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1. Bevezetés

Szervezetiink elsédleges natrium (Na®) forrdsa a s6 (NaCl). A Na*
kozismerten nélkiilozhetetlen az ideg- és izommiikodéshez, valamint
részt vesz a szervezet folyadékegyensulyanak szabalyozasaban. A
klasszikus nézet szerint azonban a talzott mértékli Na*-bevitel szamos
civilizacios betegséggel hozhatd Osszefliggésbe, tobbek kozott a magas
vérnyomas, a szivbetegség vagy a stroke fokozott kockdzataval. Az
Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) a sziv- és érrendszeri betegségek
¢és a haldlozds csokkentése érdekében a Na'-bevitel csokkentését
javasolja, azonban a modern tarsadalmak soéfogyasztasa 2-3 SzOros
mértékben meghaladja a WHO ajanlasait a vilag szinte minden
orszagaban.

A szervezetiinkben a felesleges Na* nagy részét a vesék valasztjak ki,
azonban Ujabban egyre tobb tanulmany mutatott r4, hogy tobb szerviink
is képes a Na' raktirozasara. Kvantitativ *Na-MRI vizsgalatok
kimutattak, hogy a bdr nagy mennyiségli natriumot képes raktarozni
ozmotikusan aktiv, valamint glilkézaminoglikdnhoz (GAG) kotott
inaktiv formaban vizvisszatartas nélkiil.

A legfrissebb irodalmi adatok alapjan a talzott sofogyasztas
kovetkeztében megnovekedett lokalis Na® koncentracio gyulladasos
folyamatokat indukalhat az érintett szervekben.

A lokalis Na'-tobblet egyik legjobban jellemzett proinflammatorikus
hatasa a fokozott T helper 17 (Th17) sejt differenciacio, ezaltal a fokozott
IL-17 termelés.

Egyre tobb kisérleti adat utal arra, hogy a dermalis Na-tobblet sulyosbitja
a bor patologias folyamatait: Kimutattak, hogy atopias dermatitisben
emelkedett a bor Na* tartalma, osszefliggés van a fokozott sdfogyasztas
és a psoriasis tiineteinek sulyosbodasa kozott, emellett arrol is
beszamoltak, hogy a fokozott sofogyasztas késleltetheti a sebgyogyulast



a borben. Mindezek alapjan a fokozott soéfogyasztias Osszetett hatassal
rendelkezik a borben zajlo koros folyamatokra, azonban a mogottes
mechanizmusokrdl keveset tudunk.

Tekintettel arra, hogy az imiquimod (IMQ) indukalta gyulladas az egyik
leggyakrabban hasznalt egérmodell a dermatitis patomechanizmusanak
vizsgalatara, sajat kisérleteink soran az IMQ modellt alkalmaztuk annak
vizsgalatara, hogy a gyulladasos kornyezet hogyan befolydsolja a
fokozott sofogyasztas dermalis hatasait. Az IMQ egy immunmodulalo
vegyiilet, amely nemi szervi szemdlcsok, feliiletes basalioma és solaris
keratozis kezelésére hasznalhatd. Az IMQ indukalta dermatitises
egérmodell alkalmazasanak eldnyei tobbek kozott a gyors borreakcio, a
reprodukalhatdsag €s koltséghatékonysag.

A lokalis gyulladasos kornyezet az egyik legfontosabb mediatora a
kiilonb6z6 szervekben végbemend koros szoveti atrendezddéssel, azaz
fibrozissal jaré folyamatoknak. A szdveti atrendezddés lehet fiziologias,
amely a normalis gyogyulasi folyamat része, vagy fibrotikus, mely
sériilés utan bekdvetkezd, kronikussd valo folyamatok eredménye. A
fibrozis soran kialakult hegszovet talzott feldusuldsa akadélyozza a
szOveti regeneraciot, ami az érintett szerv funkcidjanak csokkenéséhez
vagy elvesztéséhez vezethet. Egyes becslések szerint a fejlett vilagban
torténd halalesetek 45%-anak hatterében kimutathat6. Mivel jelenleg a
fibroproliferativ betegségeknek nincs megfeleld terapidja, a fibrozis
patomechanizmusa széles korben kutatott tudomanyteriilet.

A fibrozis kezdetén gyulladdsos mediatorok, profibrotikus novekedési
faktorok szabadulnak fel az infiltrald6 immunsejtekb6l és a karosodott
sejtekb6l. Ez a profibrotikus kornyezet indukalja a fibrozis f6
effektorsejtjeiként ismert a-SMA-pozitiv fibroblasztok aktivaciojat mely
fokozott proliferacioval, extracellularis matrix (ECM) termeléssel és
migracios képességgel jar.



Az egyik legtdbbet tanulményozott profibrotikus novekedési faktor a
transzformaldo novekedési faktor béta (TGF-8) mely a SMAD2/3
transzkripcids faktorokon keresztiil indukalja a fibroblasztok ECM
termelését. Az epithelialis novekedési faktor (EGF) szintén fontos
szerepet jatszik a hegesedés kialakuldsaban, mivel fokozza a
migracidés képességgel bird fibroblasztokban B-aktin, vimentin és
vinculin gének medialta citoszkeletalis atredez6dés zajlik, melyek
kovetkeztében megvaltozik a sejtek alakja, hosszukasabba valnak az
aktivalatlan fibroblasztokra jellemzd cirkularis alakhoz képest. A
fibroblasztok fokozott migracids képessége fontos szerepet jatszik a
sebgyogyuldsban, mivel ECM termelésiik révén hozzajarulnak sériilt
szoveti strukturalis helyreallitdsdhoz, valamint a kontraktilitasuk révén a
sebek Osszehuzodasat is eldsegitik. A sériilés helyére irdnyuld tulzott
mértékli fibroblaszt migracid azonban hozzéjarulhat az érintett szerv
patoldogias hegesedéséhez is.

Mivel jelenleg nincs megfeleld kezelés a fibroproliferativ betegségek
kezelésére, ezért nagy jelentdséggel birnak azon kisérletes rendszerek
melyek segitségével hatékonyan tesztelhetd az egyes fejlesztés alatt allo
hatéanyagok hatésa a fibroblasztok funkcionalis aktivitasara, beleértve a
migracios képességiiket. A migraci6 vizsgalatara szolgalo gold standard
és leggyakrabban hasznalt modszer az ugynevezett in vitro scratch assay.
A modszer a sejtmonorétegen mechanikusan létrehozott sejtmentes
terlilet grafikus elemzésén alapul, kvantifikdlva azt, hogy az egyes
hatéanyagok hogyan befolyasoljadk a sejtmentes teriiletre torténd
fibroblaszt migraciot. A modszer szdmos limitaciéval rendelkezik,
beleértve az alacsony reprodukalhatdsagot tovabba a vizsgalaton beliili
nagyfoku valtozékonysagot. Jelentds igény mutatkozik tehat olyan in
vitro assay-k fejlesztésére, melyek segitségével hatékonyam, gyorsan,



pontosan ¢€s olcson lehet vizsgalni az egyes fejlesztés alatt allo
antifibrotikus hatdéanyagok fibroblaszt migraciora gyakorolt hatasat.

2. Célkitiizés

PhD munkam f6 célja a magas s6fogyasztas bér patologias folyamataira
gyakorolt hatasanak vizsgalata volt, beleértve a gyulladast és a szoveti
atrendezddést. Célunk volt tovabba egy 1j in vitro modszer kifejlesztése,
amely segitségével hatékonyan tanulmanyozhat6 a fibrozis f6 effektor
sejtjeinek, a fibroblasztoknak migracioja.

3. Modszerek

3.1. In vivo Kisérlet

A vizsgalatok soran 7-8 hetes him C57BL/6J genetikai hattérrel
rendelkezd egereket haszndltunk. Az egereket véletlenszerlien négy
csoportra osztottuk: normal sotartalmu diétan (NSD) tartott csoport; NSD
¢s imiquimoddal kezelt (NSD IMQ) csoport; magas sotartalma diétan
(HSD) tartott csoport; HSD és imiquimoddal kezelt (HSD IMQ) csoport.
Az éllatok 5 héten keresztiil kaptak a kétféle étrendet, az NSD normal, a
HSD magas (8%) NaCl tartalmt ragcsalotakarmanybol allt. A kisérlet
otodik hetében 62,5 mg Aldara krémmel (5% imiquimod) kezeltik az
NSD IMQ ¢s HSD IMQ csoportba tartozo egerek szdortelenitett hatat 5
egymast kovetd napon. A kontroll egereket az NSD ¢és HSD
csoportokban hasonléan kezeltiik vazelinnel. Az egerek hati borredd
vastagsagat kozvetleniil a kisérlet befejezése elott mértiik tolomérdvel. A
kisérlet terminalasakor az egerek hatarol eltavolitottuk a bort, és
folyékony nitrogénben lefagyasztottuk a molekularis bioldgiai
mérésekhez.

3.2. Dermalis Na* tartalom meghatarozas
A bérmintdkat 24 6ran at 90°C-on szaritottuk, majd 5 cm® 65%-0s
salétromsav és 2 cm® 30%-os hidrogén-peroxid keverékében emésztettiik



egy mikrohullami emésztéberendezéssel. Ezt kovetben az oldat Na*
tartalmat langfotométerrel hataroztuk meg.

3.3. Human primer dermalis fibroblaszt (DF)

A human primer DF-okat egy egészséges egyénbdl izolaltak, aki
plasztikai mitéten esett at. A valds idejii PCR mérésekhez a sejteket 24
6raig normal (kontroll; 150 mmol/L) vagy magas Na* koncentracioju
(NaCl; 200 mmol/L) sejttenyészt6 médiumban kezeltiik rekombinans

human TGF-B-val (1 nmol/L) vagy anélkiil.

3.4. Periférias vér mononuklearis sejtek (PBMC)

A PBMC-ket egy egészséges felnbtt egyénbdl izolaltuk. A valds idejii
PCR mérésekhez a sejteket 24 6raig normal (kontroll; 150 mmol/L) vagy
magas Na" koncentracidju (NaCl; 200 mmol/L) taptalajban kezeltiik.

3.5. mRNS expresszié meghatarozasa

Kisérleteink sordn a szovetmintdkban, illetve sejtekben végbemend
génexpresszios valtozasokat RNS-t izolalast, CDNS szintézist kovetden
valos idejii PCR-rel vizsgaltuk. A kiilonboz6 célgének expresszigjat a
referencia génre vonatkoztatva, majd a kontroll csoportok atlagértékre
normalizélva hataroztuk meg.

3.6. Eletképességi vizsgalatok

A sejtek életképességét a 24 oras novekvd natriumkoncentracid (150,
175, 200, 250 mM NaCl) kezeléseket kovetben MTT sejtviabilitas,
illetve LDH citotoxicitas teszt segitségével kovettiik nyomon.

3.7. Fehérjék mennyiségi meghatarozasa
Az egér szovetmintadk (p)-SMAD2/3 mennyiségét Western blot
modszerrel vizsgaltuk. Az (p)-SMAD2/3 relativ mennyiséget a GAPDH



belsé kontroll hanyadosaként, a kontroll szovetben kapott atlagértékre
normalizalva hatéroztuk meg.

3.8. SiriusRed kollagén kimutatasi préba

A DF sejteket 24 6raig normal (kontroll; 150 mmol/L) vagy magas Na*
human TGF-B-val (1 nmol/L) vagy anélkiil. A kollagén lerakodasat a
SiriusRed szovettani festés segitségével hataroztuk meg, amely beépiil a
harmas spirala kollagénmolekulakba.

3.9. Immuncitokémia és sejtmorfologiai elemzés

A DF sejteket 24 6raig normal (kontroll; 150 mmol/L) vagy magas Na*
SMA fehérje jelenlétének, illetve lokalizaciojanak meghatdrozasa
érdekében immunfluoreszcens festést végeztiink el. A képeket Olympus
IX81 fluoreszcens mikroszkop rendszerrel készitettik. Az a-SMA
pozitiv DF-0k korkorosségének mértékét az Imagel szoftver segitségével
grafikusan elemeztiik és a kovetkezd képlet szerint szamoltuk ki:
korkorosség=4*n(teriilet/periméter*2). Ha egy sejt korkordssége 1,
akkor a sejt alakja kerek, és ahogy alakja eltér a kortdl, ugy csokken az
értek.

3.10. In vitro scratch assay

Az fibroblaszt sejtek monorétegét 24 oras inkubacio utan egy 200 pl-es
pipettahegy segitségével megkarcoltuk, majd higitott rekombinans EGF-
fel kezeltiik és a karcolassal létrehozott sejtmentes teriilet zarodasanak
mértékét grafikusan elemztiik.

3.11. Tranziens agaroz spot (TAS) assay
Agardz gélt csoppentettiink a sejttenyészté plate egyes welljeinek
kozepére, majd a gél megszilardulasa utan fibroblaszt sejteket tartalmazo
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taptalajjal toltottiik meg a welleket. 24 6ras inkubacio utan eltavolitottuk
az agar6zt, majd rekombinans EGF-fel, vagy normal (kontroll; 150
mmol/L) vagy magas Na* koncentracioji (NaCl; 200 mmol/L) taptalajjal
kezeltiik és az agar6z helyén létrehozott sejtmentes teriilet zarédasanak
mértékét Imagel szoftver segitségével grafikusan elemeztiik. A képeket

Olympus IX81 fluoreszcens mikroszkop rendszerrel készitettiik.

3.12. Statisztika

Az adatok normal eloszlasdt Kolmogorow Smirnov teszt segitségével
vizsgaltuk, teljesiilése esetén egymintds t-probat, nem normal-eloszlas
estén Mann-Whitney U-tesztet végeztiink. A migracios vizsgalatokbol
szarmazd nyers adatok tobbvaltozos Osszehasonlitasat tobbszords t-
proba, illetve kétutas varianciaanalizist (ANOVA) segitségével végeztiik
el. Tobbcsoportos analizis esetén a paronkénti Osszehasonlitdshoz
Dunnett-féle post-hoc tesztet alkalmaztunk. A relativ expressziok kozti
Osszefiiggéseket Pearson-féle korrelaciés analizissel vizsgéltuk. Az
adatokat normalizaltuk és a kontrollcsoportok atlagértékeinek ardnyaként
mutattuk be. p<0,05 mindsiilt statisztikailag szignifikansnak. A
szemléltetd grafikonokon atlag és szoras (SD) lathato.

4. Eredmények

4.1. A soterhelés hatiasa a bér gyulladasos és a szoveti
atrendezédéssel jaro folyamataira in vivo és in vitro

4.1.1. A 8%-0s NaCl tartalmu diéta hatasa a testtomegre

Eldzetes kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a 8% NaCl-t tartalmazd,
HSD hatassal van-e az egerek testtomegére. Eredményeink azt mutattak,
hogy az NSD-t és a HSD-t kapé allatok teststlya kozott még két hét
elteltével sem volt jelentés kiilonbség, ami Osszhangban van mas
kutatocsoportok eredményeivel.



4.1.2. Az imiquimod (IMQ) bérre gyakorolt hatasa

A HSD dermatitisre gyakorolt hatasanak vizsgalatara az egerek hatborét
5 napon keresztiil lokalis IMQ-dal kezeltiik, melyet 4 hétig tartd6 NSD
vagy HSD el6zott meg. Az IMQ alkalmazasa latvanyos dermatitises
tiineteket eredményezett, a kezelt bér megvastagodott, erythemas és
szaraz lett.

4.1.3. A HSD hatasa a bor gyulladasos citokin expresszidjara
Megvizsgaltuk, hogy a magas sdbevitel befolyasolja-e a bér gyulladasos
citokin és Na* tartalmat. Eredményeink szerint a HSD novelte a bér Na*
tartalmat. IMQ hatasara fokozodott az 111b, 1117, Tnfa, 1110 és Nlrp3
dermalis MRNS expresszidja az NSD csoportban. Az 1117 dermalis
MRNS expresszioja emelkedett a HSD csoportban az NSD-hez képest.
Az 1110 mRNS expresszidja alacsonyabb volt a HSD IMQ csoport
bérében, mint az NSD IMQ csoportéban. Az 1113 mRNS expresszidja
csokkent mind a HSD, mind a HSD IMQ csoportban az NSD ¢és az NSD
IMQ csoporthoz képest.

4.1.4.A magas NaCl tartalom hatasa a human PBMC-k anti-
inflammatorikus és profibrotikus citokin termelésére

Annak vizsgalatara, hogy a soterhelés felelés-e az immunsejtek anti-

inflammatorikus IL10, IL13 és profibrotikus PDGF-B termelésének

csOkkenéséért a borben, megvizsgaltuk a PBMC-kre gyakorolt hatésat.

Eredményeink szerint a magas NaCl-terhelés gatolta a human PBMC-k

IL10, IL13 és PDGF-B mRNS expresszigjat.

4.1.5.A magas NaCl koncentraciéo hatasa a DF-ok sejthaldlara és
proliferacidjara
A magas sotartalmu kdrnyezet DF-0k életképességére és szaporodasara

crc

tartalma taptalajban tenyésztettilk a sejteket. In vitro kisérleteinkben
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+50mM NaCl koncentraciot hasznaltunk, mert ez volt a legmagasabb
koncentraci6, amely méréseink szerint nem befolydsolta sem a
citotoxicitast, sem a proliferaciot, valamint gyakran hasznalt
koncentraci6 az irodalomban is.

4.1.6.A HSD hatisa a dermailis ECM atrendezédésre és a bér
vastagsagara

A talzott sobevitel szoveti atrendezddésre gyakorolt hatdsanak
vizsgalatara a bOr vastagsagat, az ECM markerek expressziojat és a
profibrotikus foszforilalt (p)SMAD2/3 fehérje szintjét mértiik. Azt
talaltuk, hogy az Acta2 (a-SMA), Collal és Fn dermalis mRNS
expresszioja csokkent a HSD IMQ csoportban az NSD IMQ csoporthoz
képest. A profibrotikus novekedési faktor Pdgfb mRNS expresszidja
csokkent a HSD és HSD IMQ csoportok bérében az NSD és NSD IMQ
csoportokhoz képest. A Tgfb-t nem befolyasolta a HSD, de az IMQ
kezelés ndvelte mennyiségét a bérben. Az IMQ csoportba tartozo egerek
hati bérvastagsagat az IMQ kezelés novelte a kontrollcsoport alanyaihoz
képest, az IMQ-kezelt egerek koziil a HSD-n tartott egerek bdre
vékonyabb volt, mint a kontrollcsoporté. A pSMAD2/3 fehérje
mennyisége jelentdsen csokkent a HSD IMQ csoportban az NSD IMQ
csoporthoz képest.

4.1.7.A HSD hatasa a dermalis ECM-bonté enzimekre
A HSD bdszoveti remodellingre gyakorolt hatasanak vizsgalatara

crer

Azt talaltuk, hogy az Mmp2 és az Mmp9 dermalis mRNS expressziojat
novelte a HSD a kontroll allatokban.

4.1.8.A magas NaCl koncentracié hatasa a human primer DF-ok
motilitasara
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crer

A soterhelés hatasat a DF-ok morfologiajara a-SMA immunfluoreszcens
festéssel vizsgaltuk, mellyel jol abrazolhato a sejtek citoszkeleton vaza.
Mig a kontroll sejtek elongalt alaktiak voltak, a soterhelt sejteknél
laposabb ¢s kor alaku morfologiat figyeltink meg, amit kvantititativ
elemzésiink is alatdmasztott. A magas sotartalmi kornyezetben csokkent
a DF-ok mozgésat szabalyoz6 VIM, VCL és ACTB mRNS expresszioja.
kifejlesztett TAS modszerrel vizsgalva a kisérlet 24. és 48. orajaban
nagyobb sejtmentes teriiletet detektaltunk, ami csokkent migracios
kapacitasra utal.

4.1.9. A magas NaCl tartalom hatasa a human primer DF-ok ECM
marker termelésére

Mivel a DF-ok a bér f6 ECM forrasai, megvizsgaltuk a soterhelés

kozvetlen hatasat a funkcionalis aktivitasukra. Az in  Vivo

eredményeinkkel Osszhangban a human DF-okban a sokezelés

csokkentette mind az endogén, mind a TGF-P indukalta FN és COL1A1

termelést.

4.2. Transient Agarose Spot (TAS) assay: ij médszer a sejtmigracio
vizsgalatara

4.2.1.A TAS-teszt bedllitasai: az agardéz stabilitasa és optimalis
sejtsuriiség

Az agardzgél stabilitasat tobb egymast kovetd napig vizsgaltuk
fibroblasztok segitségével. Az "tranziens" csoportban a sejtek bekertilése
utdn 24 oréaval tavolitottuk el az agardzcseppeket, ezt kovetden a
sejtmentes rés teriiletének gyors csokkenését figyeltek meg. Ezzel
szemben, amikor az agarozt nem tavolitottak el ("alland6" csoport), a
fedett teriilet napokig sejtmentes maradt, a sejtvandorlas jelei nélkiil az
agaroz alatt.
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4.2.2. TAS-teszt mint a fibroblasztok migracids tesztje

crer
cres

4.2.3. A scatch és TAS migracios vizsgalatok dsszehasonlitasa
Fibroblaszt sejteken 6sszehasonlitottuk a scratch €s az altalunk fejlesztett
TAS migracios vizsgalatok érzékenységét és reprodukalhatosagat. Tobb
fliggetlen kisérlet alapjan megerdsitettiik, hogy mig a scratch assay
esetében a kezdeti rés méretek konfidencia intervalluma 23-30% kozott
valtozott, addig a TAS esetében csak 9% koriil volt. Az inkonzisztens
méretek mellett a karcolt teriilet zarodasa is egyenetlen, és csak képek
sorozataval dokumentalhatd. Ezzel szemben a TAS assay esetén a teljes
sejtmentes terlilet egyetlen latomezében vizsgalhatd. A sejtek
részarodasa hasonlo kinetikat mutatott a scratch és a TAS migracios
probak esetében, azonban a csoporton beliili variancia atlagosan
haromszor nagyobb volt a scratch, mint a TAS esetében.
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5. Kovetkeztetések

5.1 A magas sotartalmu diéta hatasa a bor szoveti atrendezédésére

Napjainkban a novekvo sobevitel globalis probléma. Az étkezéssel bevitt
sO szervezetiink f8 Na* forrdsa. A bdr a legnagyobb Na® raktarozo
szerviink, azonban a bér homeosztazisara gyakorolt hatasa nem teljesen
ismert. PhD munkam egyik 6 célja tehat a magas sofogyasztas és az
ennek kovetkeztében megemelkedett lokalis Na* koncentracié hatasanak
vizsgalata volt a bor gyulladassal és a szoveti atrendezédéssel jard
folyamataira.

e Eredményeink alapjan a fokozott sobevitel, ¢és az ennek
kovetkeztében emelkedett dermalis Na® tartalom kozvetleniil
befolyasolja az immunsejtek lokalis gyulladésos
citokintermelését, ami arra utal, hogy a fokozott sdbevitel
hozzajarulhat a bor gyulladésos folyamatainak fokozodaséhoz.

e Emellett vizsgalataink ramutattak arra, hogy a soéterhelés
csokkenti az immunsejtek ECM termelést indukalo
citokinexpressziojat, valamint a dermalis fibroblasztok ECM
termelésének és motilitdsanak csokkentése révén gatolhatja a bor
szoveti atrendezddéssel jaro folyamatait.

e Eredményeink magyardazatot adhatnak arra a korabbi
megfigyelésre, hogy a soterhelt allatokban miért lassabb a
sebgyogyulas, valamint felhivhatjdk a figyelmet arra, hogy a
fokozott sobevitel hogyan befolyasolhatja a bdrben zajlo
gyulladassal és hegesedéssel jarod folyamatokat.

5.2 Transient Agarose Spot (TAS) vizsgialat: Gj modszer a
sejtvandorlas vizsgalatara

A fibrozis patologids szoveti atalakulds, amely koros szoveti
strukturdhoz és szervi diszfunkciohoz vezet. Egyes becslések szerint a
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fejlett vilagban torténd halalesetek 45%-anak hatterében kimutathato.
Mivel jelenleg a fibroproliferativ betegségeknek nincs hatékony
terapidja, fontos, hogy részletesen megismerjiik fibrozis kialakulasahoz
vezetd folyamatokat, valamint tesztelni tudjuk az egyes terdpias
hatoéanyagok antifibrotikus hatasat.

modszereknél hatékonyabb tanulmanyozasara Kifejlesztettik a TAS
migracios modszert, mely szamos eldnnyel rendelkezik a leggyakrabban
hasznalt sejtmigracios tesztekkel szemben: pontos, olcsé konzisztens a
kezdeti résméret és alacsonyabb a vizsgalatok kozotti variabilitas.
Elényei alapjan tesztiink hozzdjarulhat a fibrozissal kapcsolatos
alapkutatashoz és 0j antifibrotikus vegyiiletek azonositasahoz.
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