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1. Bevezetés

A sejtek intracellularis, sejtszintli és szoveti szintli felosztasa alapvetd fontossagu az €16
szervezetek mukodésének szempontjabol. Komplex fizikai akadalyrendszeriik
biologiai membranokon keresztiili ateresztoképességet a membranban talalhatd efflux
(pl. ABCB1 ¢és ABCG2) ¢és uptake (pl. OATP2B1) funkciokat ellatd transzporterek

hatarozzak meg.

A fejlett orszdgokban a kardiovaszkularis megbetegedések utdn a daganatos
megbetegedések szerepelnek a vezetd halalozasi okok kozt. A rdkos betegségek hatékony
kemoterapids kezelésének egyik legfobb akadalya a sejtek szamos, kiillonb6z6 kémiai
szerkezetli ¢és hatdsmechanizmust vegyiilet toxicitdsdval szemben kialakuld
ellenalloképessége (MDR). A kemoterapias kezelésnek ellendlld tumorsejtek tobbféle
mechanizmus segitségével biztosithatjak talélésiiket, melyek koziil az egyik legismertebb
az intracellularis gydgyszerkoncentraci6 csokkentése kiilonbozd efflux pumpék fokozott
expresszidja altal, ami a koncentracié toxikus szint alatt tartdsaval biztositja a sejt
talélését. Egyre tobb bizonyiték jelzi az OATP-k tumoros megbetegedésében valod
szerepét is, emelkedett expresszidjuk egyes tumorokban Ujfajta terdpias lehetdségeket vet
fel. A gyogyszerkutatas és gyodgyszerfejlesztés soran gyogyszer — transzporter

kolcsonhatasok tesztelése a preklinikai fazis dontd 1épése.

A doktori munkam soran a gydgyszerek farmakoldgiai tulajdonsagainak vizsgéalatara egy
robotizalt rendszer kialakitasat tliztiik ki célul. A kialakitott szlirérendszer segitségével
jellemeztiik az NCI DTP Onkologiai készlet IV vegyiilet konyvtarat és azonositottuk
azokat a molekuldkat, amelyek eltérd toxicitast mutattak ABCB1, ABCG2 és OATP2BI1
transzporter overexpresszalt sejtvonalakban. A doktori munkdm masodik részében egy
kollaboraci6 keretében bizonyitottuk, hogy a COX-2 gétloszer celecoxib doxorubicinnel
kombinalva képes az MDR in vitro kialakulasanak megel6zésére. Automatizalt
kombinacios esszé segitségével kimutattuk, hogy a celecoxib Pgp indukci6 gatlo hatasa

nem a két vegyiilet szinerg toxicitasan alapul.



2. Célkitiazeés

Doktori munkam célja egy HTS kompatibilis, in vitro modszer kidolgozasa volt,
amely lehet6séget ad vegyiiletkonyvtarak és az ABCB1, ABCG2, OATP transzporterek
kolcsonhatasanak vizsgalatdra. Az essz¢é segitségével onkoldgiai relevanciaju
vegylileteket kivantunk vizsgalni egyedi, valamint kombindcios kolcsonhatési

vizsgalatokkal.

A kovetkezd feladatokat tliztiik ki:

1. HTS szlrés teljesitményének novelése érdekében kokulturdban alkalmazhato,
fluoreszcens fehérjék expresszidjan alapuldé HTS-kompatibilis esszé kialakitasa

efflux és uptake transzporterekkel valo kolcsonhatas vizsgalatara

. OATP2BI uptake transzporterrel valo kolcsonhatas vizsgalata parentélis és
OATP2BI uptake transzportert expresszald kokultira modellel

. ABCB1, ABCG2 efflux transzporterrel valdé kolcsonhatds vizsgdlata
parentalis, ABCB1 és ABCG?2 traszportereket expresszaldo harmas kokultira

modellel

2. A kialakitott szlirérendszer segitségével az NCI DTP Onkologiai készlet IV
tesztelése ABCB1, ABCG2 és OATP2BI transzporterekkel vald kdlcsonhatas

vizsgalatara
3. A kialakitott esszével nyert eredmények validaldsa masodlagos tesztekkel

4. A rezisztencia kialakuldsanak megakadalyozasara irdnyuld stratégia vizsgéalatara az
ABCBI1 expressziojat gatld celecoxib jellemzése kombindcios kdlcsonhatés analizis

segitségével



3.  Anyagok és modszerek

Felhasznalt vegyiiletek: Az NCI/DTP altal 6sszevalogatott Onkologiai készlet
1V, az FDA altal jovahagyott rakellenes hatassal rendelkez6 101 tagbol all6 konyvtarat
96 lyukt lemezen, 10 mM-os koncentracioban DMSO-ban oldva szereztiik be. A sz{irés
soran kijott potencidlis “hit” vegyiileteket a megerdsitd tesztekhez mas gyartotol
rendeltiik ujra: metotrexatot (NSC-740), tenipozidot (NSC-122819) és tioplexet (NSC-
6396) a Merckt6l; irinotecant (NSC-616348), kapecitabint (NSC-712807), bleomicint
(NSC-125066), docetaxelt (NSC-628503) és carfilzomibot (NSC-758252) a
SelleckChemtdl; karboplatin (NSC- 241240) az Accord Healthcare-t6l; Etopozidot
(NSC-141540) a TEVA-t6l; mig az 6sztron-3-szulfat és Cascade Blue a ThermoFisher

Scientific cégtdl szarmaztak.

A szinergia kisérletekhez hasznalt doxorubicint, celecoxibot és firocoxibot a
Sigma- Aldrich-tol; a trichosztatin-A-t és a SAHA vegyiiletet a Tocris Bioscience-t6l

vasaroltuk. A meloxicam-ot a Ceva Animal Health-t61 szereztiik be.

Sejtvonalak és tenyésztésiik: A szlirés soran rakos és immortalizalt sejtek
parentalis és MDR fenotipusait hasznaltuk. Az A431 human epidermoid karcinéma
sejtvonalat és Mes-Sa human méhszarkéma sejtvonalat az ATCC-tél vasaroltuk. A
szinergia vizsgalatokhoz hasznalt P388 egér leukémia sejtvonalat az NCI DTP
sejtgytijteményébdl (National Institutes of Health), a CLBL-1 kutya diffiz nagy B-sejtes
lymphomasejteket Dr. Riitgen Barbaratol (University of Veterinary Medicine, Bécs)
kaptuk. A parentalis Mes-Sa sejtvonalbol Mes-Sa/Dx5 nagy mennyiségii ABCB1 fehérjét
kifejezé tumorsejtvonalat folytonos doxorubicin szelekcioval hoztak 1étre, az ABCB1,
illetve ABCG2 transzportereket overexpresszald epidermoid karcindma és uterin
szarkdbma  sejtvonalakat retrovirdlis transzdukcioval, mig az OATP2BI-et
overexpresszald A431 sejtvonal transzpozon alapii génbeviteli rendszer segitségével
késziiltek. A transzdukcid utdn a sejteket aramlasi citométerrel (Becton Dickinson
Biosciences, San Jose, CA, USA) transzporter funkciora, tovabba OATP2B1 esetén CD4
protein expressziora szortoltuk. A parentdlis, OATP2B1, ABCG2 ¢és ABCBI
overexpresszald sejtvonalakba ezek wutdn lentivirdlis transzdukcioval keriiltek a

fluoreszcens proteint kifejez6 pRRL-EF1-mCherry, -mOrange, illetve az -eGFP



expresszios plazmidok. A szelekcidval létrehozott Mes-Sa/Dx5 sejteket a stabil és
homogén ABCBI1 overexpresszio biztositasara 500 nM doxorubicinben tenyésztettiik, a
kisérletek megkezdése eldtt egy héttel a sejteket drogmentes médiumba helyeztiik at. A
Mes-Sa, Mes-Sa/Dx5, Mes-Sa-B1l, A431, A431-B1l, A431-G2 sejteket DMEM-ben
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, SigmaAldrich, 52100047), P388, CLBL-1
sejteket RPMI (Roswell Park Memorial Institute) médiumban (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) tenyésztettiik, 37°C-on, 5% CO2 tartalom mellett. A tapoldatok 10%
szérumot (FBS, fetal bovine serum), 5 mM L-glutamint és 50 unit/ml
penicillin/streptomycin (Life Technologies) antibiotikum keverékkel egészitettiik ki. A
sejtvonalakat rendszeresen teszteltiik mycoplasma fertézésre, folyamatosan vizsgaltuk az
ABCB1 ¢és ABCG2 transzporter expresszidt mitoxantronnal, tariquidar inhibitor
hianyaban és jelenlétében, illetve az OATP2B1 expressziot Cascade Blue (CB) felvétellel

0szton-3-szulfat inhibitor hianyéaban és jelenlétében.

Fluoreszcens fehérje expressziojan alapu és reagens alapu citotoxicitdsi esszé:
A citotoxicitasi tesztek automatizalasa Hamilton STARIet automata folyadékkezel6 robot
Hamilton Robotics STARIet) segitségével valosult meg. A sejtek kiiiltetése 384 lyuka
lemezeken tortént, monokultaraban 2500 sejt, kettes kokultira esetén sejtvonalanként
1250 sejt, mig harmas kokultira esetén sejtvonalanként 625 sejt keriilt egy well-be. A
tesztelni kivant vegyiiletek 24 ora elteltével, 37 °C-on és 5% CO2 koncentracio mellett
torténd inkubaciot kovetden kertiltek ra a sejtekre. A sziirés soran 6 koncentracidpontban,
harmadol¢ higitasban kertiltek a sejtekre a vegyiiletek, elérve a 60 pl/well végtérfogatot,
a DMSO koncentracio a sejteken nem haladta meg az 1%-ot. 6 fluoreszcens vegyiiletet
(valrubicin, doxorubicin, daunomycin, mitoxantrone, mithramycin, dactinomycin)
kizartunk a vizsgalatbol, belsé sajat (belsd) fluoreszcenciajuk miatt. A citotoxikus hatast
96 és 144 ora elteltével mértiik mikrolemez-olvasoval (eGFP: 485¢x /510em; mCherry:
585¢x /610em; mOrange: 545ex /567em). A megerdsitd tesztek soran 9 koncentraciopont
segitségével vettiik fel a dozis-hatas gorbéket, a vegyiilet citotoxicitasahoz igazitott

higitasi 1épcsovel.

HTS-kompatibilis in vitro sziirési platform: A tesztek 384-es lemezeken torténd
automatizalasa Hamilton STARLet automata folyadékkezeld robot segitségével valosult

meg. A rendszer soran a sejtek kiiiltetése €s a vegyiiletek kiosztdsa is automatizalt. Az



automatizalt folyadékkezelés programozéasa Venus2 szoftveren keresztiil tortént. A
fluoreszcencia alapu kokultiras esszé mérése a platformhoz integralt Perkin Elmer
mikroplate readerrel, kiértékelése Sessler Judit altal C# nyelven irt program segitségével
tortént. A vegyiileteket mindharom kokulturas modellben minimum kétszer, egymastol

fiiggetlentil teszteltiik.

Vegyiiletkolcsonhatds automatizalt vizsgalata: A mono- és kombindlt kezelések
citotoxicitdsanak vizsgalatara egy nappal a vegyliletek hozzaadasa elott a sejteket 384-es
lemezre tiltettiik ki, 20 pl taipkdzegben. A P388 sejtb6l 2500, CLBL-1 esetén 100 000 sejt
keriilt egy well-be. 24 6ra inkubacio elteltével tovabbi 20-20 ul térfogatban hozzaadtuk a
2 vegyiiletet a megfeleld koncentracidtartomanyban, elérve a 60 pl/well végtérfogatot. A
teljesen automatizalt pipettazasi 1épéseket Hamilton STARIlet folyadékkezeld
munkadllomas segitségével hajtottuk végre. A lemezeket 120 6rén at inkubaltuk 37 °C-
on, 5% paratartalom mellett, majd az ICso értékek meghatarozasahoz PrestoBlue® assayt
(TermoFisher) hasznaltunk, a gyartd utasitasai szerint. A sejtek ¢letképességét
spektrofotometriasan, EnSpire mikrotiter lemezolvasoval mértiik (Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA). Az adatokat normalizéltuk a negativ (kezeletlen, €16 sejtek) és a
pozitiv (halott sejtek) kontrollokra. A kombinacidk vizsgalatanal az ,,1. vegyiilet” ICso-
értékeinek valtozasat vizsgaltuk a ,,2. vegyiilet” fix koncentracidja mellett (és forditva).
A Kkapott ICsp értékeket izobologramon abrazoltuk, minden adatpontra kombinacios index
érteket szamitottunk. Ennek megfelelden a kapott hatast szinergistanak (CI < 0.7);
mérsékelten szinergistdnak (0.7<CI<0.85), additivnak ((0.85<CI<1.2), mérsékelten
antagonistanak (1.2<CI<1.45) vagy antagonistanak (CI>1.45) hataroztuk meg.

NCI DTP in silico screening: Az in silico sziirés soran az NCI DTP Onkologiai
készlet IV vegyliletkonyvtaraban talalhatdo 101 molekulara fokuszaltunk. Az NCI-60
tumorsejtpanel ABCB1 mRNS expresszidos mintazatat korrelaltattuk a vegyiiletekkel
szemben mutatott citotoxicitasi aktivitdsi mintazattal, hogy MDR-szelektiv
molekulajelolteket, illetve ABCBI1 szubsztratokat azonositsunk. A vegyiiletek
citotoxicitasi profiljat a DTP nyilvanos adatbazisabol to6ltottiik le (2016  december).
A Pearson- korrelacios koefficienseket (PCC) Szakdcs és mtsai éltal leirt analizis szerint

szamoltuk, PCC <-0,4 feltételezett szubsztrat molekulékat jelol.



Kombinacios kolesonhatas analizise Chou Talalay CI-modszer segitségével:
A kombinacids index modszer Chou és Talalay, valamint Chou és Martin szamitogépes
szoftverén alapul, ahol Cl <1, CI = 1, illetve CI > 1 jelzi a szinergista, additiv, illetve
antagonista hatast. A kolcsonhatas finomitasa a CI értékek intervallumokba sorolasaval
tortént. A kombindcidés index analizisben szerepld intervallumok alapjan a pontok
nagysaga mutatja a kolcsOnhatds erdsségét: enyhén, mérsékelten vagy erds

antagonista/szinergista hatast kifejezve.

Mikrolemez-alapii uptake esszé: 7x10* OATP2B1-et expresszalo A431 sejtet
osztottunk ki 96 lyuku lemezekre 200 pl végtérfogat/well-ben €s inkubaltuk 16-24 6ran
at 37 °C-on, 5% CO2-tartalom mellett. A konfluencia elérése utan a feliiltszot
eltavolitottuk, majd a sejteket haromszor mostuk 200 pl/well foszfatpufferelt sdoldattal
(PBS). Ezt kdvetden a sejteket a vegyliletek jelenlétében 5 percig 37 °C-on eldinkubaltuk.
Az oldoszer mennyiségét 0,5% alatt tartottuk a vizsgalat soran, a fluoreszcens festékek
interferenciajanak elkeriilése érdekében. 50 pl Cascade Blue fluoreszcens festék
hozzdadasa utan (elérve a 10 uM végkoncentraciot 100 ul végtérfogatban) a lemezt 30
percig inkubaltuk 37 °C-on. A reakciot 200 pl/well jéghideg PBS hozzdadasaval allitottuk
le, majd a feliiluszo eltavolitasa utan a sejteket haromszor mostuk 200 pl/well jéghideg
PBS-sel. Végil 200 pl/well PBS hozzdaddsa utdn a fluoreszcenciat Enspire

lemezolvasoval (Perkin Elmer) szobahémérsékleten mértiik 401ex/419em hullamhosszon.

CascadeBlue uptake meghatdrozdsa dramlasi citométer segitségével. Az A431
sejteket tripszinezés (0,1% tripszin) utdn Osszegylijtottik és kétszer mostuk uptake
pufferrel (125 mM NaCl, 4.8 mM KCI, 1.2 mM CaCl2, 1.2 mM KH2PO4, 12 mM
MgS04, 25 mM MES és 5.6 mM gliik6z; a Ph-t 10 N NaOH / 1 M HEPES alkalmazéaséaval
5.5-re allitottuk be). 5x105 sejtet dsztron-3-szulfat jelenlétében, illetve anélkiil 37 °C-on
eldinkubaltuk, majd a 100 pl végtérfogathoz hozzaadtunk 5 uM Cascade Blue festéket 30
percig. A reakciot 1 ml jéghideg PBS hozzaadasaval allitottuk le. A sejteket jégen
tartottuk az aramlasi citométerrel torténd meérésig. A sejtek fluoreszcenciaja minimum 20
000 €16 sejt leszamlalasaval lett meghatarozva, Attune Acoustic Focusing Cytometer

(Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, US) segitségével.



4.  Eredmények

4.1. Fluoreszcens transzportert expresszalo és parentalis sejtparok kialakitasa
HTS toxicitasi kisérletekhez, a kokultira-modell Prestoblue reagenssel torténé

validacidja

A transzporterekkel valdo kolcsonhatds vizsgalatdhoz 1étrehoztunk egy
automatizalt, hatékony és robosztus sejtproliferacié gatldst méré HTS-kompatibilis sz{ird
platformot, amely alkalmas a tesztelt vegyiiletek efflux és uptake transzporterekkel valo
citotoxikus kolcsonhatasanak vizsgalatara. Célunk olyan gyogyszerjelolt molekulak
azonositasa volt, amelyek alkalmasak lehetnek a hagyomanyos kemoterapias szerekkel
szemben ellenall6 tumorok kezelésére. A molekulakonyvtarak HTS sziiréséhez el6szor
adaptaltunk egy HTS-kompatibilis fluoreszcencia-alapu sejtproliferacio gatlast mérd
in vitro esszét. A transzportereket kifejezé sejtvonalak kiilonboz6 fluoreszcens
proteineket expresszalnak, melyek szelektiven detektalhatok. A sziirés soran A431
human epidermoid karcinéma sejtvonal MDR efflux (ABCB1 és ABCG?2), illetve uptake
(OATP2B1) transzportert expresszalo variansait, illetve human Mes-Sa uterin szarkdma
sejtvonal ABCBI transzportert expresszaldo Mes-Sa-Bl, illetve doxorubicin rezisztens
valtozatat (Mes-Sa/DX5) jellemeztiik.

4.2. NCI DTP Onkolégiai készlet vegyiiletkonyvtar jellemzése ABCB1 és ABCG2

transzporterrel valé kolcsonhatas feltérképezésére, in silico 6sszehasonlitas

A kialakitott rendszer segitségével az Amerikai Nemzeti Rakkutatd Intézet
Developmental Therapeutics Program (NCI/DTP) altal osszevalogatott Onkologiai
készlet 101 vegyiiletét teszteltiik. Az ABCBI transzportert overexpresszalo sejten mért
eredmények megerdsitették, hogy a parentalis mellett ABCB1 ¢s ABCG2 transzportert
expresszalo sejtvonalakat tartalmazo kokultira modellel Pgp szubsztratok azonosithatok.
Az Onkologiai készletben talalhatd vegyiiletek az NCI60 sejtpanelen is le lettek mérve.
Az NCI-60 tumorsejtpanel 60 sejtvonalanak ABCB1 mRNS expresszioja és a 60
sejtvonalon mért egyes vegyiiletek sejtvonalakra gyakorolt citotoxikus hatasanak (pGlso)
értekével jellemzett drogérzékenysége kozt korrelacios analizist végeztiink az Onkologiai
készletben talalhato 101 vegyiilet esetén. Pearson korrelacios koefficienst (PCC)

szamoltunk a let6lthet6 adatbazisban szerepelt toxicitasi adatokbol. Mind a Mes-Sa (Mes-



Sa mCh, Mes-Sa/Dx5 eGFP, Mes-Sa-B1 mOr), mind az A431 harmas kokultaran (A431
eGFP, A431-B1 mCh, A431-G2 mOr) mért tesztek soran az Osszes azonositott Pgp
szubsztrat negativ Pearson-korrelacios egyiitthatoval jellemezhet6 (PCC <- 0,4), ezzel is
jelezve, hogy a fluoreszcencia-alapu kokultara modellen torténd citotoxicitasi szlirés
Osszehasonlithato az NCI-60 tumorsejtpanelen torténd in silico sziiréssel. Raadasul az in
silico predikciéo szamos ismert Pgp-szubsztratra fals eredményt adott (példaul a
vinkrisztin, dasatinib, docetaxel, ixabepilon, kabazitaxel, tenipozid, etopozid), amelyeket

mind a Mes-Sa, mind az A431 modellen sikeresen azonositottunk.

4.3. OATP2B1 uptake transzporterrel valé kolcsonhatas azonositasara alkalmas

HTS rendszer létrehozasa

Az ABCBI1 és ABCG2 efflux transzportereket expresszaldo kokultara alapu
kisérletek megmutattdk, hogy a fluoreszcencia-alapt rendszerrel citotoxikus ABCBI és
ABCG2 transzporterrel vald kolcsonhatds kimutathaté. Annak érdekében, hogy
megvizsgaljuk az Onkologiai készletben talalhaté vegyliletek OATP2B1 uptake
transzporterrel vald kolcsonhatasat, létrehoztunk egy OATP2BI1 transzportert
expresszalo sejtvonalat tartalmazo kokulturat. Az NCI DTP Onkologiai készlet IV-ben
13 kemoterapias kezelésben hasznalt vegyliletet azonositottunk, amelynek toxicitasa az
OATP2B1 transzportert overexpresszalo sejteket érzékenyitette a parentalis sejtvonallal
szemben. Az OATP2B1 transzporterrel vald interakcio bizonyitasara a sejtek Cascade
Blue felvételét vizsgaltuk a vegyiiletek jelenlétében. A vizsgalt vegyiiletek gatoltak a CB
felvételét, a sziirés soran azonositott OATP2B1-szubsztrat jelolt vegyiiletek interakcidba
Iéptek az OATP2B1 transzporterrel. A metotrexaton és etopozidon kiviil a tobbi vegyiilet
eseteben az OATP2B1 transzporterrel valdo kdlcsonhatasrol eddig nem szamoltak be.
NagyateresztOképességli szlirés soran igazoltuk, hogy az OATP2B1 transzporter jelenléte

érzékenyiti a sejteket egyes kemoterapias szerekkel szemben.

4.4. Vegyiiletkombinacié vizsgalata: COX-2 gatlészer vizsgalata a rezisztencia

kialakulasanak megakadalyozasara

Doktori munkam masodik felében egy kollaboracio keretén beliil vizsgaltuk, hogy in vitro
modellezhetd rezisztencia indukciot meg lehet-e elézni COX-2 gatlokkal torténd

kombinacios kezeléssel. A doxorubicin kezelés altal indukalt Pgp kifejezédésének



megakadalyozasdra a COX-2 gatloszer celecoxib hatdsat vizsgaltuk kombinécios
kisérletben P388 egér és CLBL-1 kutya lymphoma sejtvonalon. A doxorubicin és
celecoxib egyiittes kombindciojanal antagonista hatas figyelhet6 meg CLBL-1 és P388
sejtvonalon. Az eredményekbdl kideriil, hogy az egyiittes hatasvizsgalat soran a
doxorubicin toxicitasat nem novelte a celecoxib. Bizonyitottuk, hogy a COX-2 gatldszer
celecoxib doxorubicinnel kombinalva képes az MDR in vitro kialakulasanak
megeldzésére, ¢S megallapitottuk, hogy a hatdst nem a doxorubicin toxicitasanak

novelésével éri el.

5. Kovetkeztetések

1. Létrehoztunk egy kokultaraban alkalmazhat6, fluoreszcencia alapu, efflux és
uptake transzporterekkel valo kolcsonhatas vizsgalatara alkalmas HTS-kompatibilis

esszet.

2. A kialakitott szlirérendszer segitségével elvégeztik az NCI DTP Onkologiai
készlet IV vegyiiletkonyvtar jellemzését, és azonositottuk azokat a molekulakat, amelyek
eltérd toxicitast mutattak ABCB1, ABCG2 és OATP2BL1 transzportert overexpresszalo
sejtvonalakban.

3. Masodlagos tesztek soran igazoltuk az azonositott molekulak transzporterekkel

vald kolcsonhatasat.

4, A sziirési platform segitségével 0j, az OATP2B1 transzporterrel kolcsonhatd
vegyiileteket fedeztiink fel.
5. Kimutattuk, hogy a COX-2 gatloszer celecoxib doxorubicinnel kombinalva képes

az MDR in vitro kialakulasanak megel6zésére. Robotizalt kombinacios esszé
segitségével bebizonyitottuk, hogy a celecoxib Pgp indukcié gatlé hatasa nem a két

vegyiilet szinerg toxicitasan alapul.
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