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1. AZ ÉRTEKEZÉS ELİZMÉNYEI, CÉLKIT ŐZÉSEK 

 

1.1. Elızmények 

 

A szervezetben található immunglobulinok (Ig) közül legjelentısebb és egyben a 

vérpályában legnagyobb mennyiségben jelenlevı ellenanyag – az IgG – védelmet biztosít 

vírusok, baktériumok, illetve parazitás fertızések ellen. Az antigénnel történı kapcsolódását 

követıen allergiás és gyulladásos reakciókat vált ki, amellyel aktiválja az immunsejteket és az 

extravasatio folyamatával a kívánt szöveti helyre irányítja ıket. Az epithel sejtekben 

expresszálódó IgG-kötı illetve -transzportáló Fc receptornak csak egyetlen típusát ismerjük. 

Ez a receptor az MHC-I típusú Fc receptor (FcRn), amely különbözı epitheliális barriereken 

keresztül transzportálja az IgG-t, sıt több állatfajban a maternális immunanyagok átvitelét is 

megvalósítja. Az FcRn receptor egy heterodimer molekula, amely egy α-láncból és a hozzá 

másodlagos kötıerıkkel kapcsolódó β2-mikroglobulinból épül fel. Az epithel sejtekben 

expresszálódó FcRn az IgG transzportban, az endothel sejtekben jelen lévı receptor pedig az 

IgG homeosztázisában játszik szerepet. Kacskovics és munkatársai klónozták a szarvasmarha 

FcRn α-láncát és Northern blottal több szövetbıl, köztük a tıgybıl és a vékonybélbıl is 

kimutatták ezen gén expresszióját (Kacskovics et al. 2000). Az emlısállatok összetett 

folyamatokkal biztosítják az IgG pre- illetve postnatalis transzportját (maternális immunitás) 

valamint a vér mindenkori magas IgG szintjét. E két folyamat biztosítását a jelenlegi 

ismereteink szerint az FcRn receptor valósítja meg. 

Ahhoz hogy az in vitro kísérletekben azonosított szabályozó elemeket, illetve azok in 

vivo szerepét vizsgálni tudjuk, olyan transzgénikus állatmodellt kell létrehoznunk, amely az 

elméletileg legpontosabb módon másolja le mind a gén szövet- és fejlıdésspecifikus 

kifejezıdését, mind pedig a génrıl átíródó fehérje mennyiségét. A hagyományos transzgén 

konstrukciókkal létrehozott transzgénikus állatok az ismert szabályozó elemek optimális 

kombinációja esetében is a döntı többségükben a transzgén integráció helyétıl függı 

génkifejezıdést mutatnak, melyhez igen gyakran ektopikus expresszió (olyan szövetben is 

kifejezıdnek ahol az endogén gén nem) és a kópiaszámtól függetlenül változó mennyiségő 

géntermék keletkezése is társul. 

Egy olyan gén esetében mint a szarvasmarha FcRn receptor ahol a legfontosabb 

szabályozó elemekrıl egyenlıre csak korlátozott ismereteink vannak az egyik lehetséges 

megoldás egy úgynevezett „knock in”, génkicserélt transzgénikus állat létrehozása lenne, 

melyben az FcRn gén kódoló szakaszát kicserélnénk egy könnyen nyomon követhetı 
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indikátor génre. Ebben a transzgénikus szarvasmarhában megpróbálhatnánk választ kapni 

arra, hogy van-e szabályozó hatású molekuláknak (pl. hormonoknak) olyan kombinációja, 

mellyel az állatot kezelve szövetspecifikus módon befolyásolni tudjuk az FcRn receptor 

mennyiségét és/vagy fejlıdési szakasztól függı megjelenését. Ilyen típusú szarvasmarhát 

azonban még senkinek nem sikerült elıállítani. Az egér FcRn receptorának ilyen módon 

történı vizsgálata pedig azért nem volna célszerő, mert a szarvasmarha (általánosabban a 

kérıdzı) FcRn receptor vélhetıen olyan tulajdonságokkal is rendelkezik, mely az egér 

(rágcsálók) FcRn receptorára nem jellemzıek. Ebben az esetben tehát az optimális megoldást 

egy olyan transzgénikus modellállat létrehozása jelenti, amelyben vélhetıen teljes expressziós 

domén biztosítja a szarvasmarha FcRn receptor α-láncát kódoló gén integrációs helytıl 

független, kópiaszámfüggı kifejezıdését. 

A mesterséges kromoszómák illetve a mesterséges kromoszóma típusú vektorok 

(YAC, BAC, PAC) alkalmasak nagymérető genomi fragmentumok befogadására ezért 

megfelelıek a tervezett transzgénikus egérmodell vektorának. Kísérleteim kezdetekor 

Magyarországon még nem állítottak elı BAC transzgénikus egeret ezért a tervezett rendszer 

ebbıl a szempontból nézve úttörı jelleggel bírt. Mivel az FcRn egy heterodimer molekula 

hangsúlyoznom kell, hogy a tervezett kísérletben a szarvasmarha nehézlánc és az egér 

könnyőláncok fogják a receptort felépíteni. Elméletileg felmerült a kérdés, hogy vajon egy 

ilyen molekula megırzi-e az eredeti funkcióját és képes lesz-e IgG-t kötni. In vitro patkány 

sejtvonalon kapott elızetes adatok alapján feltételeztük, hogy a szarvasmarha FcRn α-lánc 

funkcionális receptort képez az egér β2 mikroglobulinnal hiszen a patkány és az egér β2 

mikroglobulinja közötti eltérés jelentéktelennek tőnt. Remélhetı volt az is, hogy a receptor 

kifejezıdésével és mőködésével kapcsolatos, eddig feltáratlan élettani jelenségek pontosabb 

tanulmányozása is lehetıvé válik. A BAC transzgenezis eredményességének és 

hasznosságának igazolására bemutatom egy, a humán glicin transzporter 1-et kódoló gént 

(SLC6A9) expresszáló transzgénikus egérvonal elıállítását is. 
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1.2. Az értekezés célkitőzései 

 

• Olyan transzgenikus modellállat elıállítása, amelyben in vivo tanulmányozni tudjuk a 

szarvasmarha FcRn receptorának (bFcRn) mőködését. 

• A BAC transzgénikus állatok jellemzése DNS, mRNS és fehérjeszinten, az állatokon 

megjelenı esetleges élettani eltérések vizsgálata valamint az integrációs helytıl 

független, kópiaszámfüggı génkifejezıdés bizonyítása. 

• Funkcionális markerrendszer kidolgozása a transzgén mőködésének igazolásához. 

• Kettıs transzgénikus egérmodell elıállítása a szarvasmarha FcRn receptor közvetlen 

vizsgálatához. 

 

2. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

2.1. Génkonstrukció elıállítása 

 

A transzgén kiválasztásához három, a szarvasmarha FcRn α-nehézlánc gént (FCGRT) 

magában foglaló BAC klónt izoláltunk. A 90α BAC klón egy 2 éves Jersey szarvasmarha 

limfocitájából izolált BAC könyvtárból származott (Resource Center/Primary database of the 

German Human Genome Project, www.rzpd.de). A 189H02 és a 128E04 BAC klónokat pedig 

egy másik független BAC könyvtárból (Eggen et al. Gen. Sel. Evol. 33.543-548. 2001) 

választottuk ki. A 90α BAC klónban BamHI, a 189H02 és a 128E04 BAC klónban pedig NotI 

emésztést követı pulse field gélelekroforézissel (BIO-RAD) és Expand Long Template (ELT) 

PCR módszerrel (Roche) határoztam meg a klónokban lévı genomi DNS méretét illetve az 

FCGRT gént határoló 5’ és 3’ szakasz hosszát. A 128E04 BAC klónban sem az 5’ sem a 3’ 

határoló szakasz pontos méretét nem sikerült megállapítani. Tekintettel arra, hogy ezzel a 

módszerrel maximum 20 kb hosszú szakaszt lehet amplifikálni ez azt kellett jelentse, hogy ez 

a klón mindkét irányban 20 kb-nál nagyobb határoló szakaszt tartalmaz. Mivel az 

injektálandó konstrukciónak tartalmazni a kellett a bFCGRT teljes α-láncát kódoló szakaszt és 

legalább 20-70 kb hosszúságú szabályozó régiót 5’ és 3’ irányban a 90α klón használatát 

elvetettem mivel az 5’ határoló szakasz csak 8,5 kb méretőnek adódott. Az ELT PCR 

eredményei alapján kiderült, hogy a 189H02 BAC klón kb. 130 kilobázis mérető inzertet 

hordoz a 128E04 pedig kb. 100 kilobázis nagyságút. Az injektálandó BAC klón pontos 

méretének meghatározásához késıbbiekben a szarvasmarha genomszekvencia adatbázist 

használtam (www.ncbi.nlm.nih.gov) annak nyilvánosságra kerülését követıen. Mivel a 
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128E04 klón 5’ és 3’ végének szekvenciájából a kontigok kialakítása miatt megszekvenáltak 

néhány száz bázispár hosszú szakaszt ezért ezeket a szekvenciadarabokat BLAST-olva a 

szarvasmarha genomon pontosan meg tudtam határozni a 128E04 BAC klón teljes méretét 

(102 kb) és megállapítottam a az 5’ és 3’ határoló szakaszok pontos méretét valamint a gén 

hosszát (8 kb). A három BAC klón jellemzését követıen megállapítottam, hogy a 128E04 

BAC klón mind az inzert mind pedig a kifejeztetni kívánt gén 5’és 3’ határoló szakasz mérete 

alapján a legmegfelelıbb, ezért a továbbiakban csak ezt a BAC klónt használtam. A 128E04 

BAC klónt LB-ben 37 °C-on overnight felnövesztettem, majd Plasmid Maxi Kit-tel (Qiagen) 

DNS-t tisztítottam a gyártó utasításait betartva. Ezt követıen NotI restrikciós enzimmel 

(Promega) emésztettem. A restrikciós fragmentumokat 1%-os PFCA gélben (BIO-RAD) 0,5x 

TBE pufferben, 14 °C-on 12 órán át tartó PFGE-sel választottam szét (BIO-RAD). Az inzertet 

1%-os Low Melting Point gélbe futtattam át. Az átfutott fragmentumot Gelase enzimmel 

(Epicentre) emésztettem majd Microcon YM50 oszlopon (Millipore) tisztítottam és 1x BAC 

injektáló pufferrel (10 mM TRIS, 0,1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1x poliamin mix, pH 7,5) 

eluáltam az injektálandó fragmentumot. Az izolált fragmentum koncentrációját 

gélelektroforézissel ellenıriztem. 

 

2.2. A BAC transzgénikus egérvonalak elıállítása és a transzgén integrációjának 

vizsgálata 

 

A kísérlethez szükséges egérembriókat 8 hetes FVB/N nıstény egerek 

szuperovuláltatásával nyertem (Charles River Laboratory). A transzgénikus állatok 

elıállításakor a genetikai manipuláció korai (egysejtes) embrionális korban történt. A 

mikroinjektálást Nomarski differenciál interferencia kontraszt egységgel és háromdimenziós 

mozgást biztosító mikromanipulátor karokkal (Narishige, Japán) felszerelt IMT-2 invert 

mikroszkóppal (Olympus, Japán) végeztem. A mikroinjektálást túlélt embriókat 10 hetes 

álvemhes CD1 nıstényekbe ültettem vissza. A mikroinjektált embriókból született utódokból 

mintát vettem és a szövetbıl tisztított DNS-ben PCR módszerrel vizsgáltam a transzgén 

jelenlétét. A PCR-hez használt primerek a szarvasmarha FCGRT gén promóterére (fcrnprf: 

5’-CGG CCA CCT CTA TCA CAT TT-3’ fcrnprr: 5’-TGC ATT GAC CAC ACT TGG TT-

3’) és 4. exonjára (bFcRnex4f: 5’-CCA AGT TTG CCC TGA ACG-3’ bFcRnex4r: 5’-GTG 

TGG GCA GGA GTA GAG GA-3’) voltak specifikusak. A teljes BAC beépülésének 

ellenırzése céljából az injektált klón 5’ és 3’ végi ismert szekvenciáira primereket terveztem, 

amelyek – PCR reakciót végezve – alkalmasak a beépült BAC klón épségének kimutatására. 
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2.3. A transzgén kópiaszámának meghatározása 

 

Az integrálódott transzgén kópiaszámának meghatározását Dr. Bodrogi Lilla által 

adaptált kvantitatív valós idejő PCR módszerrel végeztem. A PCR-hez szükséges primereket 

és próbákat az Applied Biosystems primertervezı programjával terveztem meg. Viszonyítási 

pontnak az egér β-aktin gént használtam. Egér genomiális DNS templát segítségével 

felvettem a kalibrációs görbét a β-aktin génhez. Ezt a görbét használtam a vizsgálatok során a 

DNS mennyiségének meghatározásához. A vizsgálat során a szarvasmarha FcRn gén 

(FCGRT) kópiaszámát határoztam meg diploid hemizigóta sejtben. A szarvasmarha FcRn 

kópiaszámának meghatározásához szükséges kalibrációs görbe felvételéhez kétféle mintát 

használtam: szarvasmarha genomi DNS-t illetve egér genomi DNS-sel kevert plazmid DNS-t. 

A kalibrációs görbék alapján határoztam meg a bFcRn gén kópiáinak számát valamint a 

diploid genom mennyiségét a reakcióba bevitt DNS mennyiségében. A két adatból 

aránypárral számoltam ki a bFcRn gén kópiaszámát. 

 

2.4. A transzgénikus állatvonalak alapítása és fenntartása 

 

A transzgénikus vonalak alapításához az alapító egyedeket vad típusú egerekkel 

párosítottam. A megszületett utódok közül a már korábban leírt PCR rendszer segítségével 

válogattam ki a transzgént hordozó utódokat. Ennek az ún. G1 generációnak a transzgént 

hordozó egyedei heterozigóták a bFcRn-re nézve. A heterozigóta egyedek egymás közötti 

pároztatásával elıállított utódokban a transzgén a mendeli szabályoknak megfelelıen 

szegregál, amennyiben a beépülés egyetlen lókuszra történt. A homozigóta jelölt állatokat vad 

típusú egerekkel párosítottam. Azok az egyedek, amelyeknek minden utóda pozitív volt a 

transzgénre nézve homozigótának fogadtam el. 

 

2.5. Kettıs transzgénikus egérvonalak elıállítása 

 

Ahhoz, hogy a transzgénikus egerekben egyidejőleg jelen lévı egér FcRn α-lánc által 

okozott esetleges interferenciát ki tudjuk zárni, létre kellett hoznom egy kettıs transzgénikus 

egérmodellt. A bFcRn-t hordozó egereket kereszteztem egy egér FcRn hiányos egérvonallal 

(mFcRn-/-). Ezt a törzset a The Jackson Laboratory-tól szereztem be 

(http://jaxmice.jax.org/query/f?p=205:1:12381716879708076363). A két vonal 

keresztezésébıl származó G2 generáció vonalon belüli párosításából született utódok 
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alkalmasak a bFcRn közvetlen vizsgálatához. Az utódok genotipizálásához olyan multiplex 

PCR-t terveztem, amelyben egy PCR reakcióval a mendeli szabályoknak megfelelı, minden 

lehetséges genotípusos variáció egyértelmően kimutatható (mFcRn, bFcRn, NEO). Ezzel a 

primerrendszerrel egyértelmően detektálhatók azok az egerek, amelyeknek hiányzik az egér 

saját FcRn α-lánca de jelen van a szarvasmarha FcRn gén. 

 

2.6. Expresszió vizsgálata RNS szinten 

 

A bFcRn egérvonalak G1 generációjában vizsgáltam a transzgénre specifikus mRNS 

jelenlétét azokban a szövetekben, ahol eddigi ismereteink szerint a bFcRn receptornak 

termelıdnie kellene. Mivel a BAC transzgenezisnek megfelelıen a transzgénikus egerekben a 

szarvasmarháéval azonos szövet- és fejlıdésspecifikus módon fejezıdik ki a transzgén a 

transzgénikus vonalak egy-egy egyedébıl máj, vékonybél és laktáló nıstényekbıl emlıszövet 

mintákat győjtöttem (50 mg) és RT-PCR-rel vizsgáltam a transzgénrıl képzıdı mRNS-re 

specifikus mérető cDNS megjelenését. Totál RNS izoláláshoz a savas guanídium-

izothiocianát-fenol-kloroform extrakciós eljárást alkalmaztam (RNA-Bee – RNA isolation 

reagent, IsoTex Diagnostics, Inc.). Az RT-PCR reakciót Acces RT-PCR System (Promega) 

kittel és szarvasmarha FcRn α-lánc specifikus primerekkel végeztem. Az RNS minıségének 

vizsgálatához és az RT-PCR mőködésének ellenırzéséhez egér β-aktin primereket 

használtam. 

 

2.7. A transzgén expressziójának vizsgálata Northern analízissel 

 

 A 2.6. pontban leírtak szerint totál RNS-t izoláltam szarvasmarha, vad típusú egér 

valamint bFcRn transzgénikus egérvonalakból származó egerek májából. 5 µg totál RNS-t 

választottam szét 1 %-os formaldehid gélen. A gélen szétválasztott RNS frakciókat Hybond 

N+ membránra (Amersham) vittem át kapilláris blottolási technikával. A próbát a bFCGRT 5. 

és 7. exonjára tervezett primerekkel szintetizáltattam szarvasmarha tıgy cDNSrıl majd 32P-

vel jelöltem HexaLabelTM DNA Labeling Kit-tel (Fermentas) a gyártó utasításait követve. 1 

óra 65 °C-on történı prehibridizálást követıen 65 °C-on 24 órán keresztül PerfectHybTM Plus 

hibridizációs pufferben (Sigma) hibridizáltam. A próba mőködıképességét Phosphorimage 

Analyser Scannerrel (STORM 840, Molecular Dynamics) ellenıriztem majd Fuji 

röntgenfilmre autoradiográfiát készítettem. 
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2.8. Kópiaszám függı expresszió bizonyítása Northern blottal 

 

 Mivel a BAC transzgenezis egyik nagy elınye a kópiaszámfüggı expresszió ezért 

feltételeztem, hogy a különbözı kópiaszámú transzgénikus egérvonalaink is eltérı módon 

expresszálják a bFcRn-t. Ennek bizonyítására azonos mennyiségő (5 µg) szarvasmarha, vad 

típusú egér, 2 bFcRn-kópiás egér és 5 bFcRn kópiás egér májából készült RNS-bıl a 2.7. 

pontban leírtak alapján Northern blot-ot készítettem. A röntgenfilmen detektált jeleket 

beszkenneltem és Soft Imaging System AnalySYS Pro 3000 képelemzı programmal 

elemeztem a denzitást a felvitt RNS mennyiségek függvényében. A kapott eredményeket MS 

Excel programmal dolgoztam fel. 

 

2.9. A transzgénrıl íródó fehérje detektálása Western blottal 

 

 Vad típusú egér valamint transzgénikus egérvonalakból származó tüdımintákból 

homogenizátumot készítettem. Pozitív kontrollnak szarvasmarha emlıepitheliális sejtvonalat 

(B4) használtam, amely stabilan expresszálja a bFcRn α-láncát. Az antiszérum 

CLEWKEPPSMRLKAR szekvenciájú FcRn α-lánc egy részletét tartalmazó oligopeptiddel 

immunizált új-zélandi nyulakban lett elıállítva. A megkötıdött elsıdleges ellenanyagot 

peroxidázzal kapcsolt, kecskében elıállított anti-nyúl antitesttel (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA) inkubáltam. A megkötıdött másodlagos antitestet luminol alapú 

kemilumineszcenciás szubsztrát oldat hozzáadásával detektáltam. A kemilumineszcens jelek 

elıhívásához Hyperfilm (Amersham Biosciences, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) 

filmet használtam. 

 

2.10. Az injektált BAC klónon található további gének azonosítása 

 

Mivel a BAC klónokban egy ismert faj genomjának bizonyos mérető, összefüggı 

része található feltételezhetı, hogy a célgénünkön kívül más géneket is bejuttattunk a 

transzgenezis során. Ez a tény felhasználható annak kiderítése érdekében, hogy a 128E04 

BAC klónnal injektált transzgénikus egérvonalaimba a teljes mérető BAC beépült-e? A 

szarvasmarha genomszekvencia adatbázis felhasználásával primereket terveztem a BAC 

klónon található hipotetikus génekre. A PCR eredményekbıl következtetni lehet az esetleges 

letört szakaszok méretére. 
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2.11. Fluoreszcens in situ hibridizáció (FISH) 

 

A transzgén kromoszómális elhelyezkedésének vizsgálata érdekében fluoreszcens in 

situ hibridizációs vizsgálatot végeztem. A kromoszóma preparátumok a TG14 vonal 

homozigóta 4 kópiás és a TG19 vonal homozigóta 10 kópiás, 13.5 napos embrióinak 

vinblasztin kezelt fibroblasztjaiból származtak. A további lépések a standard protokollnak 

megfelelıen hipotóniás kezelés majd metanol és ecetsav 3:1 arányú oldatával történı fixálás 

voltak. A hibridizációhoz a BAC128E04 DNS-t izoláltam és biotin-14-dATP felhasználásával 

nick-transzlációs módszer segítségével (BioNick Labeling Kit, Invitrogen, USA) jelöltem. A 

biotinilált próbát denaturáltam és 37 °C-on overnight hibridizáltam a kromoszómakenetre. A 

jel detektálásához kecskében termeltetett anti-biotin antitestet használtam (Vector 

Laboratories Inc, Burlingame, CA). A második ellenanyag nyúlban termeltetett fluoresceinnel 

konjugált anti-kecske IgG volt (Nordic Immunological Laboratories, Tilburg, Netherlands). A 

kromoszómába történı integrálódás helyét Nikon Eclipse E600 epifluoreszcens 

mikroszkóppal (Nikon Instruments, Kawasaki, Japan) detektáltam. A dokumentáláshoz Cohu 

4912 CCD kamerát és MacProbe 4.3 FISH szoftvert (Applied Imaging, Newcastle upon Tyne, 

UK) használtam. 

 

2.12. Funkcionális markerrendszer kidolgozása 

 

A szarvasmarha FcRn receptor α-nehézláncából és az egér FcRn receptor β2 

mikroglobulinjából felépülı „hibrid receptor” mőködıképességének vizsgálatához ismert 

ellenanyagok kiürülési idejét határoztam meg. A vizsgálatban alkalmazott rendszer azon 

alapszik, hogy a szarvasmarha FcRn az egér FcRn-nel ellentétben nagy affinitással köti a 

humán IgG-t. Mind egér IgG-vel mind humán IgG-vel elvégeztem a farmakokinetikai 

elemzést. A féléletidık mérésének kiszámításához az IgG-k lebomlását reprezentáló kétfázisú 

görbe adatait használtam. 

 

2.13. In vivo LPS injektálás hatása az bFcRn receptor expressziójára 

 

Amennyiben a sejtfelületi receptorokhoz a megfelelı ligand kötıdik (LPS, TNFα) úgy 

a szignálkaszkád hatására az lκB fehérje lebomlik és a felszabaduló NF-κB transzkripciós 

faktorok a sejtmagba kerülnek és ott a megfelelı promóter szakaszokhoz kapcsolódva 

indukálják az adott gént. Ezt bizonyítandó három egymástól független biológiai párhuzamos 
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csoportot (A, B, C) alakítottam ki 4 kópiás kettıs transzgénikus egerekbıl csoportonként 8 db 

állattal és 250 µg/100 g LPS-t (SIGMA L-3129) injektáltam i.p.. Az LPS injektálást követıen 

1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 órával mindhárom csoportból egy-egy állatot leöltem és kivettem a májat 

és a lépet. Minden mintavételi idıpontnál minden állatnak rektálisan megmértem a 

testhımérsékletét (Multi Thermometer Precision, Roth). Az egerek hımérsékletének 

folyamatos követése (csökkenı tendencia) és egyéb tüneteik (borzolt szır, levertség, 

étvágytalanság) arra utaltak, hogy az LPS kezelés hatására szepszis alakult ki, melyet a 

szervek boncoláskori állapota is alátámasztott. Az expresszió változását Northern analízissel 

és Real-Time PCR-rel detektáltam. Az RNS loadingot és a Northern blot-on kapott jelek 

denzitását GeneTools From Syngene programmal értékeltem és a kapott értékeket Excel 

program segítségével ábrázoltam. 

 

 

2.14. A humán GLYT1 konstrukció elıállítása 

 

Az RPCI human BAC library 11 genomi könyvtárból (Children's Hospital Oakland 

Research Institute, USA) az RP11-107-F21 és RP11-445-G20 jelzéső, a GLYT1 transzporter 

génjét tartalmazó BAC klónt szereztem be. Az ismert és jól jellemzett szabályozó szakasszal 

bíró gének nagy többségében a szabályozó elemek a gén 5’ határoló szakaszán helyezkednek 

el. Ezért arra törekedem, hogy 5’ irányban minél nagyobb mérető határoló szakaszt 

biztosítsak. A transzgénikus egerek elıállításának metodikája megegyezik a bFcRn 

transzgenikus egereknél leírtakkal. Az alapító egyedek azonosításához az alábbi primereket 

alkalmaztam: GLY1_L: 5’- CTCTGGAGGCTGTGGTTGAG - 3’;GLY1_R: 5’- 

GTCCACCTACARCGGCATCT - 3’. A kópiaszám meghatározását dot-blot módszerrel 

végeztem. Próbaként az elıbbi primerek segítségével elıállított PCR fragmentumot 

alkalmaztam. 
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3. EREDMÉNYEK 

 

3.1. Az állatok létrehozása és a transzgén integrációjának vizsgálata 

 

 Elıállítottam az injektáláshoz használt a szarvasmarha FcRn receptor α-lánc teljes 

kódoló szakaszát és a megfelelı határoló régiókat tartalmazó BAC-klónt tartalmazó injektáló 

oldatot, amellyel 3 transzgénikus egérvonalat hoztam létre (TG9, TG14, TG19). Az alapítók 

utódai között megjelenı transzgénikus egyedek aránya arra utalt, hogy az alapító egyedek 

nem mozaikosak. A G1 heterozigóta egyedek egymás közötti párosításából született utódok 

közel kétharmada transzgénikus a TG14 és a TG19 vonal esetében. A TG9 vonalban több 

mint 90% körüli (72 összes utód – 67 transzgénikus utód) a transzgénikus egyedek aránya. 

Ebbıl arra következtethetünk, hogy ebben a vonalban a transzgén két független 

kromoszómára is beépült és ez okozza az elméletileg várhatónál magasabb százalékban 

történı beépülést vagy pedig kettétört a DNS. Ezen tények ismeretében homozigóta 

transzgénikus egérvonalakat csak a TG14 és a TG19 egereknek kontroll egerekkel, illetve a 

G2 generáció vonalon belüli keresztezésével alakítottam ki. Az integrálódott transzgén 

kópiaszámának meghatározását kvantitatív valós idejő PCR módszerrel végeztem. A TG14 

vonalban 2 kópia a TG19 vonalban 5 kópia integrálódott a transzgénbıl. 

 

3.2. Expressziós vizsgálatok RT-PCR-rel 

 

 A szarvasmarha pozitív kontroll szervekhez viszonyítva megállapítható, hogy 

mindhárom alapító vonal (TG9, TG14, TG19) a megfelelı helyen expresszálja a transzgént. 

Mivel az FcRn α-lánc a vérerek endothelsejtjeiben is kifejezıdik ezért ektopikus expressziót 

nem vizsgáltam, mert értelemszerően minden olyan szervben kimutatható lett volna az FcRn 

α-lánc amelyekben erek vannak. 

 

3.3. Kópiaszám függı, integrációs helytıl független génkifejezıdés bizonyítása Northern 

analízissel 

 

A BAC transzgénikus módszer legfontosabb elınye az, hogy a nagymérető DNS 

szakasz nagy valószínőséggel magában foglalja a vizsgált gén szövet- és fejlıdésspecifikus, 

magas szintő kifejezıdéséhez szükséges összes szabályozó elemet. A termelıdı mRNS 

mennyisége ebben az esetben csak a transzgén kópiaszámától függ, de független annak 
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integrációs helyétıl. Vizsgálataim során a kétkópiás vonalban (TG14 heterozigóta) a 

szarvasmarha endogénnel megegyezı mennyiségő bFcRn mRNS-t tudtam kimutatni. Mivel a 

szarvasmarhában eredetileg is két kópiában van jelen a bFcRn ezért a 4 kópiás (TG14 

homozigóta), 5 kópiás (TG19 heterozigóta) és 10 kópiás (TG19 homozigóta) egerek mRNS 

mennyiségének változása azonos mennyiségő totál RNS felvitele esetén bizonyíthatóan arányos 

a kópiaszámmal. A Northern eredményeim szerint tehát kimondható, hogy a különbözı 

kópiaszámú transzgénikus egerek a kópiaszámmal arányosan expresszálják a 

transzgénspecifikus mRNS-t. 

 

3.4. Kópiaszám függı, integrációs helytıl független génkifejezıdés bizonyítása Western 

blottal 

 

A TG14 vonal heterozigóta 2 kópiás és a TG19 vonal heterozigóta 5 kópiás egyedének 

tüdejébıl készített fehérjeizolátummal végzett Western blot vizsgálat eredményei szerint a 

bFcRn transzgént 5 kópiában hordozó egér esetében a kapott jel a kópiaszám függvényében 

erısebb, mint a bFcRn-t csak két kópiában hordozó állatnál. Mivel a heterozigóta állapotban a 

két- és ötkópiás állatok két külön vonalból származnak, a Western blot alapján igazolható, 

hogy a bFcRn transzgén mindkét vonalban fehérjeszinten is kópiaszámfüggıen fejezıdik ki. 

 

3.5. A transzgén kromoszómára történı beépülésének ellenırzése FISH módszerrel 

 

A transzgén genomi integrációjának vizuális megjelenítése érdekében fluoreszcens in 

situ hibridizációt végeztem a TG14 vonal és a TG19 vonal egy-egy homozigóta egyedén. 

Ezzel a módszerrel bizonyítottam, hogy mindkét egérvonalon egy-egy integrációs helyre de 

két különbözı kromoszómára épült be a bFcRn azaz a fenotípus valóban nem függ a 

transzgén beépülési helyétıl. Ezt a tényt a transzgénikus vonalakon végzett öröklésmenet 

vizsgálatok is alátámasztották. 

 

3.6. Kettıs transzgénikus egérvonalak elıállítása 

 

A szarvasmarha FcRn transzgénikus egereket olyan egértörzzsel kereszteztem, 

amelybıl génkiütéssel eltávolították az egér saját FcRn α-láncának kódoló szakaszát  

(mFcRn-/-). Az utódok vizsgálata multiplex PCR reakcióval történt. A két egértörzs 

homozigóta egyedeinek keresztezésébıl származó G1 nemzedékben minden utód hordozza a 
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bFcRn, a mFcRn és a NEO (marker) géneket. Ezen G1 generáció egyedeinek párosításából 

származó utódok között kis százalékban már olyan egyedeket találunk, amelyek nem 

hordozzák az egér saját FcRn α-láncot kódoló gént de a bFGRT gént igen. Az így kapott 

egerekben mért bármely, az FcRn receptorhoz köthetı tulajdonságot a szarvasmarhából átvitt 

α-lánc fog meghatározni. Ezeket a példányokat kiemelve és továbbtenyésztve homozigóta 4 

és 10 kópiás vonalakhoz jutottam (a keresztezés megkezdésekor mind a két BAC 

transzgénikus homozigóta vonal rendelkezésemre állt). Természetesen a kópiaszámot 

felezhetjük is a fentiek alapján elıállított homozigóta állatok mFcRn KO egerekkel való 

keresztezésével, így heterozigóta formában 2 és 5 kópiás kettıs transzgénikus vonalakkal is 

végezhetık fenotípusos vizsgálatok. 

 

3.7. In vivo LPS injektálás hatása az bFcRn receptor expressziójára kettıs transzgénikus 

egérmodellen 

 

Az FcRn receptor expressziójának változását az LPS-sel kezelt egerek lépébıl izolált 

RNS Northern hibridizációjával igazoltam. A Northern hibridizációkkal kapott eredményeket 

Real Time PCR adatokkal is megerısítettem. Mindkét vizsgálati módszer megközelítıleg 

hasonló trendet hozott az bFcRn expresszió változását mérve. Eredményeim szerint az LPS 

kezelt transzgénikus egerekben a bovine FcRn mRNS igen gyors indukciója következik be, 

amely csökkenı amplitúdóval 24 óra alatt megközelíti a kiindulási értéket. Ez az eredmény 

arra utal, hogy az FcRn molekula expressziójának szabályozásában az NFκB transzkripciós 

faktor fontos szerepet játszik. 

 

3.8. Funkcionális marker rendszer létrehozása 

 

Az elsı vizsgálat esetében mIgG injektáltam 4 kópiás (TG14 homozigóta) 

transzgénikus és vad típusú egerekbe. Megállapítható hogy az injektálást követıen a 

transzgénikus egerek esetében a mIgG kiürülése elhúzódóbb, mint a vad típus esetében. A 

clearance görbe kétfázisú. Az elsı (alfa) fázis a mIgG intravasculáris és extravasculáris terek 

közti egyensúlyi eloszlását mutatja. A másik (béta) fázis a mIgG lassú eliminációját 

reprezentálja. A becsült alfa fázis féléletidık 5 óra elmúltával közel azonosak voltak mind a 

vad típusú mind a transzgénikus egerekben. Ezzel szemben szignifikáns különbség volt 

tapasztalható a béta fázisban mérhetı féléletidık között (P<0,05). A kétkompartmentes 

matematikai modellvizsgálat eredményei szerint a béta fázisban a vad típusú egerekben a 
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mIgG féléletideje 125, 4 ± 3,2 óra volt, még a transzgénikus állatok esetében ugyan ennél a 

paraméternél 165,1 ± 7,8 óra értéket tapasztaltam. 

A második vizsgálatban a bFcRn által nagy affinitással köthetı humán IgG-t 

injektáltam transzgénikus 4 kópiás (TG14 homozigóta) és vad típusú egerek farokvénájába 

két különbözı dózisban. A vizsgálatok szerint a szérumban található hIgG féléletideje bFcRn 

transzgénikus egerek esetén átlagosan 168 óra volt, a vad típusú egerek esetében ugyan ez az 

érték csak 105 óra. Eredményeim azt mutatják, hogy a transzgénikus egerek vérében az idı 

elırehaladtával magasabb humán IgG koncentráció volt kimutatható, mint a vad típusú 

egereknél azaz 4 kópiás transzgénikus egerekben az IgG életideje szignifikánsan hosszabb 

mint a vad típus esetében. Ez feltehetıen a vérfal endothel sejtjeiben is jelen lévı, a 

transzgénrıl termelıdı bFcRn receptor hatásának tudható be és azt bizonyítja, hogy a 

rekombináns szarvasmarha FcRn α-lánc mőködıképes receptort alkot az egér β2 

mikroglobulinnal. 

 

3.9. A humán GLYT-1 transzportert hordozó egérvonalak elıállítása 

 

 A mikroinjektálást három sorozatban végeztem. Az elsı sorozatban 87 egér 

született meg a mikroinjektált és álvemhes recipiens nıstényekbe ültetett embriókból. Ezek 

PCR vizsgálatával nem találtunk egyetlen a transzgént hordozó alapító utódot sem. A 

második sorozatból megszületett és transzgén specifikus PCR-el megvizsgált egerek száma 

105 db volt. Ebbıl egy egér bizonyult transzgénikusnak (TG71). Annak bizonyítására, hogy a 

TG71 számú alapító egér farok DNS-ébıl kapott, a várttal megegyezı mérető PCR 

fragmentum valóban a humán GLYT1 gén egy szakaszával azonos, a transzgén PCR terméket 

izoláltam és direkt PCR fragmentum szekvenálást végeztettem rajta. A számítógépes BLAST 

analízis eredménye szerint a PCR fragmentum szekvenciája 99%-os egybeesést mutat a 

humán SLC6A9 azaz a GLYT1 gén adatbázisbeli szekvenciájával. Az utolsó injektálási 

sorozatból született 24 egérbıl transzgén specifikus PCR-el újabb három alapító egyedet 

azonosítottam (TG11; TG13; TG18). Mivel nagyobb számú pozitív utóda csak a TG71 alapító 

egérnek született, ezért csak ebbıl tudtam transzgénikus vonalat létrehozni. A TG71 vonalhoz 

tartozó G1 és G2 egerekben az öröklıdés megfelel a mendeli szabályoknak. 
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3.9.1. A transzgén kópiaszámának meghatározása 

 

 Az integrálódott transzgén kópiaszámának meghatározásához dot-blot eljárást 

alkalmaztam. A P-11-445-G20 BAC klón hígítási sorával összehasonlítva a transzgénikus 

állatokat reprezentáló pöttyöket megállapítottam, hogy a TG71-ben ~2, míg a TG8, TG11 és 

TG18 heterozigótákban ~1 kópia integrálódott a transzgénbıl. Ez az eredmény nem 

magyarázza, hogy miért öröklıdik az elméletileg vártnál alacsonyabb arányban a transzgén a 

TG8, TG11 és TG18 vonalakban. 

 

3.9.2. A beépült transzgén expressziójának vizsgálata 

 

A transzgén beépülés és öröklıdés vizsgálatával párhuzamosan RT-PCR-rel 

ellenıriztem, hogy a humán SLC6A9 (GLYT-1) génrıl átíródó mRNS kimutatható-e a TG71 

vonal G1 heterozigóta egyedében. A TG71 egér minden vizsgált szövetében a humán 

szövetmintáéval azonos, várt mérető cDNS-t kaptam, ami egyértelmően azt mutatja, hogy a 

humán SLC6A9 (GLYT-1) gén kifejezıdik a transzgénikus egerekben. 
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4. ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK 

 

1. Magyarországon elıször állítottam elı baktérium alapú mesterséges kromoszóma vektorral 

(BAC) transzgénikus egeret, mely egyben az elsı szarvasmarha BAC klónnal elıállított 

transzgénikus egér a világon. 

 

2. Eredményeim alapján bizonyítható, hogy 5’ irányban 44 kb, 3’ irányban pedig 50 kb 

hosszúságú szabályozó szakasz megléte elegendı a transzgén endogén génnel megegyezı 

teljes értékő kifejezıdéséhez. 

 

3. A BAC transzgénikus egérvonalak kópiaszámfüggıen, integrációs helytıl függetlenül, 

szövetspecifikusan expresszálják a szarvasmarha FcRn receptort valamint a transzgén 

fehérjeszinten is a kópiaszám függvényében fejezıdik ki. 

 

4. A kidolgozott fiziológiai markerrendszert bizonyítja, hogy a transzgénrıl termelıdı 

szarvasmarha α-lánc és az egér saját β2 mikroglobulinja mőködıképes, funkcionális 

heterodimer receptort képez. 

 

5. A bFcRn transzgénrıl átíródó α-lánc meghosszabbítja a vérben keringı IgG-k féléletidejét. 

 

6. Olyan kettıs transzgénikus egérvonalat állítottam elı, amelyben csak a szarvasmarha FcRn 

receptor van jelen és megállapítottam, hogy in vivo LPS hatására a FcRn szarvasmarha 

mRNS igen gyors indukciója következik be ami arra utal, hogy az FcRn molekula 

expressziójának szabályozásában az NFκB transzkripciós faktor fontos szerepet játszik. 

 

7. Humán glicintranszporter (GLYT-1) receptort expresszáló transzgénikus egeret hoztam 

létre BAC transzgenezissel. 
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5. KÖVETKEZTETÉSEK ÉS JAVASLATOK 

 

A transzgénikus technológiák színrelépésével számos olyan folyamat vált kutathatóvá, 

amelyeket modellállatok nélkül nem lehetett pontosan vizsgálni. Az embriológia és a 

rekombináns DNS technika gyors fejlıdése tette lehetıvé az emlısgenom módosítását. A 

hagyományos transzgénkonstrukciókkal szemben a mesterséges kromoszóma alapú vektorok 

integrációs helytıl független, kópiaszámfüggı expressziót biztosítanak. Emiatt a BAC 

transzgenezissel létrehozott állatokban az endogén génnel megegyezı szövet- és 

fejlıdésspecifikus kifejezıdés tapasztalható függetlenül attól, hogy milyen más emlısbıl 

származik a transzgén. A fentieken kívül BAC transzgénikus állatok alkalmasak a géntıl nagy 

távolságban elhelyezkedı szabályozó elemek vizsgálatára is. A transzgénikus egerek 

elıállításához egy szarvasmarha BAC genomi könyvtárból izolált 102 kb mérető BAC klónt 

használtam, amely tartalmazza az FcRn receptor α-láncát valamint 5’ irányban 44 kb, 3’ 

irányban pedig 50 kb hosszúságú szabályozó régiót. A BAC transzgenezis alkalmazásával olyan 

modellállatok birtokába juthatunk, amelyekkel egyes gének hatásai közvetlenül vizsgálhatóak. 

 Az elıállított bFcRn transzgénikus egérvonalakban a transzgén terméke a 

szarvasmarha endogén receptorral azonos szövettípusokban jelenik meg. Ezért ezek az állatok 

alkalmasak az FcRn receptor, növekvı mennyiségben történı termelıdésének 

következményeinek tanulmányozására. Vizsgálhatóak az FcRn receptor különbözı mértékben 

megnövekedett koncentrációjának következményei azokban a szövettípusokban ahol már 

tisztázott, hogy mi a szerepe és azon szövetekben is hozzásegíthet a receptor funkciójának 

megértéséhez, ahol eddig ezt nem sikerült tisztázni. Az általam kialakított kettıs transzgénikus 

egérmodell lehetıséget ad arra, hogy az FcRn α-lánc szabályozásában részt vevı faktorokat in 

vivo vizsgálhassuk. Együttmőködı partnereink (Dr. Kacskovics Imre munkacsoportja ELTE 

Immunológiai Tanszék) in vitro adatai szerint a bFcRn α-lánc promótere három NFκB 

transzkripciós faktor kötıhelyet tartalmaz, melyek indukálhatóak illetve mutációval aktivitásuk 

megszüntethetı. Kísérleteimben az NFκB faktornak az FcRn gén szabályozásában játszott 

szerepét in vivo bizonyítottam. A kettıs transzgenikus egérmodell felhasználható lesz további, 

szabályozó szerepet játszó hormonok illetve bioaktív vegyületek in vivo hatékonyságának és 

szövetspecifitásának tesztelésére. 

Az epitheliochorialis (syndesmochorialis) placentával rendelkezı kérıdzıknél a 

maternalis immunitás átadása, vagyis az anyai IgG transzport nem a méhlepényen keresztül, 

hanem kizárólag a kolosztrum felvételével valósul meg. Ezen folyamat elsı lépése a tıgy 

kolosztrumba irányuló IgG szekréciója már régóta ismert. A kettıs transzgénikus egérmodell 
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segítségével tisztázni tudjuk a receptor pontos szerepét az anya és az újszülött közötti IgG 

transzportban. Eddigi eredmények azt mutatják, hogy a szarvasmarha neonatalis Fc receptor 

(FcRn) nemcsak a tıgyben, hanem más szervek azon sejtjeiben fejezıdik ki, amelyek a 

nyálkahártya immunvédelmében közremőködı IgG1 szekrécióját biztosítják. További elemzések 

megerısítették, hogy ez a receptor a szarvasmarha vérér endothel sejtjeiben is kifejezıdik és 

hasonlóan az eddig vizsgált fajokhoz, megakadályozza a keringı IgG gyors lebomlását. 

Tisztázásra vár, hogy az epithel sejtekben milyen módon történik az IgG transzcitózisa, milyen 

tényezık befolyásolják a receptor intracelluláris lokalizációját és milyen hatással bír a 

tıgyszövetben tapasztalt átrendezıdés a sejtek IgG transzportjára. Fontos kérdés, hogy milyen 

faktorok befolyásolják a receptor expresszióját ezekben a sejtekben és hogyan lehetne azt 

mesterségesen befolyásolni. 

 Az általam elıállított transzgénikus egérvonalak vérében keringı IgG-k féléletideje 

hosszabb, mint a vad típusú egerekben. Közismert, hogy egyes súlyos vírusfertızések illetve 

bakteriális toxinok leküzdésére olyan vérplazma készítményeket injektálnak a beteg 

szervezetébe, amelyek nagy mennyiségben tartalmaznak ellenanyagokat az adott kórokozóra 

nézve (például Hepatitis B és veszettség vírusok illetve Botulinus toxin elleni humán 

immunglobulin preparátumok). Minthogy a más fajból származó idegen molekulák 

nemkívánatos immunreakciót is kiválthatnak vagyis a szervezetbe a parenterálisan (vénába, 

izomba, bır alatti kötıszövetbe) bejuttatott védı ellenanyagokat is idegennek ismeri fel a test és 

saját ellenanyag-termeléssel igyekszik azokat semlegesíteni. Az ilyen kezelések lehetıleg 

fajazonos azaz humánterápia esetén emberbıl származó készítményekkel történhetnek. Ez a 

korlátozás azonban nem vonatkozik a bélcsatornába juttatott ellenanyagokra, hiszen ezen 

molekulák innen általában nem kerülnek a vérkeringésbe, tehát nem aktiválják a gazdaszervezet 

immunrendszerét. Ugyanakkor szinte korlátlan lehetıséget biztosítanak a terápiás beavatkozásra 

azzal, hogy ezek a molekulák ugyanolyan hatékonysággal, szelektíven képesek azokhoz a 

struktúrákhoz kapcsolódni, amelyekkel a kórokozó a bélhámsejtekhez kötıdik. Igaz ez 

különösen akkor, ha az ellenanyag-termelı egyedet ezt megelızıen egy adott kórokozó 

elpusztított vagy legyengített változatával immunizáljuk. Minthogy embereket ilyen 

kezeléseknek késıbbi ellenanyag-termelés céljából természetesen nem tehetünk ki, az ilyen 

módon elıállított ellenanyagok kizárólag állatból származhatnak. További elınye az állati 

eredető immunglobulin készítményeknek, hogy velük nem terjednek az emberi kórokozók (HIV, 

hepatitis C, stb.). Jelentıs immunglobulin forrás a tehén kolosztruma, amellyel szintén számos 

kedvezı tapasztalat győlt össze. 
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Az immunrendszer a szervezetbe jutott kórokozók leküzdésére ellenanyagot termel és ez 

a folyamat mesterségesen – védıoltással is – kialakítható. Számos esetben azonban nincs arra 

lehetıség, hogy egy kórokozó vagy méreganyag sokszor életveszélyes hatásaira elıre 

felkészítsük a szervezetet. Ilyenkor az egyén egy másik személyben illetve gyakran állatban 

„termelt” ellenanyag-terápiában részesül. Arra is van példa, hogy az emberek képtelenek 

megfelelı mennyiségő ellenanyagot termelni, ilyenkor a tudomány jelenlegi fejlettségi szintjén 

heti rendszerességgel ellenanyag-terápiában részesülnek és immunglobulinok védik meg 

szervezetüket a további szövıdmények kialakulásától (IVIG terápia). Az ellenanyagok 

(elsısorban a monoklonális ellenanyagok) terápiás alkalmazása a 80-as évek elején kezdıdött és 

mára már kiemelt jelentıségővé vált. Jelenleg az ellenanyag-piac forgalma körülbelül 23-25 

milliárd dollárra becsülhetı. 

Világszerte mintegy 100 tonna emberi ellenanyagot alkalmaznak évente és a szükséges 

mennyiség minden évben jelentısen emelkedik (bár ugyanekkor egyre növekvı igény 

mutatkozik a terápiás, diagnosztikai és in vitro kutatásokra is). Ugyanakkor, az emberek vérébıl 

nyert ellenanyagok egyre inkább korlátozott mértékben állnak rendelkezésre és folyamatosan 

fennáll a különbözı ismert, illetve még fel nem ismert fertızések veszélye. Éppen ezért az elmúlt 

években több olyan cég alakult, amely arra összpontosít, hogy az emberi ellenanyagokat 

transzgénikus állatokban állítsák elı (ilyen a transzkromoszómális szarvasmarhákkal dolgozó 

Hematech, a transzgénikus nyulakkal vizsgálatokat végzı THP-Roche vagy a transzgénikus 

sertések elıállításán dolgozó Revivicor). Az állati ellenanyagok alkalmazása azonban nem 

korlátozódik a közvetlen terápiára, hiszen jelentıs mértékben használják a kutatásban és a 

klinikai diagnosztikumban (pl. kórokozók kimutatása) is. 

Az állatokban termelt rekombináns ellenanyagok iránt mutatkozó növekvı világpiaci 

igény ismeretében az MBK és az ELTE kutatói szolgálati szabadalmi bejelentést tettek (I. 

Kacskovics, Z. Bısze, B. Bender, J. Cervenak, and L. Hiripi. 2007. Transgenic animal with 

enhanced immune response and method for the preparation thereof. PCT/IB2007/054770). A 

nemzetközi szabadalmi bejelentés továbbvitelére és hasznosítására jött létre az ImmunoGenes 

Kft. A PhD dolgozatomban is leírt bFcRN transzgénikus egereket az Immunogenes Kft 

vezetésével létrejött IGRABBIT konzorcium továbbbra is fontos modellként használja innovatív 

kutatásaiban. 
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