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1. Bemutatas

1.1 Az ABC transzporter fehérjék csaladja

Az emberi genomban 49 ABC fehérjét kodold gént azonositottak,
valamennyi eddig megismert genomban ezeknek a fehérjéknek
megfeleléi megtalalhatok. Az ABC (ATP binding cassette)
transzporterek a fehérjék egyik legnagyobb csaladjat alkotjak. A
fehérjecsalad tagjai azonos épitdelemekbdl, transzmembran domének
(TMD) ¢és nukleotidkdté domének (NBD) kombinacidjabol épiilnek
fel. Megkiilonboztetiink 12 transzmembran domént és 2 ATP kot
alegységet tartalmazd, Ggynevezett egész-transzportereket, valamint
6 transzmembran domént és 1 ATP kotd alegységet tartalmazd
hetero- illetve homodimer fél-transzportereket.

Az ABCC alcsaladba tartozo egész-transzporterek egy csoportja
tovabbi 5, tehat Osszesen 17 transzmembran domént tartalmaz.

Az ABC fehérjecsalad tagjai az ATP kotése és hidrolizise révén
felszabadulo6 energiat Ggy alakitjak at konformacios mozgassa, hogy
kiilonb6zo fiziologiai funkciokat latnak el: lehetnek aktiv
transzporterek, ion-csatorna reguldtorok / ion csatorndk, vagy
receptorok.

Az ABC fehérjék tobbsége aktiv membran transzporter, amelyek
ATP energigjanak felhasznalasaval, a koncentraci6 gradiens
ellenében képesek kiilonféle anyagok membranon keresztiil torténd
szallitdsara. Ezeket a fehérjéket az ATP-kotd, ABC doménjiik
alapjan soroljuk egy csaldadba. A 200-250 aminosavbol felépiild
szakaszban talalhatd az ATP kotésben szerepet jatszd, egyéb
ATPazokban is eléforduldo Walker A és Walker B szekvencia. A két
Walker motivum kozott helyezkedik el az egyedi, igen konzervativ
ABC ujjlenyomat, vagy *ABC fingerprint’.

Az ABC proteinek nevezéktana a szekvencia homologian alapul. A
kozel 50 fehérjét magaba foglald csalad tagjait 7 alcsaladba soroljak
be ABCA-t61 ABCG-ig.

Az ABC fehérjék akkor keriilnek az altalanos érdeklodés eldterébe,
ha miikodésiik zavara valamilyen betegséghez, vagy olyan
allapothoz vezet, amely a betegség gydgyitasat befolyasolja, esetleg
valamely gyogyszer hatasat modositja. Legismertebb ezek koziil a
tumorok multidrog rezisztencidja, amely a rak sikeres gyogyszeres
gyogyitasanak egyik legfobb akadalya. A tumor sejtekben egyik
vagy masik aktiv transzporterként miikodé ABC fehérjébdl nagyon
sok termelddik, és a sejtbdl kifelé "pumpalva" megakadalyozza,
hogy a gydgyszermolekuldk a sejten beliil felhalmozodjanak.

A tumorok egy része reagal a kezelésre, a betegség gyogyithatd, mig
mas daganatok ellenalloak (rezisztensek). Ez utobbi esetben a terapia
soran hiaba torténik hatdoanyagvaltés, a daganatos sejtek ellenallnak a
legeltérobb kémiai szerkezetii gyogyszermolekulaknak is. Ezt a
jelenséget hivjak multidrog rezisztencidnak. Az utdbbi években
elfogadotta valt az a nézet, hogy a jelenségért az esetek egy részében
az ABC transzporterek fokozott termelédése és miikddése tehetd
felelossé.

Eddig az MDR1 (ABCBI1), az MRP1 (ABCCI1), és a BCRP (Breast
Cancer Resistance Protein, ABCG2) fehérjér6l bizonyitottak, hogy
részt vesznek a klinikumban megfigyelt multidrog rezisztencia
kialakulasaban.

Az egyik nézet szerint a sejteket karositd anyagok kipumpalasa
lehetett az a szelekcios elény, amely az ABC fehérje csalad
kialakulasahoz és az egész éldvilagban tapasztalhato elterjedéséhez
vezetett: egy ilyen pumpa-funkcioju fehérje 4altaldnos védelmet
biztosithat a kornyezetbdl az ¢él6lénybe Dbejutd mérgezo
vegyliletekkel (xenobiotikumokkal) szemben.

Az ABC transzportereknek ismert endobiotikumok is szubsztratjai.
Ezen molekuldk homeosztazisanak fenntartasaval fontos szerepet
jatszanak, tovabbi élettani funkciokat latnak el. Szamos olyan
oroklédo betegséget ismeriink, amelynek kialakulasaért valamelyik
ABC fehérjét kodold génben bekdvetkezett mutacio a felelds.
Ezekben az esetekben az adott fehérjefunkcié hianya vagy csokkent
mértéke okozza a patologias megbetegedést.



1.2 ABCBI1

Az ABCB alcsalad tartalmaz mind egész- mind fél- transzportereket,
vannak kozottiik transzmembran gyogyszer-, vas- és specialis fehérje
transzporterek is.

Az ABCB alcsalad tagjai a sejtekben a legkiilonbdzébb membran
kompartmentekben helyezkednek el: plazmamembran,
endoplazmatikus  retikulum, lizoszomalis ¢és  mitokondrialis
membranok.

A csalad legismertebb tagjat, a 170 kDa méretli ABCB1 fehérjét
(MDR1'/P-glycoprotein) 1976-ban irtak le — elséként — CHO
(Chinese Hamster Ovary, Kinai hoércség ovarium) sejtekben,
amelyeket citotoxikus szerrel — colchicinnel — kezeltek. A glikolizalt
MDRI1 fehérje a polarizdlt sejtek lumindlis membranjaban
helyezkedik el olyan élettanilag kulcsfontossagu helyeken, mint a
bélbolyhok, az epe kanalikulusok és a vese proximalis tubulusok
hamsejtjei, valamint a vér-agy gat endothél sejtjei. Az elGbbi
"barrier’  funkcidk kovetkezményeként a széles szubsztrat
spektrummal rendelkezé6 ABCBI1 nagyon fontos élettani szerepet tolt
be a szervezetben, a sejtek és a szervek védelmével. A ’tulzott
védelem’ kovetkezménye a tumor terapia soran kialakuld
citosztatikumokkal szembeni multidrog rezisztencia.

1.3 ABCBI11

Az ABCB11/BSEP 2fehérje részt vesz az epesOk transzportjaban.
Mutécioja eredményezheti a kiilonb6z6 formaju progressziv
orokletes intrahepatikus kolesztazis kialakulasat, valamint jelentds
szerepet  jatszhat a  gyogyszer-indukalt  hepatotoxicitas
kialakuldsdban, = melyet igen  gyakran  tapasztalnak a
gyogyszerfejlesztések soran.

' MDR1: multiple drug resistance protein 1
2 BSEP: bile salt export pump

1.4 ABCG2

A human ABCG fehérje alcsalad tagjai jellegzetes domén
szerkezettel rendelkezé aktiv ABC fél-transzporterek, amelyek
jelentdsen befolyasoljak a gyogyszermolekulak farmakokinetikéjat;
valamint kulcsfontossdgli szerepet jatszanak a sejtek lipid
anyagcseréjében. A transzmembrdn domének (TMD) a C-
terminalison, mig a nukleotidk6tdé domének (NBD) az N-
terminalison helyezkednek el. Az ABCG2/MXR/*BCRP*az alcsalad
legjobban jellemzett tagja, fél-transzporter, mely a sejtek apikalis
membranjaban helyezkedik el. Fiziologidsan a legkiilonbdzébb
szovetekben jelenik meg a szervezetben: a placentdban, a vékony- és
vastagbélben, a méajban, a kozponti idegrendszerben (a vér-agy
gatban), a herében, az ovariumban és az érfalban. A placentdban
latott kiillondsen magas szint a magzat toxikus hatasokkal szembeni
védelmében jatszott szerepére utal.

Az egyik legjelent6sebb transzporter —az MDR1 és az MRP1 mellett
— a tumor terapia soran fellépé rezisztenciaban, felelés a mitoxantron
rezisztencia kialakuldséért a tumorsejtekben (MXR). Az ABCG2
fehérje alkalmas lehet orvos diagnosztikai szempontbdl - mint
potencialis éssejt marker- a pluripotens Gssejtek szelektalasara.
Kimutattak, hogy az ABCG2 overexpresszidja megvédi az Gssejteket
az ischémias sejthalaltol. Azt feltételezik, hogy a védelem
mechanizmusa ebben az esetben a prooxidans hemszarmazékok
transzportja, amely csokkenti a szovetet terheld oxigén
szabadgyokok mennyiségét.

1.5 ABC transzporterek és a koleszterin kolcsonhatisa

Az eddigi tudoméanyos publikdciok alapjan kevés tanulmany
vizsgélta a koleszterin hatdsat az ABC transzporterek mitkodésére.
Az ABCBI1 az egyetlen fehérje, melyet tobb kutatd csoport is
tanulmanyozott részletesen.

? MXR: mitoxantrone resistance protein
* BCRP: breast cancer resistance protein



2. Efflux transzporterek funkcionalis vizsgalatiara alkalmas
membran alapu in vitro kisérleti eljarasok (esszék)

2.1 Vezikularis transzport esszé (VT)

A legtobb ABC transzporter ATP-t hasznal energiaforrasként a
szubsztratok sejtmembranon keresztiil torténd transzportalasdhoz. A
transzport direkt mérésére alkalmas modszerek koziil az egyik
legegyszeriibb a vezikularis transzport esszé.

A vezikularis transzport esszék tisztitott membran vezikuldkon
végezhetok, amelyeket baculovirussal fertézott Sf9 (Spodoptera
frugiperda) rovar, valamint a vizsgalni kivant emlds/human
transzporter fehérjét magas szinten expresszald sejtekbdl nyerhetiink
ki. A membranpreparatumok jelentds szazalékban tartalmaznak
olyan zart vezikuldkat, amelyek kiforditott ,,inside-out”
orientaltsagunak. Ezen vezikuldk esetében a transzporter a
molekulakat a vezikula belsejébe transzportalja. A transzport
hémérséklet és ATP fiiggo.

A membran szuszpenzi6 livegfilteren, vagy nitrocellul6z membranon
torténd gyors leszlirésével a vezikulak elvalaszthatok. A transzportalt
molekula mennyiségi meghatdrozasa tobbféle modszerrel torténhet
pl.: HPLC, LC/MS, de erre alkalmas a fluoreszcens és radioaktiv
jelolés is. Talan a legelterjedtebb modszer a triciummal jelolt
szubsztratok hasznalata, amelynek mérése folyadék szcintillacios
technikéval torténik, de fontos megemliteni a fluoreszcens
ugynevezett ,riporter” molekulak novekvd népszertiségét, mely a
nagy gyogyszergyarak altal tdmasztott igényeket probalja kielégiteni.
A VT gatlasi teszt azon alapul, hogy a tesztelendd anyag ¢és a
transzporter interakcidja esetén a jelolt szubsztrat transzportja
csokken. A teszt nem tesz kiilonbséget a szubsztrat €s inhibitor gatlas
kozott, de kitlinden alkalmas esetleges gyogyszer kdlcsonhatasok
elérejelzésére.

2.2 ATPaz esszé

A kiilonb6z6 gyodgyszermolekula-jelolt vagy egyéb vegyiiletek ABC
transzporterekkel valo kolcsonhatasanak jellemzésére hasznalt egyik
legismertebb modszer a transzporter ATPaz aktivitisanak mérése.
Az essz¢é az ABC transzporterek ATPaz miikodésén alapul, a fehérje
a szubsztrat molekulédk transzportjdhoz az ATP hidrolizise soran
keletkez6 energiat hasznalja fel, a keletkez6 anorganikus foszfat
komplexe kolorimetriasan detektalhato.

A transzportalt szubsztrat jelenlétében a transzporter ATPaz
aktivitasa n6 (aktivalasi teszt). Bizonyos transzporterek esetében,
amelyek magas alapaktivitassal rendelkeznek, a tesztmolekula és a
transzporter kozotti  kolcsonhatds az alapaktivitds gatlasaban
nyilvanulhat meg. Az esszék tisztitott membran vezikulakon
végezhetok. Az ATPaz essz¢ rendkiviil nagy el6nye, hogy a vizsgalt
anyagok permeabilitidsa a legtobb transzporter esetében tetszéleges
lehet ¢és megkiilonboztethetd, hogy a kolcsonhaté anyagok,
szubsztratjai vagy inhibitorai a vizsgalt transzporternek.

3. Anyagok és médszerek

3.1 Reagensek

A kisérletek soran hasznalt kémiai és biokémiai vegyiiletek
kereskedelmi forgalomban beszerezhet6ek.

3.2 Membran preparatumok

A humansejtb6l szarmazé ABCG2 fehérjét tartalmazd membran
vezikula  preparatumok (ABCG2-M) ¢és a  rekombinans
baculovirussal fertézott rovarsejtbdl szarmazo preparatumok, melyek
tartalmaztdk a human ABCG2 (ABCG2-Sf9), ABCB1 (ABCBI-
S19), ABCB11 (ABCB11-Sf9) és az egér Abcbll (Abcbl1-S9),
patkany Abcbl1 (Abcbl11-Sf9) fehérjéket a Solvo Biotechnologiai
ZRt. szolgaltatta.



33 Western blotting

A membran preparatumokban az ABCG2 fehérje mennyiségének és
méretének detektalasara ,,sodium-dodecyl-sulphate” (SDS) tartalmu
poliakrilamid gélt és BXP-21 monoklonalis antitestet hasznaltunk.

34 ATPaz esszé

ATPaz aktivitds mérése a PREDEASY ATPase Kit-tel tortént.
(Solvo Biotechnologiai ZRt., Szeged)

35 Vezikularis transzport esszé

A vizsgalt transzportert tartalmazd, ugy nevezett ,,inside-out”
membran vezikuldk ATP jelenlétében és ATP nélkiil inkubaltuk a
riporter szubsztrattal. A membran szuszpenzi6 livegfilteren torténd
gyors lesziirésével a vezikuldkat elvalasztottuk. A transzportalt
molekula mennyiségi meghatarozasa folyadék szcintillacios
technikéval tortént.

3.6 Koleszterin tartalom meghatirozasa

A membranok koleszterin tartalmanak meghatarozasdhoz a mintakat
koleszterol-oxidaz enzimmel oxidaltuk, majd az oxidalt szarmazékot
centrifugalassal  kinyertik ¢és HPLC-vel (UV detektorral)
analizaltuk.

3.7 Koleszterin tartalom novelése és csokkentése

A membrankészitmények koleszterin tartalmanak nodvelése az
ABCG2-Sf9, human ABCB11-S9, egér Abcbl1-Sf9 és patkany
Abcb11-Sf9  preparatumok esetében ciklodextrinbe (random
metilezett B(-ciklodextrinbe, RAMEB-be) komplexalt koleszterin
alkalmazasaval tortént, mig a koleszterin tartalom csdkkentéséhez
ciklodextrint (RAMEB-et) alkalmaztunk.

Transzportereket tartalmazd6 membran prepardtumok koleszterin
tartalmanak novelésére alkalmas eljaras a SOLVO Biotechnoldgiai
ZRt. szabadalommal védett, kizarélagos tulajdona.

4. Célkitiizések

Kisérleteink soran két expresszios rendszert vizsgaltunk:

1. Sf9/baculovirus (Spodoptera frugiperda)
2. citosztatikummal szelektalt emldssejtek.

»  Glikolizacid szerepének vizsgalata

» Ciklodextrin  szdrmazékok  koleszterin  kivond  és
ciklodextrinbe komplexalt  koleszterin ~ hatdsanak
tanulmanyozasa human ABCG2 fehérjét tartalmazd
membran tesztrendszereken:

» Modszerbeallitds: membran preparatumok koleszterin
tartalmanak mérésére HPLC-vel.
» Ciklodextrin szdrmazékok hatasa a koleszterin tartalomra
vezikularis preparatumokon:
0 Koleszterin tartalom
0 Koleszterin tartalom ndvelése
» A koleszterin tartalom hatdsdnak vizsgalata a human
ABCG2 miikodésére (ATPaz ¢és vezikularis transzport
kisérletekkel)
0 Koleszterin tartalom csokkentése (kivonas)
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0 Koleszterin tartalom novelése (betoltés)
> Uj vezikularis transzport és ATPaz esszék beallitdsa
megnovelt koleszterin tartalmu human ABCG2-t tartalmazd
rovar preparatumokon.
» A koleszterin hatas specificitasanak vizsgalata human ABC
transzportereken.

5. Eredmények

Vizsgélataink sordn az volt a célunk, hogy megallapitsuk a két
expresszids rendszerben 1évd kiilonbségek (membrandsszetétel/
lipidkoérnyezet, glikolizacid) mennyire valtoztatjak meg ugyanazon
human transzporter miilkodését. Az emldssejt altal kifejezett protein
mérete nagyobb, mivel a rovarsejt rendszerben a glikolizacid6 nem
teljes. Az emlds sejtmembran koleszterin tartalma - irodalmi adatok
és sajat mérési eredményeink alapjan - megkozelitéleg 5-10-szer
magasabb a rovar sejtmembranéhoz viszonyitva. Kisérleteink
egyértelmiien bizonyitjak, hogy a két expresszios rendszerben 1év6
kiilonbségekért a transzporter lipidkdrnyezete (koleszterin tartalom)
a felelGs.

5.1 ABCG2 eredmények

Azonos szubsztrat specificitas, kiillonb6z6é ATPaz profil

Kisérleteink soran két, a human ABCG2 fehérjét tartalmazo
membrankészitményt vizsgaltunk. Az ABCG2-Sf9 preparatum az
Sf9/baculovirus rendszerbdl szarmazik. Az ABCG2-M membran
szelektalt emldssejtekbol szarmazik.

Kisérleteink arra utalnak, hogy a két expresszids rendszerben 1€vé
kiilonbségek  (membrandsszetétel/lipidkdrnyezet,  glikolizacio))
alapvetéen nem valtoztatjdk meg a transzporter miikddését, de
kiilondsen az ATPaz esszében, a rovarsejtes/baculovirusos rendszer
estében jelentdsen csokken/nem lehetséges a szubsztratok esetében a
transzporter aktivitasanak a hattéraktivitas folé valo aktivalasa.

Az ABCG2 fehérje esetében, mind a rovar, mind az emlds
prepardtum ATP4z ¢és methotrexat transzport aktivitasat
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megvizsgaltuk kiilonb6z6 ATP ¢és methotrexat koncentraciok
jelenlétében. A reakcio Ky értéke mindkét vegyiilet esetében nagyon
hasonl6 volt a két kiilonb6z6 expresszios rendszerre nézve.

A két modell kozotti hasonlosag alatdmasztasara tovabbi ATPaz
kisérleteket végeztiink mindkét prepardtumon. ATPaz aktivitdsukat
mértiik ismert ABCG2-szubsztratok (szulfaszalazin, prazosin)
jelenlétében. Az ABCG2-M esetében a vizsgalt anyagok a
preparatum ATPaz aktivitasat joval az alapaktivitas f61é emelték. Az
ABCG2-S19 vagy rovarsejt preparatum esetében ez az aktivitds nem
volt mérhetd. Ezt kdvetden, tovabbi vizsgalatokkal megallapitottuk,
hogy nem a glikolizaltsag mértéke okozza az emlds és rovar esszé-
rendszer kozotti kiillonbséget.

A magasabb membran Kkoleszterin tartalom lehetové teszi a
szubsztratok altal kivaltott ABCG2 ATPaz aktivitas fokozodas
kimutatasat az ABCG2-Sf9 prepariatumok esetében

Kovetkezd 1épésként, a membran Osszetételét vizsgaltuk a két
rendszerben, és a koleszterin tartalomban szignifikdns eltérést
tapasztaltunk. Az emlés mintdban megkdzelitdleg Otszords
mennyiségii koleszterin tartalom volt kimutathato.

Amennyiben a rovar rendszer membran-koleszterin tartalmat
(koleszterintdltéssel) noveltiik, ugy az ATPaz esszében, lehetdvé valt
ABCG2 szubsztratok altal kivaltott ATPaz aktivitds fokozodas
kimutatasa az ABCG2-S19 preparatumok esetében.

A Kiilonbozoé koleszterin tartalom felelos az eltéré ATPaz
aktivitasfokozodasért az ABCG2 fehérjét expresszalé rovar és
emlés modell rendszerek kozott

Koleszterin toltés segitségével alkalmassa tettiikk az ATPaz eljarast,
hogy a rovarsejtek altal expresszalt proteinek alkalmasak legyenek,
az ABCG2 fehérje altal transzportalt szubsztratok (prazosin,
topotekan, szulfaszalazin) kimutatisara hasonloan az emlds
preparatumhoz (ABCG2-M).
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Megnovekedett ABCG2 medialt vezikuldris transzport a
koleszterinnel toltott ABCG2-Sf9 ,inside-out” vezikulak
esetében

Megvizsgaltuk ismert és gyakran hasznalt ABCG2 szubsztrat
(methotrexat) és prazosin ABCG2-medialt vezikularis transzport
aktivitasara gyakorolt hatasat a koleszterinnek ABCG2-Sf9
vezikuldk esetében. A koleszterintoltést kovetden dramaian
megnéttek a maximalis transzport sebesség értékek anélkiil, hogy a
Ky értékek jelent6sen valtoztak volna. ABCG2 methotrexat
vezikularis transzport kinetikai paraméterei tekintetében alacsony
koleszterin tartalom mellett: Vi 367 pmol/mg/min, Ky 935 uM; mig
a megnovelt koleszterin tartalom mellett: Vi 2144 pmol/mg/min,
Km 1068 pM értkeket kaptuk. A prazosin vezikuldris transzport
esetében is hasonld mértékli transzport sebesség novekedést
tapasztaltunk. (Vpmax: 85 pmol/mg/min (alacsony koleszterin tartalom
mellett) 702 pmol/mg/min (megndvelt koleszterin tartalom mellett).

A Kkoleszterin pozitiv hatasa korrelaciét mutat az ATPaz és
vezikularis transzport kozott

Korrelaciés vizsgalatokat folytattunk a magas koleszterin tartalmi
rovar ¢és emlds modell-rendszereken ugyanazon ABCG?2 szubsztratot
alkalmazva (Osztron-3-szulfat) ATPaz és vezikularis transzport
esszében is hasonldsdgot tapasztaltunk a kinetikai értékekre
vonatkozdan

Szubsztrat ABCG2-Sf9
ABCG2-M
osztron-3-szulfit koleszterinnel toltve
Vinax Ky Vinax Ky
nmol Pi/mg /min M nmol Pi/mg /min M
ATPiz
§ 35.58 26.42 38.87 15.12
2
3 Vo Ky Vo Ky
2 Vezikuliris pmol /mg /min M pmol /mg /min M
transzport 3408 14.11 4555 5.49
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5.2 Tovabbi ABC transzporter eredmények

A rovarsejtben expresszalt human ABCBI transzporter esetében a
megndvelt membran koleszterin tartalom, kizarolag a bazalis ATPaz
aktivitas megemelkedését eredményezte.

A koleszterin hatasa az ABCBI11 transzport aktivitasara

A rovarsejtekbdl preparalt human, egér és patkany ABCBI11
transzportert tartalmazd membran vezikuldkat alkalmazva ezen
transzporter esetében is detektilhaté volt a koleszterin transzport
sebességet (Vimax) stimulald hatdsa a taurokolat transzport esetében.

6. Osszefoglalas

Eredményeink azt mutatjadk, hogy a membran lipid Osszetétel
optimalizalasaval jelent6sen javithatdé az igen gyakran hasznalt
rovarsejtes expresszids rendszerben expresszélt heterolog fehérjék
aktivitasa. A koleszterintoltés kozelebb viszi a rovarsejtes
expresszios rendszereket az emlds expresszids rendszerekhez. Az igy
modulalt membranok tehat az emlds expresszids rendszerek jobb
modelljeinek tekinthetdk.
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7. Koszonetnyilvanitas

Eziton szeretnék koszonetet mondani:

Dr. Krajesi Péternek és a SOLVO Biotechnologiai ZRt.
Munkatarsainak  (kiilonds tekintettel a Szegedi K+F labor
Munkatarsaira), hogy biztositottak a folyamatos szakmai tamogatast
és a kivalé munkalégkort a munkdm soran.

Dr. Falkay Gyorgy Professzor Urnak, hogy lehetéséget biztositott
szamomra a Szegedi Tudomanyegyetem Gydgyszerhatastani ¢és
Biofarmaciai  Intézetében a  doktoranduszi  tanulmanyaim
lefolytatdsara, melynek sordn folyamatosan tdmogatott mind
szakmailag, mind emberileg.

Palyazati timogatas

A kovetkez6 magyar palyazatok segitették tudomanyos munkénkat:
NKFP 1A/041/04, INFRA GVOP-3.3.2.-2004—-04-0001/3.0, ADME
GVOP-3.1.1.-2004-05-0506/3.0 és Asboth XTTPSRT1; valamint a
kovetkezO Europai Unidos palyazati forrasok: EU-FP6 Biosim
005137 és EU FP6 Memtrans 518246.
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