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�� � ����	:  �� �8:!�fimH  �! ��PCR  ������4�� ��:4� �� � 8/ ��'<�pcDNA.1 8/ ���4 .�*��� #� $��! &���4 8���� � �!�� ����! ��=0�

	��4 >�9- ��<�1 � �� ���! ���� ���� �� &������4�� ���� �� ?8/COS7 �! � 8/ ���� @�� �! �� ���! ��=0�RT-PCR  ���A ����! ����

	B�C . >6� �� �� ���!mRNA 8/ (���! $
�����B D�<���<�� �!.  

 ������	:  ��fimH  @�� �!PCR �!8/ ��'<� �!�+ . ��E9� PCR ��:4� �� pcDNA.1 �
� 	��4 � 	B�C ���ApcDNA/fimH 8/ �:+�� .

���� 	��4 ��� >�9- ��<�1 ����! ���! ��%COS7  �� ���! � 8
8/ 	<�;
��fimH  @�� �!RT-PCR 	B�C ���A 8���� ����.  

��������� : �
� 	��4pcDNA/fimH �� �� 8
���fimH �! �  804 ���! ������4�� ���� �� �� 	��4 �� ���0DNA  	�" 801/#��

	
�� 8F �! �����0�;4��	�� ������ ��%.  
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Abstract 

Aims: The most important cause of urinary tract infection is Uropathogenic Escherichia coli (UPEC) which 

produces type I pili. UPEC has intracellular duplication after invasion to bladder epithelial cells; therefore, 

cellular immunity is important in this case. This study was performed in order to design a gene cassette inducing 

cellular immune system against Uropathogenic Escherichia coli.  

Materials & Methods: At first, fimH gene was amplified by PCR. PCR product was inserted to pcDNA.1 

eukaryotic expression vector and the recombinant vector was confirmed by sequencing. The clone was inserted 

into COS7 cell and then assessed by RT-PCR in order to evaluate gene expression and the correct function of the 

gene cassette. Gene expression at mRNA level was evaluated by florescence microscope.  

Results: fimH gene was well amplified by PCR. PCR product was inserted to pcDNA.1 eukaryotic expression 

vector and pcDNA/fimH gene cassette was constructed. COS7 cells were transfected in order to evaluate the 

correct function of this cassette. Expression of fimH gene in COS7 was confirmed by RT-PCR.   

Conclusion: pcDNA/fimH cassette could express inserted fimH gene in eukaryotic cells and is a valuable DNA 

cassette for urinary tract infection vaccination.  
Keywords: Type I Pili, Uropathogenic Escherichia Coli, Genetic Vaccine, FimH 
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 ������ ���	
� ����(UTI) ���� �� ������� ���� ����� �� ��

�
� .�� ��
� ���� ��� ���� �!� �� ���� ��� �" ��#$%  ��

&% %�� ������( )	*( ���� ��� �� ���( �#+�� . �" ���(�

�,��- �!/�� �� ������ ���0( ���	1� �2�� 345 ������ ���

�( �� �!	�!
 6�)� �+77"�( ���8 ����� 9�
 ���:��� . ���/

��	"���( �!;" ���< < �	�=/ ���>!( �� �6��?( ��� �!@�� �� < +��

�( �����;!- ��0�� ��:!A����- �5�� < �!;" �B7�C �� +7��:�]D[ .  

6?(� ���� ������� ���� E(��������	
�  �;!- ����� F� G!�

 ���0( < �,�< �#�H( I�� �� �+!*�J �� E��:� K;L� �" �
�

 ���� ������]$[ . �������	
���������� (UPEC)  �� 6��?� �� M-

N;
�-� ����� ����@( N�!;�EO�� P�Q�( �!@�� �C;
 ��� �" +���

�� ��	"�� ���+��- K�( �(� �( ���@( �5�� ��]&[ . ��A� P�RC�S(

����T� �!U�<�- �V +�� �;!-(FimH)  EO�� �� ��	"�� W=� ����

�-� N;
 �
� ��<�X ���@( N�!;�]Y[. ��� �� ��� ��:��<+1( ���

���� Z��" < ��� �!;� ��"�< �!?� ������� ��2 ���

���� �
�� .�\ ���>!�;" �� N�^�� �;2�( �" ������ < �!
 N�*��

�_���	
� �� ��� ��
� 6?( ��!�� ���� ��0�� �\ �������" ���

�
� ��	"�� N�^�� ��?( .��� ���!���� �<�2 ��"�< �!?� <� ���

��
 ���UPEC �
� ��� ��( ]` �a[ . N�
 ��Dbbc �7�"�< �

 �<�2 �"FimH �	�\ �" +� �!?� ��� N�^�� �� �\ +X ����

��
  ���UPEC N;
 �A" �� < �:� ��!/;� ������ ���@( ���

�:�� �� M- ���!2 N+( ���
)9(( �� ��	"�� �!
�>!�;" �bb %

 �?�\ ����� �� < �5�� Z��"IgG-FimH  �� ���
�7� E��f]c[ . ��

 N�
$%%a ��������  �!U�<�- �����g:� <FimH  �� ��

CTXA2B  <LTXA2B ����V �!?� �,!5 P�Q �� +�

�7:��  ����FimH �!U�<�- ��� < +7�� Z��>5� �� �� �(�L�� ���

�� 9( �� ����� P�Q +��:� h!4;� ��]i[ . �!@g� �� ��� ��

EO��  �C;
UPEC  j
�- �" �� �2��# �7�"�< ���� P�<�X

+��:� F��1� �� �C;
 �7:��  .  

�O�
 �k!41� ���  �� l+� ������7�  �� ��, �
�V F� m����� �V

+��� �	��� �� �C;
 �7:�� 6	�!
 F��1�.  
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�� �  

 ����� � �	
��� ��� ��	�
��PCR �� ����� ����

 ��fimH : ��	"��E. coli 35218   �;!- +C( �" G!�I  �� ��
�

 �A" 3!1( �� < ���+��O ����� �	
�- 	!	��� W<�g!( F���BHI 

Broth +� ���� �A" . n��H	
� �!V �� ����	
� �� Mo
DNA 

 �(�,)Bioneerm�7� ��V p( �DNA +� n��H	
� �(�, . �C��

 �,fimH +� �	5�/ �, q��� �� . ���:� �� �, ���AY392527  ��

 < �+� �*r �, q���bp b%& ���� N# .s�� �� ����	
� �� Mo
 ��>5�

gene runner��# K
�7( ����:���- �+�+� �2 . ���:���- ��� �C��

�� +��� P��*� :  

:Z!- �:���-<�  TCCCGTTACAGGTCAGAGC             

:ugR( �:���-  CCTGAAGCTAAAACCTGCAC 

 6�>�\ ��DNA ���:!;-pfu  Z7"�< ��PCR +� ����	
�.  

 �� ������fimH ����� �
�� � ������ �
�� �� :

 �� EQ�2 N^1(PCR �	"< �� �!C<�  ���!�pBluescript  �� �V

 6�>�\EcoRV +� ���< ��� �+� ���� 9�� . �� �	"< N�4	�� �� M-

E. coli Top10F )���;V ���>!( ��7�( < +� ���� �AV ��	"�� �

��;" ��0�� �� +R� �<�2 �����/\ 3!1( �<� +!�
 ���X-gal  <

IPTG�� �v� ��( �, �<�2 �	"< � s�0�� �� < +(\ �
�  Z��(�\

�C��+� +!��� �����. 6�>�\ �� ��+!:
)- ��� ���HindIII  <

EcoRI +� n��O �?�\ �� �v� ��( ��, �RSf < �+� ���� 9�� .

6�>�\ 9�� ���
 �C�� �<�2 �V �����:���- �2��# �+��� w5 ���

 �, ��	� �� +�+�fimH  �# ��PCR )��  K!"��� �	"< �" ��7�

�
� �C�(� � ���!� �	V<  ���< �� �\ < ���� �!@�pcDNA1 �:� .

�� +��� P��*� ���:���- ��� �C�� :  

�:���- Z!- <� :

CTGGATCCACCACCATGGTTGTAATGA  
ugR( �:���-: TGT GAATTC TTTATTGATAAAC 

Z!- �:���- �� 6�>�\ 9�� ���
 �<�BamHI  �C�� <�����  �!*R�

+� . 6�>�\ 9�� ���
 >!� ugR( �:���- ��EcoRI +� �2��# . �,

fimH  �� M-PCR  ���� ���
 ��BamHI  <EcoRI  �	V<

+� ���< . �, �x2fimH  �	"< ��pcDNA.1 6�>�\ �� < w5 ���

�C��+� +!��� �����.  

 ��� �� !��	�� ����� �
�� ��"
��COS7 : �	V< ���

� �� K!V��� �C;
 ��COS7  �	
�- 	!	��� N;
 F��� �� �V

+� E4	7( ��� �+� ���+��O ����� . ��!��V �:!;- �� ����	
� ��

ExGen 500 )Fermentas��:C\ p ( �� K!V��� +!:
)- N�4	��

�5��=- P�Q N;
 .�g����� N�	7V ���� �!7B:�N;
 �+� ��

 �, �<�2 �	V< ��GFP +� ����	
� >!� .!� �, ��fimH  ��� ��

 9<� �� �C;
RT-PCR �5�/ ���f �
��� ��( . ���V ��� ����

 N;
COS7  3!1( ��DMEM  �<�2D% %FCS  �!;- ��

a ���O+� ���� �AV �� . +�� ��!;- �� ���O �� �� �V �\ �� M-

N;
 �<+2 �� ��`% % +!
�) m�� �;���V`%(% �	V< s�/<�g!( F� �

 �� K!V���D&  �:!;- �	!C<�g!(ExGen  <`%%  N;1( �	!C<�g!(

NaCl D`% �;!(+� �5�X� N;
 �AV �� < y;H( �z( . �!:�

 �, �<�2 �	V< ���� E2��(GFP �5��=- P�Q >!�.  

 �����RT-PCR  #$� �� �� ���� ���	� �mRNA: 

 �� M-$Y  <Yi N;
 ����
 �� �+���:!� ���pcDNA/fimH �� �

�5�X��;!( F� ���V N;1( �	!CRNX plus ) p�,�7!
 �V��

����� (���O ���:� �!;- ��� {:0( ��!V E:RC��	
� k*# < ��<\
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 ��RNA �� ���	
 .��� ���� ����� ��� ���COS7  �� ��

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

 ,�� -� ���(!�“Revert Aid First Strand cDNA 

Synthesis” )Fermentas)��01 2 ( -�RNA ��� ���

,4(5��
 6���� " ���cDNA '���7 ��������8 �� " �� ��9
 ���

:� ����� ���� 6;#�����PCR �� %�&�� .��� ��#<�� ���

"�� ��!�" �� �������
 �GFP -� *8 6=> 6>?  "@= �� 6,$� ��A#�

 )��� �B0�C�GFP ���� '��� *�����D E�4"�4�� �� .  

  

�����  

 )F ;#����� -� *8fimH  G�
 '����1 H�� �� '���� ��!�" ��

I���1���(!� ���%�&�� )��� 6;#����� ����� �� ��� ����
 ���� ���

 ,D�J ���K) �4�L .('0��
 -� *8 ��!�" '���pBluescript/fimH 6

 )F '0��
fimH '0��
 ��� �� �� " )F M��� �� )F ��� ��N�� ���

%�� M�� ���D�MEGA4 �� -��!�� . ,� '0��
 O�#
 ����� )F ���

��� P"�(!� ����
 ��Q� -� '4� ��� "��� �������	
�  ��

��� '8�"��� ���,� ����
 . )FfimH ����� 6R  ST!U� ��
�V����

 ����� ����#��1 WC �� "=  )F �� ST!U�fimH  )F�
�8"��� ���

UTI89 )�� )1 %��F ��'0��
 ���� ��7��� '���(��� 6 .  

 ����( ��� �����	
� ���� ����� ���� �� ���� �fimH ��� ������� �

������� .�(Ladder  !" ( �� �#�#$ �����fimH !%&# '( �� fimH  �)� ��

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

fimH  
  

 '�F ,�� �� )1 -� *8pcDNA/fimH  X0�K ,YZ 6�� �!U�

'0��
 �� )1 '�����U�� ����
 '��� . ��[Y� ���� P��PCR 

���  �� '���RNA  -� *8 �9�1>? ,4(5��
 ,$� ���	
 6)��

��� ��� �� ,\5� 6����� ���=>�!$�  ��� �!���) �4�= ( ��� "

'��	5� �!��� ���B
 ��]� �� '��0� ����
 )F ���fimH  ��� ��

���� .��9
 ,�� �� ��� )��� �&�!� ������ �� ��� ���

 )F " �!��� X�#� ��4��$ 6M�
�������fimH ,� ��� )��� .  

 �4�^  )���GFP ��� �� ���COS7  -� *8 ��>?  ,$�

,4(5��
'� )��� )����� . ����� %�&�� ,YZ ���� �&�!� ���

,4(5��
��� )��� ���COS7 ��� . ��=>   �"� ,$�

,4(5��
 ��� )��� ���COS7_�� 6 �9�1 -� %���GFP  )��� ��

����� ���4� .)��- `��!� ��#<�� ���>?  "@=  ����� ����� ,$�

) �4�^.(  

 ����(  �����RT-PCR 3��&%456�� ��2*�7� � *�+  

�( Ladder  kb� !" (PCR  �� �#�#$ ����� �� �$ �89# �� %:;� 3����

fimH %&# !' (RT-PCR  3��& ���COS7 %456��*�7�! 

<( RT-PCR  3��& ���COS7 %456�� *�+"<��=�&! > (RT-PCR 

 3��& ���COS7 %456�� *�+<?��=�& !@( Ladder  bp�AA  

 ���� (3��& ��2COS7 %456�� ����� �� *�+� �� ���GFP  0# BC

<? %=�&  

  

 ��	  

,��($ ,D���8 " :�5!�� �� ����- �����!��D -� '��� ������ ���E. 

coli ����� ab� .����� �� ��!��� )��������� '�� ��7 ���

'8� �� ������ ���&� %���
 ,� ��"�c ,��($ O"�� ��A#�]e[ . �g0

٣٠٠٠bp

١٠٠٠bp

١٠٠٠bp 
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�� ����� 	� 
����� �� ���� ���� �����E. coli  ��� ����

����! "��#$ �� 
��%&�� �� �'(� $�) 
#�#$� 
�*]+[ . ,�-/���

����! $�'�� #$ ���� 01� 2#��#$ 
$3-����� 23) 4�'�� 
#�#$� 
�* .

�������  "�#���* � ��� #$5666 ��&7 ��7�� 	� 23)E. coli  ���� �


��7�� 3�$�7 2$����� 
#�#$� ����! 8��! 
�*]59[ .	
���  �

��� #$ "�#���* 
�*566:  �;999������ < �&=�FimH  #$ �#

�)�� �3�   3> �� ������66 %�� 3�3���# ,�@A�]:[. ������  �

 ��� #$ "�#���*;99B  C�7���� ��D����E�� 
�(@��� �����

CTXA2B ����������  �FimH  3�$�7 "��� � �>��F �#]55[ . #$

���G ���� <,�-/��� ����� 
$��IgG �� �(��� H��� IJ�) "��(!

2	�3�� ��#��*3) 
�� . ����������  ��� #$ "�#���* �;99:  K#�L

 
��7�� �7 3�$�7E. coli �� M��N�����#���� 3����8J�$ ,#�O� �/��

 3�G#$]5;[ . ����! $3'� $�! 	� 
����� #$ �/��� �(��� H��� �P/

$�� 3*��J QR� 
#�#$� . ��7�� S�1T� ��� #$DNA �� M��T� #�U(�

3) �>��F �)�� �3� #$ �/��� �(��� H��� .  

 #$E. coli  <M��N�����#��FimH ��� �� ����� QR� ��J�) #$ 4����
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