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���	� :����� ��	
� ��� ��� 
� �� ���� ������ �	
������  ���	 ����� ��� � ���	 ��� ���!"#� ��$� %�#� &'��� �  (�$�	  �)�*+ �,

�"�- �	 .
�/ 0�+��,���1 .&, �	�345	 %�#� �� ���� .��6		��"�- 7�8&9)�8 � �":� ��4�+��,���"�� &, &;�+ ����	� ���	
� 7(�, 7�8 �� �

�"�- 7��,��� ��� <�=�	 �8 .
�'-�"�- �)7��,�
��� 7�8 �-������ �	
������  .�>?� 7�"'�, @)� ����� ��	
� 
� ������ . &A�/ &, &;�+ �,


�' � 7��B"C�- @D'�� �)DNA .�	��
� �9$)� ��*)� 
� � E8�FG @)� <�8 �, �� ����"�� @D'�� @)�H��, �:+ ��
� @�#�,�I1���$)� ��#�+ J�	(IgY) 

 �����)� &�I�UreC �
�� �)��-�- �� K�*��.  


�� � ����	:  �L ��",�ureC �� ������ �	
�� ���� �+�)
�'�) %C�� 
� �pCI �� ��I' . M�'�+�� %C��pCI-ureC &, @D'�� ���9�DNA  &,

�� N)
�+ J�	 .
�� %�$4+ �� OG� @$)� 7���IgY �IG �, M���+ N)�� ��@I�+��:+ ��
� �� ��4�I1 P�
 �, � ��; J�	ELISA  
��C �,�)�
� �
�	

�A�1.  

������	:  @D'��DNA &,�"�- ��#�+ M>� &"A
 
�' �F)� 7��,UreC  �� J�	 
�Q)�"� R����, &' &,����� ��	- ELISA  �)���9� ��I,�C 7�
��

 �����)�UreC �
�� �)��- �-��� . 

���������: D'��� �, �����9DNA 
�' ���
- &, ��"�- ��#�+ 7��, &A�/ &�I� �?�	 7��,�
�� �- ������ �	
������&,����"�� 
�S9	 ���	
� 7�8

���.   

#$���	�%��: �������	
������ ��,� ��&� -$.�/��	���0���,� ��&� -$.�/��	���0�� 1�( 1�((IgY)�&�� � -�2�� ��3DNA  
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Abstract 

Aims: Current therapies against Helicobacter pylori infection, which is associated with gastritis, peptic ulcer and 

gastric cancer, are performed by antibiotic use. Due to increase of antibiotic resistance and difficulty and cost of 

treatment, new approaches have focused on using specific antibodies. Accordingly, efficiency of antibodies 

specific to H. pylori urease has been demonstrated. Considering the longtime benefit and efficacy of DNA 

vaccination, this study was designed on order to use DNA vaccination for generation of egg yolk 

immunoglobulin against UreC subunit of H. pylori urease. 

Materials & Methods: H. pylori ureC gene was cloned into eukaryotic pCI expression vector. Recombinant 

pCI-ureC plasmid, amplified in E. coli host were purified and used for genetic immunization of chickens. IgY 

recovered from egg yolk, using Poly Ethylene Glycol precipitation and analyzed by indirect ELISA and urease   

test 

Results: Using DNA vaccination, specific and biologically active IgY antibodies were produced and extracted, 

which based on ELISA results is able to detect UreC subunit of urease.   

Conclusion: DNA immunization can be used as a productive and economic method to generate efficient anti-

urease antibodies for therapeutic proposes.  
Keywords: Helicobacter pylori, Egg Yolk Immunoglobulin (IgY), Urease, DNA Vaccine 
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�����  

������ �	
������ ��� � ����	
� ����� �� ����� �� � �
� ����

�� ����� ����� !"�#�� $%&� �'�(� ��)%��*� . $%+����� �����

 !�
� $��*, $%&� �-+�/ �0�� 1��(� �� � ����� 2�� 3
�� ����

456 � $%&� 2�7� 8�9�:� ���� �,�6��� ��, ��+ .�
��� ��,

;� "�-� ����< � �=�:���%�/� 2�7� ����� � %,� �	
������

������  $%+ 1>�� ��� 2�� � �
� ?�@��� �� !$%&� 4�5%� "�'�
 ��

 �� �� ����� 2�� !�+�%9� ���9> "��6�
 "�'�
 A,�B/ C��=< �

"�'�
 D���� $��66 EF ��I  %,� ���G]H[ . ����� I��+

������ �	
������ �� � ���J�G� 3���+ �� �9>�� D��G "�7��

�
� ��#��� �&��> ���*�>� ."��� ���0� 2�� �� ����� 2�� I��+ ��


�� �&
�� ��K ��  L���> �� !��
< �� $B��MN % ��0�-�/ ��,��- �� �

 2��PN  ��QN % �
� $%+ R��7�]P! S[ . ����� 7�� "���� ��

������ �	
������  ��)�� ���< 6� 7�� $%&� "�'�
 � $��� L��+

 �
� �����5��]T! Q! U[ .  

 6� �+�� ����� "���� ���������� �	
������ 4�=� 6� ������ ��,

�
 ����)���< �� W�@��� �� ������/ X*/ $%����9� Y� � Y�����

���*#�� (��
� ���, Y� W%��� $���� ��+]\[ . $����� �-�6�� ���

�� ����:< 2�� �� �� "< ���9� � �����^ "���� !����_� ����� D�:�

�� �>��� D�-� %�]M! `[ .���< ����_�������� ������ �	
������ 

 ���� �-��70� %��� 7�� "���� ��]HN[ ."< 6� "%� ��*�� 4�#�
 � �>

���7����� �a��� ���0� ��, ��<�� %G�0 !���*�� 2�� ����� �� ���

 �
� �6)]H[�� !"���� ��������*�� %���� �b�J�5� ��, ������

�� ����c ����� 2�� �� �a��_� ������ �d�%
� . !�e�� ��
 6�

���< 6� $����
�  2��� �=�:���� $6����4(� $��6 ���� f��(IgY) 

��  ������ � �J�(-� ��,����� ��d���
� R��#� ��K �� . 2��

���< ���&� � ����IgG  �� %�:�� 6� %&� !�
� "��%��/ �� ���#��

 �� ��&0��g ��*�� ����� h��� � $%+ D_��� $��6 �� ��
 6� f�� "%�

�� 2��>��+ .���< 2�� i��(�
�����4(� 6� �, ���
 �� �#��_� �� f��

���< I����"�
< ���� �
� ��]HH[ . W�&:�j� � �
� $��� "�-� �a@G

IgY ��a
 ��a� $%+%�:�� $%+7�: ��,������ �	
������ �� �� %����

 ��+ LG�� �^�� ����� 2�� ����� "����]HP[ ."< 6� ��� � �>

�� ��a
 "�����A��� ����� �� ���� �
� 2�*� $%+7�: ��, ��,

����� ���
 �� L'�_��+ R���� $�e�
� �&�@' ��a0 ��, $����
� !��

���< Y� 6� ��b�J�5� � ��<�� A��70� 1@
 �b�J�5� "=IgY 

����+ .�
��� �'�� ��,D*�2�k���/ 6� ���%&� !$%�< ����� ��,

 %����UreC !HpaA !FlaA !CagA  �VacA �� "����

���< "= �l��K ��,$%+ 2��&� ����� 2�� �� A(� %��]HS[ . "��� ��

 2�k���/ !�9�<UreC ) ��� �� ��+m� ��UreB �� ��5��+%+ ( 6� �

$��� 4�7�< ��,%K����6�� !�
� 6< "��� ����� �� ��)�� "�7��

�� ���5 ��k#� � ��+�� $%&� %�
� �6�
 1
��� 3���+ 2���� ��d��

�
� ����� ��_� ���� . W��b�� � �
� $%+ $��� "�-� 2��n*,

$��� ��:�&0 "�%_0����� !�6< �*� ����� ����� "�#�� $%&� �� %����

 %��*�]HT! HQ[ .��0�� 2�� �� �>�� �� !�,UreC  �@
��� ��%�%��

���< �� 2#�� ��9� ���� ��a� �b�J�5� ���������� �	
������ 

 %�:�� ���� �_0�� W������ 7�� "���� � �
�IgY  6� $����
� ��

 1����� 2�k���/UreC  ��0�� W��b �
�]HU! H\[ .  

2#�� ��7� �� �>�� �� !o�_p� 2�� �� q�p: 6� ���ka��%�
� ��,

���J�G� �&
 !2�k���/ r�a(� � "��� DK��� �� 6��� �%� � "���

2#�� 6� $����
� �� �� �
� $%+ ��,DNA  "= ���KureC !

���< f�� �� 2�k���/ 2�� ��a� �b�J�5� ����2*�� ��, %�:�� $%+

 Y�=�:��� ��:�&0 � ��+IgY  $��6 6� �6�
�%> 6� C/ !�ab�K

4(� ���� ���G A��
 ���� f��.  

 2#�� 6� $����
� !A,�B/ 2�� 6� s%, 2�������DNA  t��� %�:��

 f�� 4(� $��6 2�:���a����*��)IgY(  %K�� ��6 ��a�UreC  4�7�<

$������ 6<.  

  

��� � 	
���  

 ������ �	������� �	
������ :���*�%+�%> ��,$  �����

������ �	
������  ������ "���*�� 6�) s�' 6� ���%,� ��� 4��5 �����

������ "����*, �u �#�6 $%�-���"��9� $�e-��� �
��+(!  ��

�:�:  ���K ��,Q �a�� %��> 3�p� ���:BHI ���F�$ T/N %��J�$ 

!�*(� HN %FBS !HN �a�� �� ����a�����:  !2�#�������Q/P 

�a�� �a�� �� ������: 2�#������<B  �PQ �a���a�� �� ������: 

�a/ 2�#���B )"�*:< u�*e�
 ( �� � w�_a�S\ ����
 �>�� ���� �HN %

6�� �CO �� W%�P  ��T  ��������� �� 6���CO %+ $��� �- . 6� C/

 �� �-"��6<x�� � ����*�+��� ��,��� �7��<!  �- �pb

 ����%+.  

 
� ��� ������������� �	
������ :�� r�a(� ��d��DNA 

����� !����=L*> ��,���< �� �- 3�p� 6� $%+QU\  ���:�����

 �0��TE  "< �� � $%+ DKS 4�%
 ���:�����D�
��� W��:�
HN % �

S  6���k���/ ���:�����K )PN �a�����: �� ��� (�� � �0�c� W%� Y�

 ���� �� ���
S\ ����
 �>��%+ ���%9e� ���� . C	
HNN 

 4�%
%��a ���:�����Q  � �)��MN  ��ap� ���:�����

CTAB/NaCl )CTAB HN% !NaCl T (% � %+ �0�c� ?�a(� ��

HN  ���� �� �_�G�UQ ����
 �>���0�� ���G ���� . !���9� ��DNA 

���0 6� $����
� �� Y����=y �*�� � ��0��a �� �RNase A  r�a(�

%+ .DNA  �0�� �� !Db�K Y����=TE  "< �dag � z�a5 � DK

 ������0����	
� ��UV $6�%�� %+ ����]HM[.  

 ������
 �� �����ureC ���� ����!
! : �0� ��,�*���/ �:���

(huCF)  �-��� �(huCR)  �:��� E�
���H\HN "= �%���ka��

ureC  ���
J99 ������ �	
������ (GenBank Accession 

Number: nc_000921) �� � %�%+ �K��' 1���� D��+5'-

′3-ATGAAGAAAATCTCACGAATTCGACAC  ��
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�
�
�
��� ��	
���� ������� ���� ���UreC  ������ �	
�������� �
��!"�#$�� �����DNA   %&& 
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 �������	
 ���� ������� ������EcoRI  �5'-

′3-AAAGATAGAAAACAGTTGTCGACGTAGC 
 ����� ������ ��SalI  �����)������ ��� ��� ����� �! ����� "�#

$�� .(���%� �&' ���&�� *���� �����+, "�-/  "��' 0�1�2��3�


4// �+�
 �# �� 6��
dNTP 07/  0�#�����, �� 8� �# �� 9�
�3�,: 

�+�
 6��
�MgCl 0u-  ����Pfu DNA  �����+,);���� <;=����( 0

7//  >�?����DNA  �@�� � ��2�X7 PCR $�� ���� . "�#�1
�6�,

���&�� *���� ;= ��A3B "��� �����+, "�ureC  C+'�
 D
��

C1����� 6� C�2�� ;��E: �1��� C�6�C� ���? F�
-  0CG�H�I/  C!�J

IC+'�
C1����� D
�� "� "�
� 6� ;��E: �1��� C�6�C� ���? F�


:-  "�
� 6� �����, 9�KB� 0C����L/ �1��� C�6�C� ���? F�
I/  C����

 "�
� 6� ;��������+, �M4 �1��� C�6�C� ���? 6� � CG�H� 8� F�


D
�� ;�
� $��%� "�
� 6� ;��������+, ;���M4 �1��� C�6� ���?

C� F�
7/ $�� ���� CG�H�.  

������ �	 
���ureC : DH��pCI );���� <6�1��, �1�1N�� ( �

O�+PB 9�K	
 ���PCR  �������	
 ���� �� ��SalI  �EcoRI 

);���� <;=���� ( "�
� 6�IM �1��� C�6�C� ���? F�
:  $Q��

C� ���� ����� �R# 0C��?��� F6�S . �� �6�?� 9= "�6 F�TUH VW�

 �6�
 F�TUH �6�@��132� >�&�� �� �T� � �� "6�X?6�� Y���, Z�[ CUG�

C� � ��� ����� �\� O�+PB $�� 8��DNA  9= ��) $���

iNtRON����� ��� < ( 9= ���� O�+PB . �&' �� �H�	2� *����

 ���%�7-  $\+] �� 0�1�2��3�
4//  0����^, �� >�?����L//  >�?����

 9�K	
PCR �R# � ���4  ����� �'��T4 DNA ligase  �

 ���%� $\+] �� ;� �@��X7  "�
� 6�74 �1��� C�6�C� ���? F�
7L 

�� >�&�� $Q�� . "�1��� C� �H�	2� *���� 9�K	
E.coli  _��

Top10F’  "��2���] � �� DG1�
 �B6��' `�� _�6 ��

C��N�#  ��	
 "�6 DS�' "�#LB "��' 6�?�M/  �� >�?��3�


�+�
�W
� �1�2�� >�&�� Y�+�� .C�C��N�# ����B 6�\�
 "�#

C� $�� "�1��� 0��
� ��	
 "�6 DH�� "��' "�#LB  "��' a��
M/ 

�+�
 �� >�?��3�
�W
� �1�2 $�� Y�+��C� ;� "�#����^, � _�6

�� O�+PB ����+H �2 .C��N�# $	SC� "�#$�� CTUH ���� � ��
�

C� 0"����^, DH�� ;�6� 6� ����B �2��B Y��TB � ����� �R# 8��

��.  

��� � ������ ����� �������� 
�����: C� O�+PB 6�\�


 ����^, ��b��pCI-ureC  $�� �� 0�\� �6�
 CTUH "��' C��N�# ��

 ��� �&' �� ����^, O�+PB) $���iNtRONc���� ��� < ( dbe

�� ���f1�� ������ 6�� 6�1�� .>�&�� F����
�� � "6��%�� "�6 ���

g�
 �#�� ������� >�+Q ��3���� �#�����
�� F�����' CQ��&
 6� �#

$@��X, F6�S �6����1�� ����h i����� � .# *��
�� �6�
 ���? �

 D
��4  g�
4-C1f#j2 ��k� "�C� 0��f� ;6�# �� � "�+���� F6�S

-//  ����^, >�?��3�
pCI-ureC  ��pCI  �2�!)C� 9�1�� ;���Q

�f�
 ( ���%� $\+] �� ;��1N�� �� "��N
 �&' �-// �+�
 �� >�?

�+�
���� d�6B �1�2 .I  6��G
 ;��# �� 6����� ���DNA ��^, "��

 ;��1N�� �L///  ���
� C+S�@ ��4 0:  �L  � 9�� d�6B �� V, C1f#

 "��' 6����� 8�7//  l���B�� Y�mB��, >�?��3�
UreC 

)C� $��  �+bH *#�k, �� ��
�]7L[ ( �&' 6�7// �+�
 �� ����# �1�2

 ����@ OH�� $����� "��N
 �&')>�� CN��
;���� <"��6 "��� (

�� d�6B .� ��[ ;���� ;��1N�� �� ���f1�� C� $�L/// $@��6� 0

DNA 9�+� ���B�
 *��@� �6 �B��6���� "�# �#�]7E .[  

�!��� �"���#� :C�Y��� ����B 6�\�
g�
 ;�� �� V, C1f# 8� 0�#

Y��� �6�� D��3BC� F�����' �� "�����! 0"��� �� V, � �
� D�Q

 _�6 �� 0>�� "������ELISA �� ���f1�� ��G1N
��] . Y�� 6�

$�+, _�6 "�#EL l���B�� Y�mB��, �� �3#�JUreC ) 8#�J �# 6�

4 >�?��3�
 (�� ���� *��, .C@�h� �� �T� j���^� 9�+	
 ;���

 8�!��� "��')w/v( -//g�
 >�� 0Y��� "�# �� 9�1�� � ���

 $H67:7//  �B7:I4// )$H6�2��1
 "�# (8#�J C��� C@�h� �# . �T�

 �� ��1N� ��PBS-T �1���1���h C?�k��� "��� $H6 �� �]�
 "���

7:4//// 8#�J C� "��1N��� VW� � �� C@�h� �#OPD  ��O�H 

 �� �T� �7/  �B7-  8�6�f2������ ;� C� *���� 6�%
 "��� CG�H�I 
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