다.  

 

5. Biofilm assay 

 Biofilm assay는 96 well polystyrene microtiter plate (SPL, Cat No 30096 )에  

Kwon 등  한  수정해  하 다 (30). 간략히 보 , 하루 동안 
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양  각각  균  0.5% glucose가 첨가  TSB (W/O)-0.5% glucose 에 

200  희  시켜  각 well 다 200 ul씩 triplicate  넣어 주었다. 24h 동안 

37℃ incubator에  standing culture한 , Phosphate Buffered Saline (PBS)  3

 척  하고 공  에  말  , 0.25% crystal violet (C.V)  1 간 염 하

다. 염  끝나  다시 PBS  3  척한 , microplate reader (SunriseTM; 

Tecan Co)  하여 590nm에  흡  측정하 다. 

 

6. Biofilm detachment assay 

 gdpS mutant에  가  biofilm matrix가 무엇  알아보  해  실시한 

biofilm detachment assay는 Toledo-Arana 등에 한  하여 하

다 (63). Biofilm  에  한 biofilm assay 과 동 하게 시행하 고 

24h  난 , 각각  wells에 10 mM sodium meta-periodate (Sigma, Cat No 

S1878) 또는 100 ug/ml proteinase K (Invitrogen, Cat No 25530-015)  첨가하여 

2h 동안  37℃에  양하 다. eDNAs에 한 과  알아보  해 는 Rice 

등(52)   하 다. 24h 동안 biofilm  시킨 wells에 5 U/ml 

RNase-free DNase I (Takara, Cat No 2270A)  첨가하여 2h 동안 37℃에  양

했다. 아무것  넣  않   negative control  하 고, 양  끝나  

PBS  3  척한 , C.V  염  하고, 590nm에  흡  측정하 다.  

 

7. RNA purification과 Real-time PCR 

 하룻 동안 양한 각각  bacteria 포들  6 well plate에 200  희 하여 

24h 동안 standing culture 하 다. 양  끝나  층액  고, 각각  포

는 한 곳에 아 PBS  3  척 하 다. Total RNA는 7.5 µg  lysostaphin 

(Sigma, Cat No L7386)  첨가  50 mM EDTA buffer 100 ul에 포들  시킨 

, 37℃에  10 간 incubation시킨 , TRIzol Reagent (Invitrogen, Cat No 

15596-026)  manual에 라  했다. Total RNA에 존 하는 여  genomic 

DNA는 RNase-free DNase I (Takara, Cat No 2270A) 처  해  없애고, 순수

한 Total RNA  정제는 acid phenol:chloroform (Ambion, Cat No 9720)  했
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다. 적  는 reverse transcription PCR (RT-PCR) 나 Real-time 

PCR  한 cDNA 합  M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen, Cat No 

28025-013)  manual  라  reverse transcription 시켰다. RT-PCR 나 

Real-time PCR  한 각각  genes, internal control  16S ribosomal RNA  

 하  한 primer sequences는 Table 2에 나타냈다. Real-time PCR  

Mx3000PTM (Stratagene)  하 고, 든 gene들  적   측정하  

해  SYBR Premix Ex TaqTM (Takara, Cat No RR041)  PCR하고 expression 

양  Livak 등 (33)  2-△△C
T  하여 하 다. 각각  실험  적어

 3   복하 고, 적  평균값과 편차  결과  나타내었다. 

 

8. eDNAs 측정 

 포   eDNAs는 Rice 등   하여 정량  하 다 (52). 각

각  strains  96 well plate에 triplicate  접종하여 24h 동안 standing culture 하

다. 24h  난 , plate는 4℃ 냉 고에  1h 동안 chilling 시켰고 1 ul  0.5M 

EDTA  각각  wells에 첨가하 다. 층액   , 척  않  biofilm  

원심   TES buffer (50 mM Tris HCl, 10 mM EDTA, 500 mM NaCl, pH8.0)  

시키고 차갑게 cooling   tube  겼다. 4℃에  13,000 rpm  5

간 원심  하여 각각  층액 100 ul씩  300 ul가 들어 는 TE buffer (10 mM 

Tris HCl, 1 mM EDTA, pH8.0) tube  겼다. Phenol/chloroform/isoamyl alcohol 

(25:24:1, Sigma, Cat No P2069)  하여 eDNAs  하 고, chloroform

 한   정제하 다. 층  3  피  차가  100% ethanol과 1/10 피  

3M sodium-acetate  하여 mix한 , -20℃에  하루 동안 보 하 다. 침전

 eDNAs는 4℃에  13,000 rpm  20 간 원심  하여 얻었고, 70% ethanol

 척하 다. 공  에  eDNAs  건조 시킨 , 30 ul  D.W  첨가하 다. 

eDNAs 정량에 한 4개  real-time PCR  primers는 Table 2에 나타냈다. 

PCR에   SYBR Premix Ex TaqTM  manual  시행하 고, 

Mx3000PTM  다 과 같  조건  하여 적  정량  하 다: 1단계 95  

10 , 2단계 (95  5 , 60  20  해  40 cycles). 적   비 는 
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real-time PCR과 찬가  Livak 등  2-△△C
T  하여 하 다. 

 

9. Autolysis assay  zymogram analysis 

 Triton X-100  처 한 autolysis assay는 Ingavale 등   하 다 

(24). 하루 동안 양  각각  bacteria 포들  0 또는 0.01, 0.1% Triton X-

100  첨가  TSB (W/O)-0.5% glucose에 100  희  시켰다. 37℃에  

shaking culture 하 고, 매 시간 다 650nm에  흡  측정하 다.  

Murein hydrolase  detection  해 는, Mani 등   하여 

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  탕

 하는 zymogram analysis  시행하 다 (35). 간략히 하 , 저 crude cell 

walls  peptidoglycan  해 하룻  양한 RN4220 cells   12.5 

ml  TSB (W/O)-0.5% glucose 에 1:200  희 하여 exponential phase에 

달할  양했다. 원심  , PBS  3  척하고 4% SDS 0.5 ml  첨

가하여 90 간 37℃에  incubation 시켰다. 100℃에  10 간 heating 시킨 , 

원심  하여 pellet만 하  전  -70℃에 보 하 다. Autolysin  함

한 murein hydrolase fraction   해 하룻  양한 8325-4  YL50 

strains   12.5 ml  TSB (W/O)-0.5% glucose 에 1:200  희 하여 

exponential phase에 달할  양했다. 원심  , PBS  3  척하고 

125 ul  SDS-PAGE sample buffer  원심   pellet에 첨가하여 시켰다. 

물  100℃에  3 간 heating 시킨 , 15,000g  원심  하여 층액만 

하  전  -70℃에 보 하 다. SDS-PAGE에  lytic activity  측정  

해  RN4220  crude cell walls peptidoglycan  12% resolving gel에 첨가하여  

gel  한 , autolysin fraction  함  각 samples  murein hydrolase  

loading 했다. 100V  전 동  한 , 전 동  끝난 gel  D.W  하여 

10  간격  1h 동안 척하 다. Proteins  renaturation  해 1% Triton X-

100  함 한 Tris-HCl (pH8.0)에 gel  12-16h 동안 incubation 시켰다. 

Incubation  끝난 gel  0.01% KOH  함 한 1% methylene blue  하여 1h 

동안 에  염 시켰고, 10 다 척하 다. Lytic activity  보 는 band들  
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gel 에  clear zones  찰 었다. 
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III. 결과 

 

1. Glucose 존  하에  gdpS mutation  S. aureus 8325-4 strain  다  

clinical isolates  biofilm  가시킨다.  

Bis-(3’-5’)-cyclic dimeric guanosine monophosphate (c-di-GMP)는 균에 어 

secondary messenger  biofilm, virulence, motility 등에 여한다 (55, 61, 62). 

c-di-GMP 에 한 연 는 Vibrio cholerae 나 Pseudomonas aeruginosa 등과 같  

그람  균에  히 연 었 나, 그람 양 균에  c-di-GMP 에 한 

연 는 적  족하다. 라 , 본 연 에 는 적  그람 양 균  S. 

aureus 에  diguanylate cyclases (DGC)  보 는 것  는 

GGDEF-containing domain protein from Staphylococcus (GdpS, SA0701 in S. 

aureus N315) gene  deletion 시킨 , GdpS 가 S. aureus  biofilm 에 

미치는 향  하 다. 8325-4 strain  하여 gdpS gene  deletion 한 

YL84 ( △ gdps) strain 과 8325-4, wild-type, complemented strain  YL84 

(pKAS1)  TSB (W/O) (Difco, Lot No. 286220) 에 0.5% glucose  첨가한 

TSB (W/O)-0.5% glucose 에  양 , biofilm assay  시행하 다. Fig. 1A 에  

볼 수 듯 , YL84 (△gdps) strain  경  wild-type 에 비해 약 2.5  

biofilm   하 다. 또한, complemented strain  YL84 (pKAS1)  biofilm 

 wild-type 보다 비슷하거나 히  감 하는 것  하 다. Cinical 

isolates 에  gdpS gene  mutation  biofilm 에 미치는 향  하고 , 

8325-4 strain 에  했  동 한  methicillin-susceptible S. aureus 

(MSSA) strain  YL50, CM75 strain 과 methicillin-resistant S. aureus (MRSA) 

strain  CM01, CM09, CM10, CM62, CM67 등  7 strains  gdpS gene  

deletion 시킨 , biofilm assay  시행하 다. 본 양조건에 는 실험에 한 

든 clinical isolates  경 에  역시 각각 gdpS mutant 에  biofilm  

가 는 것  하 다 (Fig. 1B). 러한 결과  해  gdpS gene  S. 

aureus biofilm 에 여하 , gdpS gene  mutation  glucose 존  하에  

S. aureus biofilm  하는 것  할 수 었다. 
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2. gdpS gene  C-terminal domain  encoding 하는 gene  

complementation  biofilm 에 향  미치  한다. 

 GdpS  8325-4 strain  gene sequence  탕  S. aureus  다  

strain 들 (TW20, USA300, Newman, COL, USA300 FPR3757, 04-02981, ED98, 

Mu3, JH1, JH9, MU50, N315, MSSA476, MW2, RF122, ST398, MRSA252)과 

차  Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 검  한 결과, MRSA252 

strain 에   10 개  base pair (bp) 차  보 만 검 한 S. aureus 

strains  GdpS protein 열   동 하 다. SMART (http://smart.embl-

heidelberg.de)  한 amino acid (a.a) 열 검 결과, GdpS 는 전체 356 개  

a.a  가 고   N-terminal domain 에는 3 개  transmembrane 

domain (각각 5-24, 124-146, 153-175 째 a.a)과 1 개  5 transmembrane 

receptors of the Lyts-Yhck type (5TMR-LYT) domain (30-116 째 a.a)  가졌고, 

C-terminal domain 에는 GGDEF domain (177-351 째 a.a)  가 고 다 (Fig. 

2A). N-terminal  5TM-5TMR-LYT domain  포  metabolism  조절에 

여하는 LytS/LytT two-component system  sensor 에 해당하는 LytS  

transmembrane region  한다고 알 졌고 (2), C-terminal 에 conserved  

GGDEF domain  c-di-GMP  합 하는 DGC  encoding 하는 protein 들에  

highly conserved 어 는 domain 다 (19). 본 실험에 는 gdpS mutant 

YL84(△gdpS) strain 에  biofilm  가 는  c-di-GMP  

합 한다고 알  GGDEF domain 에 해 complementation 는  하고  

하 다. 그러  해  저 full-length protein  encoding 하는 gdpS gene  

pLI50 에 포함한 pKAS1, gdpS gene  N-terminal domain  encoding 하는 

gdpS gene  pLI50 에 포함  pKAS2, C-terminal domain  encoding 한 gdpS 

gene  pLI50 에 포함한 pKAS3  하 다.  들 plasmid  wild-type 

또는 YL84 (△gdpS) strain 에 각각 complementation 시켰다. TSB (W/O)-0.5% 

glucose 에  24h-incubation , biofilm assay  시행한 결과, YL84 

(△gdpS) strain 에 full-length gene  complementation 시킨 YL84 (pKAS1) 
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strain 에 는 존  결과  동 하게 wild-type 수 biofilm  감  

에, YL84 (△gdpS) strain 에 gdpS gene  N-terminal 또는 C-terminal 

domain  complementation 시킨 YL84 (pKAS2) 그 고 YL84 (pKAS3) strain  

biofilm  YL84 (△gdpS) strain  biofilm 과 차 가 없었다 (Fig. 2B). 

러한 결과  해  GdpS protein  N-terminus  GGDEF motif 가 는 

C-terminal domain 는 YL84 (△gdpS) strain  complementation 시킬 수 

없 , 전체 gdpS gene  complementation  해 만 complementation 는 

것  알 수 었다. 

 

3. gdpS mutation  NaCl 과 glucose 존 무에 라 biofilm 에  

향  미친다. 

 근에 Holland 등  (23) S. epidermidis 에  gdpS mutant strain  BHI 

(Oxoid)  4% NaCl  첨가  BHI 에 각각 24h-incubation 한 , biofilm 

assay  실시한 결과, BHI 에 는 큰 차 가 없었 만 4% NaCl  첨가한 BHI 

에 는 gdpS mutant  경  biofilm  wild-type 에 비해 감 하 고, 

complemented strain 에 는 wild-type 에 비해 3  정  가하  

보고하 다. 또한, Shang 등  (57) NCTC8325 에  gdpS mutant  만들어  

BHI 또는 BHI 에 4% NaCl  첨가   TSB (soybean-casein digest medium 

USP; Oxoid) 또는 4% NaCl  첨가  TSB 에  24h-incubation 한 , 

biofilm assay  실시하 만 gdpS mutant  wild-type  biofilm  

동 하다고 보고하 다. 존 보고 들   한 결과가 한  

조  차  한 것  하  해   실험에 는  다  

 , BHI  TSB 그 고 들 에 glucose, NaCl 첨가 무에 라 gdpS 

gene 에 한 biofilm  차  보 는  하 다. 본 연 에 는 미 

본  한 0.5% glucose  넣  TSB (W/O)-0.5% glucose,  

조 에 0.25% glucose 가 포함  TSB (W) (Difco, Lot No. 211825), 4% NaCl  

첨가한 TSB (W)-4% NaCl,  조 에 0.2% glucose 가 포함  BHI (Oxoid, Lot 

No. 408009) 그 고 BHI 에 4% NaCl  첨가한 BHI-4% NaCl 에  biofilm 
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 하 다. 그 결과 TSB (W/O)-0.5% glucose 에 는 YL84 (△gdps) 

strain  wild-type, 8325-4 strain 에 비해 biofilm  약 6  정  

가하 다. 하 만, BHI-4% NaCl  첨가한 에 는 Holland 등  (23) 

보고  동 하게 YL84 (△gdpS) strain  biofilm  감 함  하 , 

TSB (W)-4% NaCl 에  BHI-4% NaCl 에  양한 경  동 하게 

YL84 (△gdpS) strain  biofilm  감 하 다 (Fig. 3).  gdpS mutant 는 

0.5% glucose 가 는 에 는 wild-type 에 비해  biofilm  가 

하 고, 4% NaCl  는 에 는   biofilm  억제 었다. 

NaCl 과 glucose  첨가하  않  TSB (W)  BHI 에 는 YL84 (△gdpS) strain 과 

wild-type strain  biofilm   않았다. 러한 결과는 내  0.25% 

하  glucose 농 에 는 GdpS 가 biofilm 에 향  주  않는 것  알 수 

었다.  결과  종합해보 , gdpS gene  TSB  BHI 에 없  

양 내  4% NaCl  0.5% glucose 존  무에 라 biofilm 에 

어   결과  하는 것  판단 었다. , 본 실험에 는 TSB 

(W/O)-0.5% glucose  본  하여 S. aureus 에  gdpS gene  

biofilm 에 미치는 향과 그 전  하고  하 다. 

 

4. 0.5%  Glucose 농 에 는 농 에 계없 , glucose 가 존 하는 경  

gdpS mutant 는 24h 양 , biofilm  가 다. 

본 연 에 는  다  environmental factor 에 라 gdpS mutation  

biofilm 에 미치는 향  하고  하 다. Chan 등  (11) S. aureus  

environmental stress 가 sigma factor B (sigB)에 해 조절 다고 보고하 다. 본 

실험에  한 8325-4 strain  경  rsbU gene  11bp deletion  해 

sigB 에   알 져  문에 (29), sequencing  해  rsbU 

gene sequence 에  없고, sigB 에 해 조절 다고 알  asp23 gene 

expression 에  없  한 YL50 strain  8325-4 strain 과 함께 실험에 

하 다 (20, 56). 들 wild-type strains, gdpS mutants, complemented 

strains  glucose 농  0.5%에  4%  2 fold 가시켜 각각 넣   
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다  glucose 농  TSB (W/O) 에  4h-incubation 그 고 24h-incubation 

, 각각 biofilm assay  시행하 다. sigB 에  는 8325-4 strain  YL84 

(△gdpS) strain , glucose  0.5%에  4%  넣  TSB (W/O) 에  4h-

incubation 시, glucose  넣  않  control 과 동 하게 biofilm  하  

않았다. 그러나 8325-4, wild-type  glucose 농 가 가할수  biofilm  

감 하 , complemented strain  YL84 (pKAS1)  glucose 가 존 하는 경  

농 에 계없  control 에 비해 biofilm  가 었 나 농 에  

는 없었다 (Fig. 4A). 그러나, 24h-incubation  실시한 biofilm assay 

결과에 는 YL84 (△gdpS)는 wild-type 과 complemented strain  YL84 

(pKAS1)에 비해 2   biofilm   많  하  glucose 농 에  

biofilm  차 점  없었다 (Fig. 4B). sigB 가 intact 한 YL50 wild-type 

strain 과 YL81 (△gdpS) mutant, complemented strain  YL81 (pKAS1)  biofilm 

assay 결과 역시, 0.5%에  4%  glucose 농  하에  8325-4  그 

derivatives  동 한 biofilm  결과  하 다 (Fig. 4C and 4D). 또한, 

NaCl 과 etahnol  0.5%에  4%  각각 넣   다  농  TSB (W/O) 

에  wild-type, 8325-4 strain, YL84 (△gdpS) mutant, complemented 

strain  YL84 (pKAS1) strain 간  biofilm  정  한 결과, control  

NaCl, ethanol  넣  않  TSB (W/O) 에  biofilm 과 차 가 없었다 

(data not shown). YL50 strain  경  wild-type, YL81 (△gdpS), complemented 

strain  YL81 (pKAS1)  NaCl, ethanol 농  달 한 TSB (W/O) 에  

biofilm  결과는, 8325-4 strains  경  역시 동 하게 strain 간  차 가 

없었다 (data not shown). 본 실험  결과에  gdpS gene  경  sigB  

무  계없  그 고, 0.5%  glucose 농 에 는 농 에 계없 ,  

glucose 존  무에 라 biofilm 에 여함  알 수 었다. 또한 gdpS 

gene mutation  log phase  4h 는 biofilm  억제하 , stationary 

phase  24h 에 biofilm  가시키는 것  알 수 었다.  
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5. gdpS gene  NaCl  넣  않  TSB (W/O)-0.5% glucose 에  ica 

operon  한 biofilm 에 여하  않는다. 

 S. aureus  icaADBC operon  Polysaccharide intracellular adhesion (PIA)  

encoding 하 , S. aureus  biofilm 에 PIA 가 여  한다고  알 져 다 

(34). 라  gdpS mutant 에  biofilm  가하는 것  PIA 생 과  

는  하  해 , 8325-4, YL50, CM09 strains 에 각각 gdpS icaADBC 

double mutants  만들어  TSB (W/O)-0.5% glucose 에  양 , biofilm 

assay  시행하여 gdpS mutant 에  가  biofilm  ica operon 과  

었는  여  알아보고  하 다. 그 결과, 8325-4 strain  gdpS icaADBC 

double mutant  YL440 strain 과, sigB activity 가 intact 한 YL50 또는 CM09 

strains  gdpS icaADBC double mutant  YL478, YL474 strain  biofilm 

phenotype   각각  gdpS mutant phenotype 과 적  차 가 없었다 

(Fig. 5). 러한 결과는 TSB (W/O)-0.5% glucose 에  양 시 gdpS 

mutant 에  biofilm  가에 PIA  encoding 하고 는 icaADBC 

operon  여하  않고, sigB  activity 는 무 함  시 하고 다. 

 

6. gdpS mutant  biofilm  가는 eDNAs 가 여한다. 

 eDNAs 는 surface protein, PIA  어 biofilm  포  하는 

하나  factor  알 졌고, 근에 들어  biofilm  eDNAs  양에 

존적  루어 다는  보고들  었다 (36, 52). 본 실험에 는 

gdpS mutant 에  biofilm  wild-type 에 비해 가하는 것  protein 과 

PIA  다  factor,  eDNAs  는  하고  biofilm detachment 

assay  시행하 다. TSB (W/O)-0.5% glucose 에  하룻  양 ,  

mature biofilm 태  8325-4 strain 과 YL50 strain 에 proteinase K, DNase I, 

sodium meta-periodate (NaIO3)  각각 처 하고, 2h 동안 37℃에  양 한  

척하 다. 그 결과, 8325-4  YL50 strain  mature biofilm 에 proteinase K  

NaIO3  처 한 에 는 어  처  하  않  control 과 비 하여 큰 차 가 

없었 만, 8325-4 strain 과 YL50 strain  특 하게 DNase I  처 한 경  
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gdpS mutants 에 는 biofilm  약 6  정  감 하 다 (Fig. 6 A, B).  

결과는 gdpS mutant 에  biofilm  가하는  eDNAs   

것  강 히 시 한다.  다시 하  해  본 실험에 는 eDNAs 

marker  gyrA, fhuA, lysA, leuA genes  하여 비  eDNAs  양  

real-time PCR  비 하 다 (52). Fig. 7 에  볼 수 듯 , YL84 (△gdpS)  

YL81 (△gdpS) strain 에  적  eDNAs production ratio 가 wild-types 에 

비해 약 3   가하 다. 또한, complemented strains  YL84 (pKAS1)  

YL81 (pKAS1) strain  eDNAs production ratio 는 wild-types 수  감  

하 다.  결과는 gdpS mutant  biofilm  주  DNase I 처치에 해 

감  Fig. 6  결과  치하 , gdpS mutant 에  biofilm  가하는 

는 gdpS mutant 는 wild-type 나 complemented strain 에 비해 적  

많  양  eDNAs  비하  문  다시 할 수 었다. 

 

7. gdpS mutation  다양한 cell lysis-related genes  에 향  미친다.  

 Rice 등  (52) 근에 cidA gene  biofilm 달 과정에  cell lysis  DNA 

release  한다고 보고하 다. 라 , Fig. 7  결과처럼 gdpS mutants 에  

wild-types 나 complemented strains 에 비해 적  eDNAs  양  가하는 

전에 cidA  비 하여 autolysis  조절 한다고 알  cidR, gcp, sle1, lrgA, 

mgrA  autolysin  encoding 하는 atl, lytM, lytN genes  여 하는  

하고 , 정량적 RT-PCR  하여 들 gene expression   비  

하 다. 그 결과, 8325-4 strain  경 , gdpS mutant 에  autolysis positive 

regulators  cidR, cidA, gcp, sle1  expression  각각 1.7 씩 가하 다. 

Negative regulator  lrgA  mgrA 는 각각 28  감 하거나 1.5  가하 다. 

하 만, autolysin  encoding 하는 atl, lytM, lytN genes  expression  wild-

type 나 complemented strain 에 비해 큰 차 가 없었다 (Fig. 8A). 에 YL50 

strain  경 , gdpS mutant 에 는 atl, lytM, lytN genes  expression  wild-

type 에 비해 각각 1.8 , 1.6 , 그 고 2.5  가하 , cidA, gcp, sle1  

expression  각각 1.6 , 8.4 , 1.6  가하 다. 또한, lrgA  mgrA 는 각각 
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3.4  감 하거나 1.2  가하 다 (Fig. 8B).  결과에  보듯  8325-4  

YL50 strain 에  gdpS mutation 에 하여 cidA  sle1 gene expression  

가하 고, lrgA  expression  감 하 다. 들 에  autolysis positive 

regulator  lrgA  counterpart  알  cidA  택하여, cidA 가 gdpS 

mutant 에  eDNAs release 가에 여하는  하  해 , △gdpS △cidA 

double mutant  만들어 들 2 strain  biofilm assay  시행하 다. 

  

8. 8325-4 strain 에  gdpS mutant 는 cidA  해 biofilm 에 여하 만, 

다   strain 들에 는 여하  않는다. 

 cid operon  extracellular murein hydrolase activity  가시키고, 특히 CidA 

protein  bacteriophage holin proteins  가  적   가  특징  

공 하고 다 (51). gdpS mutation  cidA  해 cell lysis  eDNAs  

positive regulation  하고,  해 biofilm 에 여함  하  해 , 

8325-4 strain 과 YL50 strain  gdpS cidA double mutant  각각 만들어 , 

biofilm assay  해 그 phenotype  하 다. 그 결과, 8325-4 strain  

YL171 (△gdps △cidA)  biofilm YL161 (△cidA) 그 고 wild-

type 수  biofilm  감 하 다 (Fig. 9A). 러한 결과  해 , 8325-

4  gdpS mutant 에  biofilm  가에 cidA 가 여함  알 수 었다. 

그러나, YL50 strain  YL173 (△gdpS △cidA) double mutant 는 8325-4 

strain 과는 다 게, YL81 (△gdpS) strain  biofilm 과 차 가 없었다 (Fig. 

9B). 러한 8325-4 strain 과 YL50 strain 간  gdpS cidA double mutant   

한 결과  다  clinical isolates 에  하  해 , 5 clinical isolates 

(CM75, CM09, CM10, CM62, CM67)에  gdpS cidA gene  double mutation 

시킨 , 들 double mutants  biofilm  여  하 다. 그 결과, 5 

clinical isolates  gdpS cidA double mutant 는 각각  gdpS mutant  biofilm 

 정  차 가 없었다 (Fig. 9C). 러한 결과  해  8325-4 strain  

경 , gdpS gene mutation 에 한 biofilm  가는 cidA gene   

알 수 었 , YL50 strain  비 한 6 clinical isolates  경 , gdpS gene 
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mutation 에 한 biofilm  가에 cidA gene  여하  않고 또 다  

알  않  전  한 것  알 수 었다. 

 

9. 8325-4 strain 에 는 gdpS  cidA double mutation  하여 eDNAs 

release 가 감 고, YL50 strain 에 는 히  가 다. 

 Fig. 9  결과에 , YL50 strain  YL173 (△gdpS △cidA) double mutant 에  

가  biofilm  eDNAs  가에 한 것   하  해 , 8325-4 

strain 과 YL50 strain 각각  derivatives  eDNAs production ratio  real-time 

PCR  해 하 다. 그 결과, 8325-4 strain  YL171 (△gdpS △cidA) 

double mutant 에 는 eDNAs production ratio 가 wild-type 과 YL161 (△cidA) 

mutant 수  감 한  (Fig. 10A), YL50 strain  YL173 (△gdpS △cidA) 

double mutant 에 는 YL81 (△gdpS) strain 보다 히  가  eDNAs 

production ratio  보 다 (Fig 10B). 러한 결과  해  8325-4 strain  

경 , YL84 (△gdpS) mutant 에 비해 YL171 (△gdpS △cidA) double mutant  

biofilm  감 하는 는 eDNAs release  감  문  것  판단 었다. 

그러나 YL50 strain  경 , YL173 (△gdpS △cidA) double mutant 에  YL81 

(△gdpS)  비슷하게 biofilm  여전히 가 는 것  cidA gene  여하  

않고 히  gdpS  cidA  double mutation  cidA gene 보다는 또 다  

lysis 에 여 는 genes  해  eDNAs release  하는 것  생각 었다. 

 

10. gdpS mutation  autolysis  가시킨다. 

 본 실험에 는 autolysis assay  하여, 8325-4  YL50 strain 각각  

gdpS mutant, cidA mutant, gdpS cidA double mutant strain 간  lysis 정  

차  하 다. 8325-4 strain   YL84 (△gdpS) strain 에  lysis 가 

가 었고, YL171 (△gdpS △cidA) double mutant strain 과 wild-type  Triton 

X-100 에 한 lysis 가 어나  않았다 (Fig. 11A). 에 YL50 strain  YL81 

(△gdpS)  5h 는 autolysis 가 가하는 양  보 만, 그  

시간에는 Triton X-100 에 해  lysis 가 감 하 다. 그러나, YL173 (△gdpS 



 - 20 - 

△cidA) double mutant 에 는 측정  7h 시간  계 해  Triton X-100 에 한 

autolysis 가 가 었다 (Fig. 11B). 러한 결과는 Fig. 9A  Fig. 10A  

결과에  하 듯  8325-4 strain  YL171 (△gdpS △cidA) double 

mutant 에  biofilm  wild-type 수  감 한 는, autolysis 가 

감 하여 eDNAs 가 감  문  알 수 었다.  YL50 strain  경 , 

YL173 (△gdpS △cidA) double mutant  biofilm  wild-type 에 비해  

가한 는 Fig. 9B  Fig. 10B  결과에  할 수 듯  YL173 (△gdpS 

△cidA) double mutant  경  lysis 가 가 어 release 어 나 는 eDNAs 양  

가  문  다시  할 수 었다.  결과는 8325-4 strain 과 YL50 

strain 간  gdpS mutant 에 해 는 autolysis    다  것  

알 수 었다. 

 

11. 8325-4  YL50 strain  murein hydrolases profiles  다 다. 

 Fig. 11  결과에  8325-4  YL50 strain 간  Triton X-100  포함한 

에  autolysis 양  차 가 었다. 라 , 8325-4  YL50 strain  gdpS 

mutant 가  다  murein hydrolase profiles  가 고 는  zymogram  

해  murein hydrolases activity  하 다. 그 결과, YL84 (△gdpS) strain  

경  wild-type, 8325-4 strain 과 YL84 (△pKAS1) complemented strain 에 비해  

25~35kDa 크  murein hydrolases 가 가   (Fig. 12, lane 2), YL50 

strain  YL81 (△gdpS) strain  wild-type, YL50 과 complemented strain  

YL81 (pKAS1)에 비해 주  70~140kDa  murein hydrolases 가 가 었다 (Fig. 

12, lane 5). 또한, 8325-4 strain  경  YL161 (△cidA) strain 과 YL171 (△gdpS 

△cidA) double mutant 는 YL84 (△gdpS) strain 에  가  murein hydrolases 가 

 감 하는 결과  보 다 (Fig. 12, lane 7 and 8, respectively). YL50 strain  

경  YL162 (△cidA) strain  YL81 (△gdpS) strain 에  가  주  murein 

hydrolases 가 감 한 에, YL173 (△gdpS △cidA) double mutant 는 YL81 

(△gdpS) strain 과 한 murein hydrolase activity  보 다 (Fig. 12, lane 9 

and 10, respectively).  결과  해 , 8325-4 strain 과 YL50 strain  gdpS 
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mutant 는 각각  다  murein hydrolases 가 cell wall lysis 에 여하는 것  알 

수 었다. 

 

12. gdpS  cidA double mutation  한 biofilm  가에 sigB 가 

여한다. 

 8325-4  YL50 strain 각각  gdpS cidA double mutant 는 biofilm  (Fig. 

9), matrix-associated eDNAs 양 (Fig. 10) 그 고 Triton X-100-mediated 

autolysis (Fig. 11)에  한 결과  보 다. 러한 결과가 8325-4 strain  

알  rsbU, tcaR gene  능  defect   는  하고  하 다 

(29, 38). Clinical isolates  rsbU, tcaR gene  intact 한 YL50 strain 과 어 

CM75, CM09, CM10 strain  하여 각각  gdpS cidA sigB triple mutants  

만들어 biofilm  하 다. Fig. 13 에  볼 수 듯 , CM75 strain  

YL239 (△gdpS △cidA △sigB) triple mutant 는 YL222 (△gdpS △cidA) double 

mutant 에 비해 biofilm  저히 감 하 다 (Fig. 13A). 에 YL50 

strain  YL244 (△gdpS △cidA △sigB) triple mutant 는 YL173 (△gdpS △cidA) 

double mutant 에 비해  biofilm  차 가 없었다 (Fig. 13B). 다  clinical 

isolates  gdpS cidA sigB triple mutants  경  YL50 strain  YL244 

(△gdpS △cidA △sigB) triple mutant  동 한 결과   할 수 었다 (data 

not shown). 러한 결과  해 , CM75 strain 에  gdpS cidA double 

mutation 에 해 가 는 biofilm  sigB gene  어  알 수 

었다. 그러나, YL50 strain 과 다  clinical isolates  gdpS cidA sigB triple 

mutants  biofilm  각각 gdpS cidA double mutants  biofilm 과 

차  보  않는 것  sigB mutation  strain-dependent effect 문  알 

수 었다. 또한, 8325-4 strain 에  는 tcaR gene  8325-4  YL50 

strain  gdpS cidA double mutant  biofilm   다  결과   

는  하  해 , YL50  비 한 CM75, CM09, CM10 clinical 

isolates  gdpS cidA double mutants 에 tcaR gene  각각 deletion 시켜 만든 

gdpS cidA tcaR triple mutant  biofilm  각각  gdpS cidA double 
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mutant  차 가 없었다 (data not shown). 러한 결과  해  8325-4 

strain  YL171 (△gdpS △cidA) double mutant  biofilm  YL50 strain  

YL173 (△gdpS △cidA) double mutant  biofilm  감 에 tcaR gene  

 없   할 수 었다. 

 

13. YL50 strain  gdpS  cidA double mutant 에  atl  expression  가한다. 

 Atl  S. aureus 에  알  bifunctional peptidoglycan hydrolase  138 

kDa  크  가 고 , cell wall 합  과정에  51 kDa  

glucosaminidase  62 kDa  amidase  생 한다고 알 졌다 (60). Fig. 12  

zymogram 결과에  YL81 (△gdpS) strain 에  가  것  정 는 atl genes 

expression  8325-4  YL50 strain 각각  gdpS cidA double mutant 에  

차 가 나는  정량적 RT-PCR  하 다. 그 결과, 8325-4 strain  경 , 

wild-type strain 과 YL84 (△gdpS), YL171 (△gdpS △cidA) strain 간  atl gene 

expression  차  보  않았다 (Fig. 14A). 에, YL50 strain  경 , 

YL81 (△gdpS) 그 고 YL173 (△gdpS △cidA) strain 에  wild-type strain 에 비해 

atl gene expression  가하 다 (Fig. 14B). 러한 결과  탕  본 

실험에 는 8325-4 strain  제 한 6 clinical strains  gdpS gene  biofilm 

 전  하  해  major autolysin  atl gene  deletion 시킨 

mutant  만들어 biofilm 여  하고  하 다.  

 

14.  주  CM01과 CM09 strain  gdpS mutant는 atl  해  biofilm 

에 여한다. 

gdpS mutant 에  biofilm  가 는  atl gene  한 에 해 

여 는  알아보  해  CM01 과 CM09 strain  하여 각각 YL485 

(△gdpS △atl) double mutant  YL473 (△gdpS △atl) double mutant  

만들었다. TSB (W/O)-0.5% glucose 에  24h-incubation  biofilm assay  

시행한 결과,  strains  △gdpS△atl double mutants biofilm  

△gdpS mutants  비 하여 격하게 감 었다 (Fig. 15). 러한 결과는 
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CM01 과 CM09 strain  gdpS mutation 에 한 biofilm  가에 atl  

여하는 것  알 수 었다. 
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IV. 고찰 

 

c-di-GMP는 secondary messenger  그람 균  생  motile

에  sessile 태  전  시켜주는  알 졌다. c-di-GMP  metabolism

나 능  역할에 한 연 는 주  P. aeruginosa, V. vulnificus, V. cholerae  

같  그람 균에  루어졌고 (8, 41, 64), biofilm 과 

exopolysaccharide 생  등  하는 , virulence나 motility 등  억제한다

고 보고 었다 (54). c-di-GMP 는 GGDEF (Gly-Gly-Asp-Glu-Phe) 

conserved domain  닌  DGC에 해 합 , EAL (Glu-Ala-Leu) 

conserved domain  는 PDE 단 에 해 해 다.  

그람 양 균에 는  c-di-GMP  역할에 한 연 가 그람 

균에 비해 적  많  루어  않았다. 그람 양 균  Staphyloccoci

는 genome 에 DGC  는 GGDEF domain containing protein 

(GdpS, SA0701 in N315 genome)  1개 존 한다. Holland 등  (23) 보고에 하

 GdpS는 NaCl 존  하에  icaADBC operon  upregulation하여 biofilm 

 가시킨다고 보고하 다. 본 연 에  NaCl 존  하에 는 Holland 등  보

고  동 하게 gdpS mutant에  biofilm  감 함  보 나, 흥미 게  

NaCl  없는 0.5% glucose가 존 하는 에 는 gdpS mutation  해 S. 

aureus에  biofilm  가하는  결과  얻었다 (Fig. 3). 본 연  결

과  Holland 등  보고  종합해보 , GdpS는 NaCl  는 조건에  biofilm 

 하는 , NaCl  없고 0.5% glucose가 존 하는 조건에 는 히  

biofilm  억제하고, GdpS가 NaCl  포함한 다양한 environmental factors에 

라 biofilm 에 여할 수  보여 다고 판단 다. 

Shang 등  NCTC8325 strain에 TSB나 BHI  또는 들 에 4% 

NaCl  첨가하여 biofilm assay  한 결과, NaCl  첨가여  계없  

GdpS가 biofilm 에 차 가 없다고 보고하 다 (57). 본 연 에 는, Shang 등

 보고처럼 0.25% glucose가 본적  포함  TSB (W) 또는 0.2% glucose가 

본  포함  BHI 에  biofilm assay는 차  보  않았 만, 4% 
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NaCl  첨가  동 한  조건에  gdpS mutant  biofilm  감 었다 

(Fig. 3). 4% NaCl 하에  biofilm  차 점  보 는 것  본 연 에  

 8325-4 strain  Shang 등  한 NCTC8325 strain과는 달  NCTC8325 

strain  prophages가 cured  strain 므  prophages  무  해 NaCl  없

는 0.5% glucose 에   같  차  보  수   것 라고 정 다. 

또한, NaCl  없는 0.5% glucose 존  하에  실험에  7 clinical isolates 

 gdpS mutation에 해 biofilm  가시키는 것  보아 (Fig. 1), GdpS

가 MRSA나 MSSA에 계없  S. aureus  biofilm 에 여한다고 판단 다. 

NaCl  첨가하  않  0.25% glucose가 본  포함  TSB 나 0.2% 

glucose가 본  포함  BHI 에 는 8325-4 strain  wild-type과 gdpS 

mutant간  biofilm 에 차 가 없었고 (Fig. 3), NaCl  없  glucose 농  

0.5%에  4%  2 씩 가시켜 넣   다  glucose 농  에  

biofilm assay  한 결과, 0.5%  glucose 농 에  8325-4 strain과 

YL50 strain  gdpS mutants  biofilm  가하 다 (Fig. 4).  결과는 

GdpS가 NaCl  없는 조건에 는 본적  0.25% glucose  포함한 TSB 에

 biofilm  차 가 없었  것  미루어 보아 적어  0.5%  

glucose가 어야 GdpS  biofilm 에 여하 , 0.5%  glucose 농  

하에 는 glucose 농 는 무 하게 biofilm 에 여하고  보여 다. 

또한, Fig. 4에  보 는  같  gdpS mutants는 4h-incubation에 는 biofilm 

 억제 는 에, 24h-incubation에 는 biofilm  가 는 결과  

보 다. 는 GdpS가 log phase  4h 는 biofilm  가시키 , stationary 

phase  24h 는 biofilm  억제하는 growth phase-dependent manner  

biofilm 에 여한다고 판단 다.  결과  해 GdpS는 0.5% glucose 

농  에 는 glucose 농  무 하게 그 고, growth phase에 라 biofilm 

에 향  미친다고 판단 다. 또한, glucose 존  하에  GdpS가 biofilm 

에 미치는 향  rsbU gene  11 bp가 결 어 SigB activity에 결함  는 

8325-4 strain 나 rsbU gene  전한 YL50 strain 에  동 하게 찰 어

 GdpS는 SigB activity 는 무 하게 S. aureus  biofilm 에 여하는 것
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 판단 다.  

Staphylococci에 는 PIA  encoding하는 icaADBC operon  biofilm 

에 여한다고 알 져 다 (6). Holland 등  (23) GdpS가 icaADBC operon  

upregulation  해 biofilm 에 여한다고 보고하 다. 본 연  NaCl  없

는 0.5% glucose 에  gdpS mutant  biofilm  가  것  icaADBC 

operon  한 것   하  해 , 8325-4, YL50, CM09 strains에  

gdpS icaADBC double mutation 시켜  0.5% glucose  하에  biofilm  

한 결과, 실험에 한 8325-4 strain  포함한 3 strains  gdpS icaADBC 

double mutants  gdpS mutants간  biofilm  차 가 없었다 (Fig. 5).  

결과는 GdpS가 NaCl  없는 0.5% glucose 존  하에 는 icaADBC operon  아

닌 다  전  해  biofilm 에 여하고  미한다.  

eDNAs는 P. aeruginosa  같  그람 균  biofilm matrix  주 한 

 다 (1, 59, 68). Streptococci  같  그람 양 균에  eDNAs는 

biofilm matrix  주   알 졌 ,  biofilm 단계  

adherence에 여한다 (40, 46, 47). 본 연 에 는 0.5% glucose 존  하에  

gdpS mutants에  가  biofilm  matrix  주 한  여  하  

해 , 8325-4  YL50 strains  gdpS mutants   biofilm detachment 

assay  실시하 다. 그 결과, proteinase K  NaIO3  처 한 경 , gdpS 

mutants  biofilm  가 없었 만, DNase I  처 한 경  gdpS mutants

 biofilm  특 적  감 하 다 (Fig. 6).  결과는 0.5% glucose 존  

하에  gdpS mutants  biofilm  가 는 가 eDNAs   전  

해   보여주는 것 라고 판단 다. 또한, 정량적 RT-PCR  하여 gyrA, 

fhuA, lysA, leuA genes  expression  해 eDNAs production ratio   비

한 결과 0.5% glucose 존  하에  gdpS mutants  적 eDNAs 생  wild-

types 나 complemented strains에 비해 가 었고,  결과는 Fig. 6  결과  

침 할 수 었다 (Fig. 7). 다  단계 , gdpS mutant에  적  eDNAs  

양  가하는 전에 autolysis   어 한 genes  여하는  여  

8325-4  YL50 strain과 그 gdpS mutants  0.5% glucose 존  하에  하룻  
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양하여, 정량적 RT-PCR  cidR, cidA, gcp, sle1, lrgA, mgrA, atl, lytM, lytN 등

 expression  하 다. 그 결과, 8325-4  YL50 strain  gdpS mutation에 

하여 cidA, gcp, sle1  genes expression  가한 , lrgA expression  감

하 다 (Fig. 8). 러한 결과는 gdpS gene  다양한 lysis-related gene과 

  알 수 었다.  

Rice 등  (52) S. aureus에  cidA mutation에 해 eDNAs release가 감

,  해 biofilm  감 다고 보고하 다.  보고  탕  

적  cidA  택하여 8325-4, YL50, CM75, CM62, CM67, CM09, CM10  7 

strains   gdpS  cidA  double mutation  시켜 들 double mutants

 biofilm  하 다. 그 결과, 흥미 게  8325-4 strain  경 에는 

gdpS cidA double mutant는 cidA mutant  wild-type 수  biofilm  감

한 에, YL50  비 한 clinical isolates  경 에는 gdpS mutant  biofilm 

과 차 가 없었다 (Fig. 9). 또한, 8325-4 strain과 YL50  비 한 clinical 

isolate  gdpS cidA double mutants  biofilm assay  차 가 eDNAs  가에 

한 것   하  해 , 0.5% glucose 존  하에  gyrA, fhuA, lysA, 

leuA genes  eDNAs production ratio  8325-4  YL50 strain과 그 gdpS cidA 

double mutant   정량적 RT-PCR  한 결과, 8325-4 strain  gdpS 

cidA double mutant는 wild-type 수  eDNAs 생  감 한 에, YL50 

strain  gdpS cidA double mutant는 gdpS mutant보다 히  가  eDNAs 생

 보 다 (Fig. 10).  결과  해 0.5% glucose 존  하에 , 8325-4 

strain  경  gdpS mutation에 한 biofilm  가에는 cidA gene  

고, YL50 strain  비 한 clinical isolates  경  gdpS mutation에 한 biofilm 

 가에 cidA gene  여하  않고, cidA가 아닌 또 다  lysis 전  

해  biofilm 에 여할 것 라고 생각 었다. 

S. aureus  8325-4 strain  SigB activity  조절하는 gene  rsbU  11 bp

가 deletion  laboratory strain   알 져 다 (29). 라 , 8325-4 strain과 

YL50  포함한 clinical isolates  gdpS cidA double mutants  biofilm  차

가 나는 가 SigB activity 차  문   하고 , YL50, CM75, CM09, 
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CM10 strains   gdpS cidA sigB triple mutant  만들어  biofilm 

phenotype  한 결과, CM75 strain  triple mutant에  하게 biofilm 

 격히 감 었다 (Fig. 13).  결과는 8325-4 strain  gdpS mutant는 CidA

 해 eDNAs  가하고,  한 biofilm  가에는 SigB 

activity  결   알 수 었다. 그 고, CM75 strain  gdpS cidA sigB 

triple mutant에 만 biofilm  감 는 것  보아 8325-4 strain과 CM75 

strain   한 genetic background  갖는 것  생각 다. 

Atl  staphylococci에  가   알  murein hydrolase , amidase 

domain과 glucosaminidase domain  가 고 는 138 kDa  bifunctional 

protein 고, cell wall 합  과정 에 51 kDa  glucosaminidase  62 kDa  

amidase  나누어 다 (60). Zymogram  해 YL50 strain  gdpS mutant

에 는 8325-4 strain  gdpS mutant 는 다 게 100 kDa  량  큰 

murein hydrolases가 가 는 것  알 수 었다 (Fig. 12). 량  크고 major 

autolysin  atl  gdpS   는  하  해 , 정량적 RT-PCR  

하여 8325-4 strain과 YL50 strain  gdpS mutants  gdpS cidA double 

mutants에  atl  expression  하 다. 그 결과, 8325-4 strain  gdpS cidA 

double mutant  atl expression  wild-type과 차 가 없었 만, YL50 strain  

gdpS cidA double mutant  atl expression  wild-type에 비해 가하 다 (Fig. 

14). 8325-4 strain과는 다 게 YL50 strain  비 한 다  clinical isolates  

gdpS mutant에  cell lysis가 가하는 가 atl에 한 것   하  

해 , gdpS cidA double mutant에  여전히 biofilm  가하는 CM09 strain

  gdpS atl double mutation  시켜 biofilm assay  한 결과, CM09 

strain  gdpS atl double mutant에  gdpS mutant에 비해 biofilm  격히 

감 었  하 다. 러한 CM09 strain  gdpS atl double mutant에  

동 한 결과  CM01 strain  double mutant에  역시 할 수 었다 (Fig. 15). 

 결과는, 0.5% glucose 존  하에  8325-4 strain  제 한 CM01, CM09 

clinical strain 뿐만 아니라, 나  실제  clinical isolates에  GdpS가 

atl과  수  할 수 었다. 그러나 본 연 결과는 8325-4 strain  
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경 , gdpS mutant에  biofilm  가가 미  CidA  한 eDNAs

 가 문  아니  CidA  어 atl에 한 lysis 가가 여하는  

 할 수 없다. 라 , 앞  연 는 8325-4  CM75 strain  gdpS atl 

double mutants  만들어, biofilm assay  해 GdpS가 atl  해 biofilm 

에 계가 는   할 필 가 다고 생각 다. 또한, 차  실험에 는 

gdpS mutants에  8325-4나 YL50 strain에 없  expression  가  gcp, 

sle1 나 expression  감  lrgA genes  GdpS  biofilm 에 여하는  

여  해야  필 가  것  생각 다. 

Holland 등  (23) NaCl 존  하에  GdpS가 c-di-GMP 생 과는 무 하게 

biofilm 에 여한다고 보고하 다. 하 만, 본 연 에 는 glucose 존 하  

biofilm 태에  8325-4 strain  nucleotide extraction  해 c-di-GMP 생  

HPLC  한 결과, gdpS mutant에  wild-type 나 complemented strain에 비

해 c-di-GMP 생  감 하  preliminary 실험  해 하 다 (data not 

shown). 듯 본 연  비실험 결과  Holland 등  결과  차  보 는 

원  다 과 같   가  가능  고 해 볼 수 다. 첫 째는 0.5% 

glucose 존  하에  GdpS가 c-di-GMP  생 해내는 DGC  function  하는 

에, NaCl 존  하에 는 DGC  function  하  해  c-di-GMP  생

하  할 가능  다.  째는 양  내  NaCl 존  여  계없

 GdpS가 DGC  function  해  c-di-GMP  합 한다 , 본 연 에  

한 양 조건에 는 gdpS가 c-di-GMP  해  autolysis에  cidA나 

atl  조절  해 biofilm 에 여할 수 고, NaCl 존  하에 는 Holland 등

 보고에  diguanylate cyclase activity assay  해 GTPase activity가 

detection  것  보아, 많  그람 균들에  보고  것처럼 micromolar 

미만 농  (58) c-di-GMP가 생 어  그들   c-di-GMP  

detection 하  했  가능   수 다. 라 , 앞  연 는 존  

보다 민 가 높  c-di-GMP 측정  하여 S. aureus  GdpS가 DGC

  는  하고, 실제 gdpS mutant에  c-di-GMP 생  감  

여  하는 것  필 하다고 생각 다.  
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Table 1. Strains and plasmids 

 

Strain or plasmid Description 
Source or  

reference 

S.aureus strains      

   8325-4 Prophage-free laboratory strain J. Iandolo 

   RN4220 8325-4r- (restriction deficient)   

   YL75 8325-4 (pLI50) This study 

   YL429 8325-4 (pKAS1) This study 

   YL84 8325-4 △gdpS (pLI50) This study 

   YL85 8325-4 △gdpS (pKAS1) This study 

   YL76 YL50 (pLI50) This study 

   YL81 YL50 △gdpS (pLI50) This study 

   YL82 YL50 △gdpS (pKAS1) This study 

   YL124 CM75 (pLI50) This study 

   YL198 CM75 △gdpS (pLI50) This study 

   YL214 CM75 △gdpS (pKAS1) This study 

   YL125 CM01 (pLI50) This study 

   YL227 CM01 △gdpS (pLI50) This study 

   YL228 CM01 △gdpS (pKAS1) This study 

   YL69 CM09 (pLI50) This study 

   YL194 CM09 △gdpS (pLI50) This study 

   YL224 CM09 △gdpS (pKAS1) This study 

   YL70 CM10 (pLI50) This study 

   YL195 CM10 △gdpS (pLI50) This study 

   YL212 CM10 △gdpS (pKAS1) This study 

   YL98 CM62 (pLI50) This study 

   YL196 CM62 △gdpS (pLI50) This study 
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   YL213 CM62 △gdpS (pKAS1) This study 

   YL112 CM67 (pLI50) This study 

   YL113 CM67 △gdpS (pLI50) This study 

   YL114 CM67 △gdpS (pKAS1) This study 

   YL241 8325-4 △icaADBC (pLI50) This study 

   YL440 8325-4 △gdpS △icaADBC (pLI50) This study 

   YL478 YL50 △gdpS △icaADBC (pLI50) This study 

   YL474 CM09 △gdpS △icaADBC (pLI50) This study 

   YL161 8325-4 △cidA (pLI50) This study 

   YL171 8325-4 △gdpS △cidA (pLI50) This study 

   YL162 YL50 △cidA (pLI50) This study 

   YL173 YL50 △gdpS △cidA (pLI50) This study 

   YL188 CM75 △cidA (pLI50) This study 

   YL222 CM75 △gdpS △cidA (pLI50) This study 

   YL229 CM01 △cidA (pLI50) This study 

   YL186 CM09 △cidA (pLI50) This study 

   YL221 CM09 △gdpS △cidA (pLI50) This study 

   YL187 CM10 △cidA (pLI50) This study 

   YL236 CM10 △gdpS △cidA (pLI50) This study 

   YL197 CM62 △cidA (pLI50) This study 

   YL223 CM62 △gdpS △cidA (pLI50) This study 

   YL166 CM67 △cidA (pLI50) This study 

   YL170 CM67 △gdpS △cidA (pLI50) This study 

   YL244 YL50 △gdpS △cidA △sigB (pLI50) This study 

   YL239 CM75 △gdpS △cidA △sigB (pLI50) This study 

   YL485 CM01 △gdpS △atl (pLI50) This study 

   YL473 CM09 △gdpS △atl (pLI50) This study 
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E.coli strain   

   DH5α  
fhuA2△(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 Φ80 

△(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17 
NEB 

   

Plasmids    

   pGEM-T Easy Cloning vector Promega 

   pKOR1 
E.coli-S.aureus thermosensitive shuttle vector for  

allele replacement; Apr (E.coli) Cmr (Staphylococcus) 
(5) 

   pLI50 E.coli-S.aureus shuttle cloning vector (23) 

   pKAS1 ~2kb fragment containing gdpS in pLI50 This study 

   pKAS2 
~1.3kb fragment containing gdpS N-terminal domain 

in pLI50 
This study 

   pKAS3 
~1.4kb fragment containing gdpS C-terminal domain 

in pLI50 
This study 

   pGdpS pKOR1 with deleted gdpS ORF in RN4220 This study 

   pIcaADBC pKOR1 with deleted icaADBC ORF in RN4220 This study 

   pCidA pKOR1 with deleted cidA ORF in RN4220 This study 

   pAtl pKOR1 with deleted atl ORF in RN4220 This study 

   pSigB pKOR1 with deleted sigB ORF in RN4220 This study 
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Table 2. Oligonucleotide primers in this study 

 

Name of gene (use) Primer name Sequence (5'-3') 

16S rRNA (Real time-

PCR) 
16S rRNA_QT_F 

CACGTGGATAACCTACCTATAAGACTG   

 16S rRNA_QT_R GATCCATCTATAAGTGACAGCAAGAC   

gdpS (Real time-PCR) gdpS_QT_F ATTCGTTCGGGTGTTGAAAA 

 gdpS_QT_R TACGCTGTGATTTTGGATCG 

cidR (Real time-PCR) cidA_QT_F TGGTGCATTCCATCAACAAT 

 cidA_QT_R ATTTTGCGAGTCGATGCTCT 

cidA (Real time-PCR) cidA_QT_F GGGTAGAAGACGGTGCAAAC 

 cidA_QT_R TTTAGCGTAATTTCGGAAGCA 

gcp (Real time-PCR) gcp_QT_F GTGCAATTAGCGGGAATGTT 

 gcp_QT_R CTCTAGGGGATGCCGATGTA 

sle1 (Real time-PCR) sle1_QT_F CAAGTAACGCTGCGAGCAAT 

 sle1_QT_R TGTTGCAGATCCTGAGTTCG 

lrgA (Real time-PCR) lrgA_QT_F CCAGCACACTTTTTTCACC 

 lrgA_QT_R GGTGCTTGGCTAATGACACC 

mgrA (Real time-PCR) mgrA_QT_F GCTGAAGCGACTTTGTCAGA 

 mgrA_QT_R GGGATGAATCTCCTGTAAACG 

atl (Real time-PCR) atl_QT_F ATAAAGCCGCAGCACCTAAA 

 atl_QT_R ACCTACGCCGTTACGGTATG 

lytM (Real time-PCR) lytM_QT_F ACATTTACAATGGCGCATCA 

 lytM_QT_R TGCGTATGTCCTTGAGCATC 

lytN (Real time-PCR) lytN_QT_F TGGGTATGTCGAACAAAGCA 

 lytN_QT_R TTTCCGTTTGAAATTGCTGA 

gyrA (eDNA) gyrA_QT_F GCCGTCAGTCTTACCTGCTC 

 gyrA_QT_R AATAACGACACGCACACCAG 
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fhuA (eDNA) fhuA_QT_F ATGAATCGTTTGCATGGACA 

 fhuA_QT_R GTAACTTCCATTGCCCAATC 

lysA (eDNA) lysA_QT_F AAATGGCGAATTAACAATGGATGG 

 lysA_QT_R TACCATGGAAATGGATGCGA 

leuA (eDNA) leuA_QT_F TTTTGATACGACACTAAGAGACGG 

 leuA_QT_R GCGTATGTGACATGTTCTTTAATAG 

gdpS (deletion mutant) attB1_gdpS_F 
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT 

CCCACAAATCCACATGCTAC 

 gdpS_sacII_R GGACCTCCGCGGCAACGACAAAACTGTTAATCC

 attB2_gdpS_R 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT 

TGGGAAGAACAATGCAATAA 

 gdpS_sacII_F GGACCTCCGCGGGTCTGAATCGACTCCTTTAA

icaADBC (deletion 

mutant) 
attB1_icaADBC_F 

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT 

CCAAATTTTTGCGAAAAGGA 

 icaADBC_sacII_R GGACCTCCGCGGTTTCTTTACCTACCTTTCGT

 attB2_icaADBC_R 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT 

GCAACGCACAAAGCATTAAA 

 icaADBC_sacII_F GGACCTCCGCGGTTATTAAGCTATGTTAAAAA

cidA (deletion mutant) attB1_cidA_F 
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT 

GTTTCTTGGAATGCTTTCGT 

 cidA_sacII_R GGACCTCCGCGGTTACGTGCAAGCCTTATTAA

 attB2_cidA_R 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT 

GGCATGACTAATGCTTCCAA 

 cidA_sacII_F GGACCTCCGCGGGGCGCCATCCCTTTCTAAAT

atl (deletion mutant) attB1_atl_F 
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT 

GACAACGCACGGATATCACA 

 atl_sacII_R GGACCTCCGCGGGCAACATGAACATAGGATCA
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 attB2_atl_R 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT 

CGTCCCTGAGGAAAGTGAAA 

 atl_sacII_F GGACCTCCGCGGTCTATTTATTACTCCTAACA

sigB (deletion mutant) attB1_sigB_F 
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT 

GTCTTTTTCTTTTGTTTAAA 

 sigB_sacII_R GGACCTCCGCGGAATTTGTTTATTAATGATAC

 attB2_sigB_R 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT 

CTTAATATAGAAACAACCAC 

  sigB_sacII_F GGACCTCCGCGGTATTTCGCACCTGCTCTTTT

 

The attB1 or attB2 site is underlined and the italic (CCGCGG) indicates SacII 

digestion site 
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Fig. 1. The effect of the gdpS mutation on biofilm formation in 8325-4 (A) and 

seven clinical strains (B). (A) 8325-4 and its derivative strains were grown in TSB 

(W/O)-0.5% glucose in 96-well plates for 24h and stained with crystal violet. 

Biofilm formation was quantified by measuring optical density at 590 nm. Biofilm 

images are shown under each graph. pLI50, a vector control; DgdpS, deletion of 

gdpS; pKAS1, gdpS complementation plasmid. (B) Biofilm formation of seven 

clinical isolates and their derivative strains was measured as described for 8325-

4 strains. Strain names are shown under the corresponding graphs. The results 

are representative of three independent experiments performed in triplicate. Error 

bars indicate the standard deviations. White bar, wild type; black bar, gdpS 

deletion mutant (△gdpS); gray bar, complemented strain (△gdpS+c). 
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Fig. 2. Contribution of GdpS domains to biofilm formation. (A) Structural 

organization of GdpS from S. aureus 8325-4 and an illustration of plasmid 

constructs used in the complementation of the gdpS deletion mutant. The three 

transmembrane domains at the N-terminus are shown by red rectangles while 

other domains are indicated either by a blue rectangle or by a gray pentagon with 

the domain name in it. A black arrow indicates the N-terminal domain of GdpS, 

while a gray arrow indicates the C-terminal domain of the protein. (B) Biofilm 

development of gdpS deletion mutant of 8325-4 complemented by the plasmids 

encoding either the entire (pKAS1) or N-terminal (pKAS2) or C-terminal (pKAS3) 

domain of GdpS. The results are representative of three independent experiments 

performed in triplicate. Error bars indicate the standard deviations. 
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Fig. 3. Biofilm formation of the gdpS mutant depends on the media formula. 

Biofilm formation of 8325-4, YL84 (△gdpS) and YL84 (pKAS1) strains were 

compared in TSB (W/O)+0.5% glucose [TSB (W/O) supplemented with 0.5% 

glucose], TSB (W), TSB (W)+4% NaCl [TSB (W) supplemented with 4% NaCl], 

BHI, or BHI+4% NaCl [BHI supplemented with 4% NaCl] medium in a 96-well 

plate as described in Materials and Methods. The results are representative of 

three independent experiments performed in triplicate. Error bars indicate the 

standard deviations. 
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Fig. 4. The effect of glucose concentration on biofilm formation after 4h-

incubation (A, C) or 24h-incubation (B, D) in two different strain backgrounds. 

The culture in TSB (W/O) without glucose was used as a control and the biofilm 

assay was performed as described in Materials and Methods. Strains are shown 

to the left of each graph. The white bar represents biofilm formation by wild type 

strains while black and gray bars indicate biofilm formation by gdpS mutants and 

complemented strains, respectively. The results are representative of three 

independent experiments performed in triplicate. Error bars indicate the standard 

deviations. pLI50, a vector control; △gdpS, deletion of gdpS; pKAS1, gdpS 

complementation plasmid. 
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Fig. 5. The effect of ica operon mutation on biofilm formation by gdpS mutant in 

strain backgrounds of 8325-4 (A) or YL50 and CM09 (B). Cells were grown in 

TSB (W/O)-0.5% glucose at 37℃ for 24h and the biofilm assay was performed 

as described in Materials and Methods. The results are representative of three 

independent experiments performed in triplicate. Error bars indicate the standard 

deviations. pLI50, a vector control; △gdpS, deletion of gdpS; pKAS1, gdpS 

complementation plasmid; △icaADBC, deletion of icaADBC; △gdpS △icaADBC, 

double deletion of gdpS and icaADBC. 
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Fig. 6. The effect of enzyme or chemical treatments on detachment of mature 

biofilms by 8325-4 strains (A) and YL50 strains (B). The cells were grown in TSB 

(W/O)-0.5% glucose at 37℃ for 24h in a 96-well plate and then treated for 2h at 

37℃ with proteinase K (100 mg/ml), RNase-free DNase I (5 U/ml), or sodium 

meta-periodate (NaIO3) (10 mM). The bacteria that remained to be attached to 

the 96-well plates were stained with 0.25% crystal violet. The untreated group 

was used as a control. The results are representative of three independent 

experiments performed in triplicate. Error bars indicate the standard deviations. 

pLI50, a vector control; △gdpS, gdpS deletion; pKAS1, gdpS complementation 

plasmid. 
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Fig. 7. The effect of gdpS deletion mutation on the release of extracellular DNAs 

(eDNAs) by 8325-4 strains (A) and YL50 strains (B). eDNAs of all the tested 

strains were isolated from 24h-developed biofilms as described in Materials and 

Methods. The total eDNAs present in each biofilm were quantified by real-time 

PCR, using primer pairs specific for gyrA (encoding gyrase A; white bar), fhuA 

(encoding ferrichrome transport ATP-binding protein A; black bar), lysA 

(encoding diaminopimelate decarboxylase A; gray bar), leuA (encoding 2-

isopropylmalate synthase; striped bar). Real-time PCR was performed at least 

three times and relative quantities of eDNAs was measured by 2-△△C
T method. 

The results represent the average of three independent experiments. Error bars 

indicate the standard deviations. 
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Fig. 8. The effect of gdpS deletion mutation on the expression of autolysis-

related genes in 8325-4 strains (A) and YL50 strains (B). Total RNAs were 

extracted from cells grown in TSB (W/O)-0.5% glucose for 24h in a 6-well plate 

at 37℃ and the cDNA synthesis was performed as described in Materials and 

Methods. The expression of autolysis-related genes (cidR, cidA, gcp, sle1, lrgA, 

mgrA, atl, lytM, and lytN) was measured by quantitative RT-PCR and compared 

by 2-△△C
T method. Error bars indicate the standard deviations. pLI50, a vector 

control; △gdpS, gdpS deletion; pKAS1, gdpS complementation plasmid. 
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Fig. 9. The effect of cidA mutation on the biofilm formation by gdpS deletion 

mutant in 8325-4 strains (A), YL50 strains (B) and other clinical isolates (C). 

Cells were grown in TSB (W/O)-0.5% glucose for 24h at 37℃in a 96-well plate 

and the biofilm assay was performed as described in Materials and Methods. The 

results are representative of three independent experiments performed in 

triplicate. Error bars indicate the standard deviations. pLI50, a vector control; △

gdpS, deletion of gdpS; pKAS1, gdpS complementation plasmid; △gdpS+c, 

gdpS deletion mutation complemented with pKAS1; △cidA, deletion of cidA; △

gdpS△cidA, double deletion of gdpS and cidA. 
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Fig. 10. The effect of cidA deletion mutation on the release of eDNAs in 8325-4 

strains (A) and YL50 strains (B). eDNAs of all the test strains were isolated from 

24h-developed biofilms as described in Materials and Methods. The total eDNAs 

present in each biofilm were quantified by real-time PCR, using primer pairs 

specific for gyrA (encoding gyrase A; white bar), fhuA (encoding ferrichrome 

transport ATP-binding protein A; black bar), lysA (encoding diaminopimelate 

decarboxylase A; gray bar), leuA (encoding 2-isopropylmalate synthase; striped 

bar). Relative quantity of eDNAs was measured by 2-△△C
T method. The results 

represent the average of three independent experiments. Error bars indicate the 

standard deviations. pLI50, a vector control; △gdpS, deletion of gdpS; pKAS1, 

gdpS complementation plasmid; △gdpS+c, gdpS deletion mutation 

complemented with pKAS1; △cidA, deletion of cidA; △gdpS△cidA, double 

deletion of gdpS and cidA. 
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Fig. 11. The effect of the mutations of gdpS and cidA on autolysis of 8325-4 (A) 

and YL50 (B). Test strains were grown in TSB (W/O)-0.5% glucose containing 

0.01% Triton X-100 at 37°C and optical density at 650nm was recorded hourly 

for 7h. Data are representative of results obtained from three independent 

experiments. pLI50, a vector control; △gdpS, deletion of gdpS; pKAS1, gdpS 

complementation plasmid; △cidA, deletion of cidA; △gdpS△cidA, double 

deletion of gdpS and cidA. 
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Fig. 12. Zymogram analysis of cell wall-associated murein hydrolases extracted 

from the gdpS mutants of the 8325-4 and YL50 strain. Equal amounts of proteins 

prepared from the intracellular fractions of the test strains were loaded and 

separated in 12% SDS-PAGE gels containing heat-killed S. aureus RN4220 cells. 

Although, on the original gel lytic bands appear as clear zones with opaque 

background, in the scanned image shown above, they appear as dark zones. 

Lane 1, 8325-4; lane 2, YL84 (△gdpS); lane 3, YL84 (pKAS1); Lane 4, YL50; 

lane 5, YL81 (△gdpS); lane 6, YL81 (pKAS1) ); lane 7, YL161 (△cidA); lane 8, 

YL171 (△gdpS △cidA); lane 9, YL162 (△cidA); lane 10, YL173 (△gdpS △cidA). 

Major changes in murein hydrolases are indicated either by dotted arrows (8325-

4 strains) or by arrows (YL50 strains). 
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Fig. 13. The role of sigB in the biofilm formation by gdpS cidA double mutants in 

CM75 (A) or YL50 strain background (B). Cells were grown in TSB (W/O)-0.5% 

glucose at 37℃ for 24h in a 96-well plate and the biofilm assay was performed 

as described in Materials and Methods. The results are representative of three 

independent experiments performed in triplicate. Error bars indicate the standard 

deviations. pLI50, a vector control; △gdpS, deletion of gdpS; pKAS1, gdpS 

complementation plasmid; △cidA, deletion of cidA; △gdpS△cidA, double 

deletion of gdpS and cidA; △gdpS△cidA△sigB, triple deletion of gdpS, cidA, 

and sigB. 
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Fig. 14. The effect of gdpS and cidA mutation on the expression of atl in the 

8325-4 (A) and YL50 (B) strains. Cells were grown in TSB (W/O)-0.5% glucose 

at 37℃ for 24h in a 6-well plate. From the cultures, total RNAs were extracted, 

cDNA was synthesized, and quantitative RT-PCR was carried out as described in 

Materials and Methods. The gene expression was compared by the 2-△△C
T 

method. Error bars indicate the standard deviations. pLI50, a vector control; 

△gdpS, deletion of gdpS; pKAS1, gdpS complementation plasmid; △cidA, 

deletion of cidA; △gdpS△cidA, double deletion of gdpS and cidA. 
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Fig. 15. The effect of atl mutation on biofilm formation by gdps mutant of clinical 

isolates CM01 (A) or CM09 (B) strains. Cells were grown in TSB (W/O)-0.5% 

glucose at 37℃ for 24h in a 96-well plate and the biofilm assay was performed 

as described in Materials and Methods. The results are representative of three 

independent experiments performed in triplicate. Error bars indicate the standard 

deviations. pLI50, a vector control; △gdpS, deletion of gdpS; △gdpS△atl, 

double deletion of gdpS and atl. 
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