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1. UvOD

1.1 Grada oka

Oko je paran organ vida smjeSten anin Supljinama. ©na se jabéica sastoji od triju
koncetrénih ovojnica. Vanjska @a ovojnica je sloj veziva i sastoji se od nepmeir
bjeloatnice clerg i prozirne roZznice dornegd. Bjeloatnica i roZnica uvjetuju oblik i
¢vrstatu ocne jabuice (Pept, 2004).
Bjeloocnica obuhvéa cetiri petine @éne jabuwice. Gratena je od gustih kolagenskih i
pojedinih elastinih vlakana. Ima mnogo otvora za prolaz vidnog @jwsjetnih i mototkih
Zivaca te za ulaz arterija i izlaz vena. Prednfi Hjelo@nice spojen je rijetkim vezivnim
tkivom s @nom spojnicom t(nica conjunctiva buli Bjeloatnica na posebnom mjestu
prelazi u roznicu (Pefj 2004).

Roznica zauzima petinu vanjske&ne ovojnice. To je prozirno, glatko i vlazno
avaskularno vezivno tkivo. Svaka vaskularizacijanioe predstavlja patogeni proces (lepi
2004). Hranjive tvari i kisik prima iz rubne mrekevnih Zila. Preostali dio kisika prima iz
atmosfere, pa ako je spdgna ta izmjena, aktivira se anaerobni metabolizéaka povéava
intrakornealna koncentracija mijjee kiseline (Pepii sur., 2012). Tako se razvija edem
roznice i gubitak njezine providnosti. U prasje odrasle osobe, horizontalni promjer roznice
iznosi 11,5 do 12 mm, a vertikalni promjer je zaodk mm véi (DelMonte i Kim, 2011;
Pept, 2004). Na roznici se razlikuju vrh, rub te vagskunutarnja strana (Pépisur., 2012;
Pept, 2004). Vrh roznice je debljine oko 0,5 do 1 mm,se debljina povava prema
rubovima do 0,8 do 1,5 mm. Roznica je izduZzenakabliavnija na rubovima, te strmija na
vrhu ¢inec¢i tako asferdni opticki sustav (DelMonte i Kim, 2011). Obje strane ra#nisu
slobodne. Po prednjoj strani klizu &g a straznju stranu oplahujéna vodica koja ispunjava
prednju @nu sobicu (Pepi 2004). Ljudska roznica se sastoji od pet histologspoznatljivih
slojeva, tri starina (epitel, stroma, endotel) i dva dosloja (Bowmannova membrana,
Descemetova membrana) (DelMonte i Kim, 2011; &efD04). Poredak slojeva izvana
prema unutra je: epitel, Bowmannova membrana, strooinice, Descemetova membrana i
endotel (Pegi 2004).

Srednja 6na ovojnica veg ¢ini krvnu i Zzivcanu opskrbu unutraSnjostiree jabuice.
Dijeli se, od straga prema naprijed, na tri dijédnica choroideg, zrakasto tijelo ¢orpus
ciliare) i Sarenica ifis). Zilnica zauzima najwé dio srednje éne ovojnice, a sprijeda

zavrSava zrakastim tijelom. Obiluje krvnim zilama@j& opskrbljuju vanjske slojeve mreznice,



a tamna je jer sadrzi pigment. Zrakasto tijelo @p&jnicu sa Sarenicom. Cilijarni epitel
izluduje anu vodicu u straznojémoj sobici. Sarenica ima ulogu dijafragme oka jesebnim
sustavom misia regulira vellinu otvora kroz koji ulazi svjetlo u oko. Nalazi sameiu
roznice i I€e, a u sredini je kruzni otvor - zjenicpufila). Zjenica se doima crnom jer se
kroz otvor vidi vrlo pigmentirani unutarnji sloj okmreznice. Koltina pigmenata u pojedinim
slojevima Sarenice odiaje boju oka. Uz pupilarni rub Sarenice nalazi ski &kruzni misé¢
(musculus sphincter pupillpekojega inerviraju parasimpalia viakna preko okulomotornog
Zivca, a svojom kontrakcijom suzava zjenicu. Ocigjgog sfinktera pupile do cilijarnog ruba
Sarenice seze Siroki i plosnati ndi€musculus dilatator pupilge kojeg inervira simpatki
sustav, a svojom kontrakcijom Siri zjenicu.

Unutrasnju onu ovojnicu izgrduje tanka opna - mreznicaeina). Mreznica je
funkcionalno najvazniji dio oka. Sastoji se od dvhgtova: vanjski list sadrzava pigmentne
stanice sa zrncima i Stapna pigmenata; unutarnji list se u vidnom dijelu etmice
diferencira u slozeni receptorni aparat (epbD04).

Dioptricni aparat oka sastoji se od potpuno prozirnih tvikirdz koje prolazi svjeto na
svojem putu do osjetnog sloja mreznice. U njegaajabmo: roZnicu, énu vodicu bumor
aquosus koja ispunjava prednjucau sobicu, léu (leng i staklasto tijelo ¢orpus vitreum
Roznicacini glavni refraktorni sustav oka, na kojemu seelgst prelama pri ulasku u oko.
Oc¢na vodica je tektina koja ispunjava prednju i straznjtina sobicu. Prednja jetna sobica
prostor sprijeda onden roZnicom, a straga Sarenicom i dijelodel&oji se nalazi u zjenici.
StraZnja je ®na sobica straga omena staklastim tijelom, a sprijeda Sarenicom. Sijoan
o¢nom sobicom komunicira kroz pukotinu izdweprednje strane ¢e i Sarenice. ha vodica
dijelom nastaje ultrafiltracijom plazme, a dijeloaktivnom sekrecijom nepigmentiranog
epitelnog sloja na cilijarnim nastavcima.cbage najvazniji dio optikog ainog organa, nalazi
se iza Sarenice i zjenice, a ispred staklastoltifena je prozirna, avaskularna, bikonveksna
tvorevina ulozena u prozirnu, tanku, homogenu aeajnGraiena je od proteinskih vlakana
(35%) i vode (65%) koji tvore ému masu. Staklato tijelo nalazi se izéde ispunjava najue
dio unutraSnjosti oka. Staklasto je tijelo pbitsta, prozirna, Zelatinozna masa koja se sastoji
od staklaste tekine volumena 2 ml (~99% voda) i mreZe tankih i kiéliproteoglikanskih
vlakana koji daju konzistenciju gela (P&m004).

Pomane tvorbe oka, koje upotpunjuju njegovu funkciju. sanjski miséi ocne

jabwice, obrva, vjde, spojnica i suzni sustav (P&p2004).



1.2. Grada i funkcija roznice

Kao Sto je napisano u prethodnom potpoglavlju,oloski se roZznica sastoji od pet
slojeva; promatrajti izvana prema unutra to su: epitel, Bpwmannova brama, stroma
roznice, Descemetova membrana i endotel (Eghsanm.i2015; DelMonte i Kim, 2011; P&pi
2004).

Epitelna povrSina roznice tvori prvu barijeru premanjskom okoliSu tini sastavni dio
sloja izme@u same roznice i suznog filma koji je bitni dio reddtivnin zn&ajki oka
(DelMonte i Kim, 2011).

Epitel roZnice sastoji se odetiri do Sest slojeva nekeratiniziranih, stratifgiih,
skvamoznih epitelnih stanica, i u ljudi je debljipeblizno 50 um (Eghrari i sur., 2015;
DelMonte i Kim, 2011). Epitelne stanice roznice jmarosj&an zivotni vijek od 7-10 dana
(DelMonte i Kim, 2011), a prosjea izmjenat{urnovel) epitela priblizno je jedan sloj stanica
dnevno (Peggi i sur., 2012). Epitel je prekriven suznim filmonojkima bithu ulogu za
refraktivne znaajke oka, primarno zbog ublazavanja mikronepravin@anjske strane
epitela. Suzni film ima i zaStitnu funkciju povrginroznice (od mikroorganizama, od
kemijskih ili fizickih oSte€enja). Takder sudjeluje u opskrbi epitela faktorima rasta leuji
bitni za zdravlje epitela, proliferaciju epitelrsbanica i popravak osienja epitela (DelMonte
i Kim, 2011).

Prva dva do tri povrSinska sloja stanitae plosnate i poligonalne stanice s apikalnim
mikrovilima i mikronaborima te su prekriveni s ngnim glikokaliksom, koji zajedno
povetavaju povrsinu suznog filma.
lzmedu stanica epitela nalaze &aste méustanéne veze tight junction3 koje sprij€avaju
prolazak suza u unutarstané prostore, a djeluju i kao prepreka ulasku taksin
mikroorganizama u dublje slojeve roznice (DelMonkm, 2011). Izmeéu epitelnih stanica
granaju se ogranci cilijarnih Zivaca pa je roznosgetljiva na bol. Epitel ima sposobnost
regeneracije, zato pri ozljedi epitela ne ostajijadzna roznici i nema zanienja (Pep,
2004).

Bowmannova membrana nalazi se ispred strome rgzmi¢e je acelularni sloj
kolagenskih vlakana koji je debljine oko 15 pym n@ze u odrzavanju oblika roznice. Ne
moZze se regenerirati te se nakon ozljede stvailflo{DelMonte i Kim, 2011). Tijekom

vremena smanjuje se debljina Bowmannove membragierdi i sur., 2015).



Stroma roznicetini oko 90% debljine roznice. Giana je od kolagenskih vlakana
slozenih u listove (200-250). Sadrzi oko 85% votte 8 ¢ini izrazito hidrofilnom (Pe,
2004). Mreza kolagena je visokoorganizirana te guai transprentnosti i mehakoj
cvrstadi roznice (DelMonte i Kim, 2011). Glavne staniceoste su keratociti; odrzavaju
integritet strome, te proizvode kolagen, glukozanglikane i metaloproteinaze matriksa
(Eghrari i sur., 2015).

Descemetova membrana je produkt endotela, i na@zzméu strome i endotela
(Pept, 2004). U djece je debljine oko 3 um, te se pava do 10 um u odraslih (Eghrari i
sur., 2015).

Kornealni endotel je tanki monosloj stanica, alovotporna i elastha membrana.
Cini prednju granicu prednjecne sobice iz koje ma vodica pasivhom difuzijom ide u
smjeru strome. Odgovoran je za odrzavanje nornfatiratacije strome (Pefi2004).

Hranjive tvari i kisik roZnica prima iz rubne mreke/nih Zila. Preostali dio kisika prima
iz atmosfere, pa ako je spdgna takva izmjena, aktivira se anaerobni metaholizaako
povetava intrakornealna koncentracija miipe kiseline. Tako se razvija edem roznice |

gubitak njezine providnosti (Pé&pisur., 2012).

1.3. Kultura tkiva kao metoda pohrane roznica

UspjesSnost w@ne transplantacija roZnica ovisi o tome je duwan endotel roznice. Ovaj
monosloj stanica oblaze unutrasSnju povrSinu roznamrZava providnost roZznice nacimrada
kontrolira hidrataciju strome roznice. S obzirom sl@nice endotela teSko proliferiraju,
njihovo ciuvanje je primarni cilj svake metode pohrane rognMrtve endotelne stanice nisu
zamijenjene mitotkom diobom, vé migracijom i Sirenjem susjednih stanica. Zbog toga
dolazi do smanjenja gusi® endotelnih stanica. U zdravom oku ima dovoljneerenih
endotelnih stanica u svrhitwanja providnosti roznice tijekom zivota. Kod tsglantacije
roznica, jedan od uvjeta kojim se odinge kvaliteta tkiva je gusta endotelnih stanica koja
iznosi 2000 stanica/mm?2 (Armitage, 2011).

Tri su glavna pristup&uvanju roznica koje sadrze Zive stanice; kulturaatkhipotermija
i kriopohrana (Armitage, 2011).

Metoda kriopohrane jedina je metoda koja ima pojeincskladiStenja roznica na
neodrdeni period. Mdutim, zbog sloZenosti procesa zamrzavanja i velikogencijala
oSteenja endotela ogratena je uporaba takve metode u rutinskoj pohramicaZ osim u

hitnim slwajevima transplantacije, kada je glavni cilj sgashb (Armitage, 2011).



Do veiine tkiva koja se koriste pri transplantaciji roZaidolazi se putemcnih banaka
koje ¢uvaju korneoskleralni disk, bilo metodom hipoteen{R-6°C) ili u kulturi tkiva (31-
37°C). Takve dvije metode pohrane razlikuju se hnitgkim aspektima, mogdunostima
procjene tkiva, vremenu pohrane te mikrobioloSkigushosti (Pels i sur., 2008), dok su
ishodi trasplantacija roznica koje &uwvane takvim metodama &hii (Armitage, 2011).

Hipotermija kao metoda pohrane je jednostavna fjeah malo skupe opreme (Pels i sur.,
2008). Takder je nafeXe primjenjivana metoda Sirom svijeta; na primjee scne banke u
Sjevernoj Americi koriste hipotermiju kao metoduhpane, zahvaljujti jednostavnosti i
ucinkovitosti same metode. Metoda se zasnivacimgenici da stanice, tkiva i organi u
hladnom okruzenju imaju smanjenu potraznju za nudigdom energijom (Armitage, 2011).
Pohrana roznica kao cijelog oka u vlaznim komorasgeantena je zbog brzog gubitka
hranjivih tvari i porasta koncetracije Stetnih ivaro¢noj vodici. Stoga se roZnice pohranjuju
izolirane zajedno s tankim prstenom bj&loice (korneoskleralni disk), uronjene u otopinu
Ciji je ionski sastav stian ionskom sastavite vodice (Armitage, 2011). Ryiivanju roznica
metodom hipotermije provodi se procjena endotelaksiarnom mikroskopijom prije
pohrane. Mediji za pohranu roznica su komercijalastupni i prilikom koriStenja je potrebno
pratiti upute proizvdaca koje se tiu temperature i vremena pohrane, roka trajanja jeedi
ostalih bitnih¢imbenika. Roznice u mediju ne bubre, odnosno ogtapke i providne, te
ukoliko ispitivanja donorskog tkiva to dozvole, nie su izravno dostupne za operaciju (Pels
i sur., 2008). Medij za pohranu se sastoji od naedi@§ kulturu tkiva kojemu su dodani
antibiotici, tvari za dehidrataciju (odbubrivanj@pput dekstrana ili kondroitin sulfata,
hranjive tvari, antioksidansi i faktori rasta. Praiedij za pohranu roznica metodom
hipotermije, M-K medij, omogtava pohranu roznica do 10 dana. Noviji mediji, Ko su
modificirani M-K medij, K-sol, Dexol, Likorol, Opsiol (Plus, GS), omogavaju pohranu
roznica i do 16 dana. Matim, da se smaniji rizik od neuspjesnih transplajataprepordeno
vrijeme ¢uvanja roznica krze je od maksimalno navedenih od strane praiata. /6/

U kulturi tkiva kao metodi pohrane roznica, rozngteinkubirane pri 30-37°C, u mediju
za kulturu tkiva kojemu su dodani fetalni t@leserum, antibiotici i antimikotici.
Dehidratizirajie makromolekule, koje su potrebne za odrZavanjenalme hidratacijan
vitro, pri fizioloSkim temperaturama ulaze u stanic&urrauliraju u vakuolama i slojevima
roznice, te se stoga ne koriste kao komponentajamedi pohranu. Iz tog razloga, roznica
tijekom pohrane olino nabubri,cak dvostruko od svoje udidjene debljine (Pels i sur.,
2008). Pri transplantacije roznica se odbubrujenai#en da se roznice stavljaju u medij koji

sadrzi dekstran (4-8%) (Pels, 1997). &¢dti medij za pohranu u kulturi tkiva je Eagleov
5



minimalni esencijalni medij nfinimal esential mediumMEM), koji sadrzi 2% fetalnog
goveaieg seruma, iako neke&me banke koriste do 8% fetalnog gdgg seruma. \@na a:nih
banaka u svojim medijima koriste penicilin, streptain i amfotericin B kao antibiotike
(Armitage, 2011). Ovisno o koriStenom mediju, obmonedija se obavlja nakon 10-14 dana
(Pels i sur., 2008).

Prije ekscizije korneoskleralnih diskovaine jabuwice sediste ispiranjem sa sterilnom
fizioloSkom otopinom i dekontaminiraju uranjanjemotopinu povidon-jodida (Armitage,
2011). Koristenje povidon-jodida pozeljno je zbgggovog Sirokog antimikrobnog spektra,
koji ukljuc¢uje Gram-pozitivne i Gram-negativne baktrije, g, kvasce, viruse i protozoe.
Uz to, kao sredstvo je stabilan, nije skup i lakagstupan (Pels i Vrensen, 1999).

Metoda procjene endotela spekularnom mikroskopijposlije pohrane roznica u
kulturi tkiva nije moguda, te se zbog toga koristi svjetlosna mikroskopi@@a je kao metoda
invazivnija. Nije mogue izvrSiti procjenu bez nja roznica iz bica sa medijem, te je
potrebno procjenu izvoditi u asef®im uvjetima. Endotel se vizualizira bubrenjem
medustanénih prostora koriStenjem hipot@mih otopina. Bubrenje je prolazno i nestaje kroz
nekoliko minuta, te ovisi o integritetu stanih membrana. Kod mrtvih i nekrétih stanica
te u njihovom neposrednom okruzZenju, ne dolaziuarénja.

U usporedbi metode kulture tkiva i metode hipoigrmintegritet endotela je bolje
ocuvan u roznica koje seivaju u kulturi tkiva (Pels, 1997).

1.4. Mediji za pohranu roznica iz Cornea linije

Transplantacija roznica uz koriStenje medija zaraoh iz Cornea linije (Eurobio
Laboratories) okino se provodi u tri stupnja. U prvom stupnju sevph in situ ekscizija
roznica (keratektomija). Potom se roznica pohranjujmedij za transport, CorneaPreplI®.
Medij CorneaPrepll® omogava transport roznica pri sobnoj temperaturi da Sesa,
medutim, potrebno je u Sto kéem roku, roznicu prebaciti u medij zé&uvanje pri
temperaturama 31-34°C. Za pohranu roznica odgovetneegistrirane ame banke. Kada
banke zaprime rozémi transplantat u mediju za transport, roZnice sbgcuju u medij za
pohranu, CorneaMax® ¢uvaju se pri temperaturi 31-34°C, u tzv. razdolitprantene.
Roznice se u mediju CorneaMax®vaju najviSe trideset dana. Tijekom tog razdoblja
provode se analize propisane zakondiuvanje roznica u CorneMax® mediju dovodi do
povratnog zaméenja roznice. Nakon analiza transplantata i odapifaatelja, roZznica se

premjeSta u medij za odbubravanje, CornealJet®. iB@ze u ovom mediju mora drzati



najmanje 24 sata da bi se osigurala providnost.ijM&mrneaJet® moze sluziti za transport
transplantata unutgetiri dana (uklj@dujuci 24 sata potrebna za odbubravanje). Odbubravanje
se provodi pri sobnoj temperaturi (www.eurobio-@arcom).

Mediji za kulturu tkiva iz Cornea linije sadrZze:eesijalne i neesencijalne aminokiseline,
australijski ozraeni fetalni teléi serum, vitamine, elektrolite, penicilin (streptam),
HEPES pufer i bikarbonate te indikator fenol crl@niMedij Cornealet® koji sluzi za
odbubravanje roznica, sadrzi i dekstran kao sredavodbubrivanje. Njihova pH vrijednost
iznosi 7,25 £ 0,25, osmolarnost je 320 + 20 mOsmA«®; imaju kontroliranu razinu
endotoksina, oslold@ni su mikoplazma i sterilizirani su as€gom filtracijom. Takvi mediji
sadrze indikator fenol crvenilo, pa ukolikod@odo promjene boje medija u zuto ili tamno
ljubic¢asto (ovisno o promjeni pH vrijednosti), ili promgebistrine medija, prepateno je ne
koristiti transplantat iz takvog medija (www.eurokgornea.com).

Mediji iz Cornea linije s€uvaju zaldeni te se prije uporabe trebaju postupno odmrzavati
prebacuju se na 4°C, potom na sobnu temperaturge ilodmrzavaju u vodenoj kupelji
zagrijanoj pri 37°C. Treba izbjegavati drzanje needliri temperaturama viSima od 37°C, a
nakon odmrzavanja mediji se ne smiju ponovo zanmatzalakon odmrzavanja mediji se

mogucuvati ¢etiri dana pri 4°C (www.eurobio-cornea.com).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Ispitivanja prijenosa djelatne tvari preko barijeognice najeXe se provode vitro i ex vivo
eksperimentima.ln vitro (stanéni) modeli osiguravaju obradu relativno veliko laroj
ispitivanih uzoraka u jedinici vremena, ali su nsargredvidljivi u usporedbi ®x vivo
(tkivnim) modelima. Istodobno, veliki nedostatak vivo modela pri ispitivanju prijenosa
djelatne tvari preko barijere roznice je prikupj@dovoljnog broja svjezih animalnih roZnica

I osiguravanje pietka pokusa najdulje 2 sata nakon prekida anin@athalacije.

Prikupljanje i pohrana humanih roznica s ciljemvamdenja postupka transplantacije obavlja
se sukladno standardiziranim protokolimaitn banaka diljem svijeta. Cilj pohrane humane
roznice u svrhu uspjeSne transplantacije javanje endotela roznice. Istodobn@uweanje
epitela humane roznice tijekom pohrane je manjenwaier se epitel roznice obnovi u

slucajevima uspjeSne transplantacije roznice.

S obzirom da je epitel roznice glavna barijera gmijsu djelatnih tvari preko roZznice,
oc¢uvanje epitela roznice je vazno za préenje uspjesnilex vivoispitivanja permeabilnosti.
Cilj ovog diplomskog rada je ispitati jesu li i wjk] mjeri ctuvana barijerna svojstva
animalne roznice nakon pradenja standardnih postupaka dekontaminacije te pcates i
pohrane animalne roznice u komercijalno dostupnirdiima za transport i pohranu
humanih roznica. GQuvanje barijernih svojstava animalnih roznica u ketrjalnim medijima
za transport i pohranu humanih roznica, ondagii prikupljanje dostatnog broja animalnih
roznica za potrebex vivoispitivanja permeabilnosti i na taj dia unaprijedio kapacite¢x
Vivo ispitivanja permeabilnosti koji se odlikuju relaid visokom predvidljivo&u in vivo

prijenosa djelatne tvari preko barijere roznice.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Prikupljanje i transport animalnih o ¢nih jabucica

Svinjske @ne jabuice prikupljene su iz lokalne klaonice, kao otpad greradi mesa.
Osoblje klaonice upoznato je sa svrhom istrazivatgase inokulacja vrSi na ¢a da se
oSteenje @ne jabuice i roZznice ograki na najmanju mogiu mjeru. Pri odabiru svinja od
kojih su se uzimali uzorcicmih jabwica, pazilo se da svinje budu priblizno iste teA&00-
120 kg) i starosti (~6 mjeseci).c@e jabeice su prikupljene priblizno jedan sat nakon
zrtvovanja zivotinja.

Za svaku onu jabwicu osigurana je jedna posudica od 60 ml, obloZzsmaavojnom
vatom, natopljenom sa ~30 ml Krebs-Ringer puferRBKX KRB pufer se iziduje na nain
da se u 1000 ml redestilirane vode dodaje redodg ®&acCl, 0,4 g KCI, 0,158 g NaPIiO, x 2
H.O, 2,1 g NaHC@Q 0,26 g CaClx 2H,0, 0,2 g MgSQx 7H,0, 3,575 g HEPES, 1,1 g D-
glukoza monohidratlz CaCl x 2H,0 i MgSQ, x 7H,0O izrade se 1 M osnovne otopine.
Umjesto gore navedene mase dodaje se 1,77 ml lopinet CaClx 2H,0 i 0,81 ml 1 M
otopine MgSQx 7H,0. Pufer se priprema nadma da se u bazdarenu tikvicu od 1 | doda oko
500 ml redestilirane vode. U vodu se dodaju safiore kako su navedene u sastavu, uz
mijeSanje na magnetskoj mijeSalici. Tikvica se rmatiadopuni redestiliranom vodom do
oznake te se pH prilagodi do 7,4 sa 10M Na®bisudice se prije prikupljanj&mih jabiica
iz klaonice drze pri 4°C u prijenosnom hladnjakdjeRpostavljanja éne jabwice u posudicu,
ona se ispire sa fizioloSkom otopinom (natrijevridp 0,9%, Braun), pazeda mlaz ne ide
izravno po roznici. @a jabuica se u posudicu polaze prildaguci za ani Zivac sa
kirurSkim klijeStima, na nan da roznica ne dodiruje rubove ni dno posudicqude u
potpunosti uronjena u KRB pufer. Do laboratorija gesudice sa uzorcim&uvaju u
prijenosnom hladnjaku pri 4 C, jer je pri toj termgeiri metabolika aktivnost stanica

najmanja.

3.2. Dekontaminacija i izoliranje animalnih roznica

Oc¢ne jabuice prvo prolaze proces vizualne kontrole, elingjpirse uzorci koji imaju
makroskopska, golim okom vidljiva ogtnja na roznici. S uzorcima koji @ho vizualnu
kontrolu, krée se u postupak dekontaminacije. Potrebno je audStomate tvorbe oka
(vanjski misg¢i, vjede, trepavice). @na jabuica se prihvéaajuci kirurskim klijeStima za vidni
zivac, ispire pod mlazom fizioloSke otopine, pazta mlaz ne ide direktno po roznici. Zatim
se, takder prihv&ajuéi za vidni zivac, 6na jabéica uranja u malu laboratorijskiasu od 50
ml, u kojoj je 20 ml 0,5% otopine povidon jodidaig®a-Aldrich). 0,5% otopina povidon-
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jodida pripravljena je otapanjem 2,5 g poli(vinifidin)-jodida (Sigma-Aldrich) u 500 ml
redestilirane vode. Otopina je pdena dan prije postupka dekontaminacije, a pridaganje
na pH = 6 rdeno je s 1 M NaOH na dan izi@enja eksperimenta. Da bi se smanjio rizik od
naknadnog oStenja, roznica ne dodiruje stijenkaSe. @na jabuica se u 0,5% otopini
povidon-jodida drzi dvije minute. Zatim se uranjadwugu laboratorijskitasu od 50 ml, u
kojoj je 20 ml fizioloSke otopine, na dvije minutes se nakon toga ispire pod mlazom
fizioloSke otopine. Nakon dekontaminacijéndh jabwica slijedi postupak izoliranja tkiva
roznice.

Oc¢na jabuica se omata i fiksira steriinom gazom u gnijezdpravljeno za potrebe
eksperimenta (valjkasta plasta posudica visine ~5 cm, promjera ~3 cm, napunifasa
steriinom gazom). lzoliranje tkiva roznice vrSi geethodno ¢&iS¢enim oftalmoloskim
kirurSkim priborom (skalpel, Skarice, pinceta) Kgictis¢en etanolom (70%y/V), na radnoj
povrSini koja je ¢iS¢ena etanolom (70%//V). Ekscizija roZnice vrSi se kirurSkim priborom,
pritom zahvaajuéi 2-3 mm bjelodnice. Rozica se prih¢a za rub bjeloénice i stavlja na
ociS¢eno satno stakalce, tako da konveksna strana szZrecdodiruje staklo. Na satnom
stakalcu roznica se prenosi u damp s laminarnim strujanjem zraka gdje se nastaslja

eksperimentom.

3.3. Pohrana roznica u hranjivim medijima CorneaMax® i
CorneaPrepll®

3.3.1. Pohrana roznica u hranjivom mediju CorneaMa®

Na n&in opisan u dijelu 3.2. izolirano je deset rozniRaznice se izoliraju jedna po
jedna, te prenose u i@ s laminarnim strujanjem zraka. Sa satnog staka& podizu s
pincetom koja je joS jednontidéena etanolom (70%//V), te posusSena na zraku. RoZnice se
polazu na plee sa 12 jazica od 10 ml (Corning) u kojima je panb hranjivog medija
CorneaMax® (Eurobio Laboratories). Roznice se polsg na nén da je konveksna strana
roznice okrenuta prema gore te ne dodiruje stijgakiea. CorneaMax® medij je dan ranije
odmrznut icuvan u hladnjaku (4°C), do sat prije postupka, kadabira (Environmental
Shaker- Incubator ES-20/60, Biosan, Latvija) pri°@l Nakon 24 sata u inkubatoru
provjerava se je li CorneaMax® medij s roznicamabisan, odnosno je li dekontaminacija
dobro provedena. Provjera se vrSi vizualnim pregiedukoliko je medij stabilan, ne dolazi
do promjene boje ili opalescencije medija. Nakopnugine provjere, ustanoviljeno je da je

medij stabilan, te se nastavlja s eksperimentopet3oznica nastavlja se postupak mjerenja

10



TEER-a, a preostalih pet roZnica se premjesta wa p&ocu (ploca 2) s jazicama i novim
alikvotom od 5 ml medija CorneaMax®, na istimakoji je opisan prije. Pka 2 secuva u
inkubatoru pri 31°C joS 72 sata. Nakon toga se ponasSi vizualna provjera stabilnosti
medija CorneaMax®, te se s roZnicama koje su wgaia sa stabilnim medijem nastavlja

postupak mjerenja TEER-a nakon 72 sata.

3.3.2. Pohrana roznica u hranjivom mediju CorneaPrplI®

Na n&in opisan u dijelu 3.2. izolirano je Sest rozniBaznice se izoliraju jedna po
jedna, te prenaSaju u dag s laminarnim strujanjem zraka, sa satnog stakpfmdizu se s
pincetom koja je joS jednontidéena etanolom (70%//V), te posusSena na zraku. RoZnice se
polazu na plée s jazicama od 10 ml (Corning) u kojima je po 1Dhranjivog medija
CorneaPrepli® (Eurobio Laboratories). Roznice s@lp&u polazu na nan da je konveksna
strana roznice okrenuta prema gore te ne doditijgmlse jazica. CorneaPrepll® medij je dan
ranije odmrznut €uvan u hladnjaku (4°C), do sat prije postupka, kee€&uva pri sobnoj
temperaturi (20-25°C). Nakon 24 sata pri sobnoj peraturi provjerava se je i
CorneaPrepll® medij s roznicama stabilan, odnognlb glekontaminacija dobro provedena.
Provjera se vrsi vizualnim pregledom; ukoliko jedijestabilan, ne dolazi do promjene boje
ili opalescencije medija. Nakon vizualne provjarstanoviljeno je da je medij stabilan, te se

nastavlja s eksperimentom.

3.4. Odredivanje TEER-a roznica

Barijerna svojstva rozZnice ispitana su mjerenjermngepitelnog elekitmog otpora
(TEER) koristéi vertikalne difuznecelije (NaviCyte vertical chamber, Harvard Apparatus
SAD). Potpuni NaviCyte sustav vertikalnielija sastoji se od samitelija, grijane podloge,
sustava za protok plina (plinskog razvodnika), istaua za prikupljanje podataka
(www.warneronline.com).
Uz poma@ elektroda omogiena su elektrofizioloSka mjerenja membranskog atpor
(www.warneronline.com).
Celije se sastoje od dva dijela koja&usto povezana prstenom koji osigurava da ne dolazi
do propustanja medija koji se koriste u mjerenjiffldva kojima se mjere elektima svojstva
pricvr&uju se izmdu dviju polovicacelije, koje se ponaSaju kao donorski i receptorski
odjeljak. Difuzijska povrsina tkiva, odnosno rozmia ovom mjerenju, iznosi 0,64 cm?2. Kao
donorski i receptorski medij koriSteno je po 3 nRB-a. Kod mjerenja TEER-a roznica koje
su ¢uvane u CorneaMax® mediju, KRB je termostatiran3&iC, a kod mjerenja TEER-a
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roznica koje skuvane u CorneaPrepll® mediju, KRB je termostatpar84°C. Sustavelija
termostatiran je grigm blokom koji se spaja na cirkuliraju vodenu kupelj (ED Julabo,
Njemaka); u sléaju mjerenja na roznicamé&uvanim u CorneaMax® mediju, sustav je
termostatiran pri 31°C, a u shju mjerenja na roznicantavanim u CorneaPreplil® mediju,
sustav je termostatiran na 34°C. Roznice su pmstgvljanja nacelije isprane KRB-om.
Roznice koje swuvane 24 sata u CorneaMax® mediju su blago izb@bienije bilo
poteSk@a pri prevr&ivanju na celije. Maiutim, roznice koje sucuvane 96 sati u
CorneaMax® mediju, jako su izbubrile te im se p@la debljina, ¢éak dvostruko od
uobicajene debljine roznice. 1z tog razloga je bilo g&t®a pri privrséivanju roznica na
¢elije i mjerenja TEER-a.

TEER izoliranih roznica izmjeren je koristeuredaj koji mjeri transepitelnu razliku
napona (Epithelial Voltage Clamp EC-825A, Warnestinments, SAD). Otpor je izmjeren
pomaiu Ag/AgCl elektroda s KCI (Harvard Apparatus, SADjonjenih u receptorski i
donorski medij. Epitel roznica fiksiranih éelijama usmjeren je prema donorskom odjeljku.
Elektrode koje mjere jakost struje postavljene tsuj& mogude dalje od roznica kako bi se
osigurala ujedngena gustéa struje kroz roznice. Elektrode koje mjere napostavijene su
Sto je mogue blize roZnicama jer se na tajcmasmanjuje utjecaj otpora medija, koji moze
utjecati na preciznost instrumenata ukoliko jekzeli

TEER je izré&unat koriStenjem sljede jednadzbe:

TEER = [R —R(0)] x 0,64 cm?
gdje je TEER @ x cm?) transepitelni elektmi otpor, R £2) izmjereni otpor, R(0)<) otpor
praznecelije, a 0,64 cm? difuzijska povrSina roznice. Qtpoaznecelije mjeri se s istim

volumenom KRB-a u oba odjeljka, bez postavljenjnice.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Procjena barijernih svojstava roznica odrdivanjem TEER

vrijednosti

Transepitelni elektthi otpor (TEER) sluzi kao pokazatelj barijernih mtava epitela
(Pept i sur., 2012) i duvanosti¢vrstih veza izméu stanica. Barijerna svojstva epitela su u
reciprainom odnosu sa vrijednosti TEER, odnosno, Sto jéawaijednost TEER, to su
barijerna svojstva epitel&ovanija.

SvjeZe roznice nabavljane su jednom tjedno iz ktagrkao otpad pri preradi mesa. Svaki
tiedan nije bilo mogée nabaviti isti broj roznica, zbog ograenosti kapaciteta klaonice.
Takader, iako je osoblje klaonice upoznato sa ciliemimastrazivanja, nije mogie
kontrolirati n&in inokulacije, te bi neke od¢aih jabwica otpale iz daljnjeg eksperimenta
zbog vidljivih oStéenja na povrsini roznice, sto moze biti posljedieadekvatne inokulacije
ili zbog oStéenja prilikom transporta do laboratorija.

Neovisno o odvojenim amim jabwicama, odnosno roznicama koje su prosSle vizualnu
kontrolu, a koje su nhamjenjene za pohranu u hramjimedijima, prije svakog eksperimenta
odvojeno je 12 énih jabwica, odnosno svjezih roznica kojima se mjeri TEE®) sluzi kao
kontrola u daljnjem eksperimentu.

TEER svjezih roznica mjeren je dva puta; prije ppka pohrane roznica u
CorneaPrepll® mediju, i prije postupka pohrane urn@aMax® mediju, te sluzi kao
kontrolna skupina radi usporedbe rezultata mjerergon pohrane roznica u medijima.
Mijerenje svjezih roznica provedeno je prije pohrar@a medija zbog bioloske varijabilnosti
tkiva koje se dobiva na tjednoj bazi i Sto dosljgdmezultata mjerenja.

U tablici 1. i 2. prikazani su rezultati mjerenj&HR-a svjezih roznica. Mjerenje je
provedeno odmah nakon ekscizije, te 30 i 60 mimateon postavljanja néelije. Za svako
vrijeme mjerenja izrunate su srednje vrijednosti TEER-a uz standardiijatiju. TEER
svih roznica izréaunat je prema jednadzbi /1/. 1z&ke vrijednosti TEER-a svjeZzih roznica iz
skupine roznica koje su dobivene iz klaonice na gahrane roznica u CorneaPrepll®
mediju, vidljiva je bioloSka varijabilnost uzorka.

Otpor praznéielije je takaler varijabla koju treba uzeti u obzir. Pri mjereAjgER-a
svjezih roznica koje su dobivene na dan pohraneicazu CorneaPrepli® mediju, otpor
praznecelije iznosio je 110Q, a pri mjerenju svjezih roznica na dan pohranenioaZ u

CorneaMax® mediju, otpor prazkelije iznosio je 107.
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Tablica 1. Vrijednosti TEER-a svjezih roznica, dobivenih na ¢g@hrane roznica u
CorneaPrepll® mediju

t=0 t=30 min t =60 min
RozZnica br. R(Q) TEER(Qcm?) R(Q) TEER(Qcm?) R(Q) TEER(Qcm?)
1 1200 697,6 1242 724,48 1275 758,40
2 1563 929,92 1620 966,40 1681 1005,44
3 1622 967,68 1625 969,60 855 496,00
4 775 425,60 814 450,56 1640 979,20
5 916 515,84 950 537,60 966 547,84
6 746 407,04 772 423,68 815 451,20
7 1924 1160,96 2200 1337,60 2300 1401,6
8 2100 1273,60 2200 1337,60 813 449,92
9 888 497,92 883 495,72 915 515,2
10 779 428,16 894 501,76 1005 572,8
11 792 436,48 803 442,88 2300 1401,60
12 1738 1070,72 1883 1134,72 2100 1273,60
n=12 734,29+325,93 776,80+355,22 821,07+375,60

Tablica 2. Vrijednosti TEER-a svjezih roznica, dobivenih na ¢gehrane rozZnica u

CorneaMax® mediju

t=0 t=15min t =30 min
RozZnica br. R(Q) TEER(Qcm?) R(Q) TEER(Qcm?) R(Q) TEER(Qcm?)

1 1470 874,88 1478 877,44 1550 923,52
2 930 526,72 916 517,76 978 557,44
3 986 562,56 995 568,32 1050 603,52
4 1105 638,72 1086 626,56 1090 629,12
5 1118 647,04 1157 672,00 1250 731,52
6 1080 622,72 1137 659,2 1220 712,32
7 1111 642,56 1060 609,92 1024 586,88
8 1895 1144,32 1920 1160,32 1990 1205,12
9 1017 582,40 987 563,20 994 567,68
10 1168 679,04 1120 648,32 1110 641,92
11 1260 737,92 1305 766,72 1345 792,32
12 970 553,32 988 563,84 1086 626,56

n=12 684,27 £ 686,13 714,83 £
169,61 178,87 187,29
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4.2. Utjecaj pohrane roznica u mediju CorneaPrepli® na larijerna

svostva roznica

U CorneaPrepll® mediju pohranjeno je 6 roznicanaion 24 sat&uvanja i vizualne
kontrole stabilnosti medija, za svih 6 roznica deaituje TEER vrijednost.

TEER roznicacuvanih u CorneaPrepll® mediju mjeren je odmah nakostavljanja
roznica n&elije i nakon 15, 30, 60 i 90 minuta. Svi rezultajerenja prikazani su u tablici 3.
i tablici 4., a za svako vrijeme mjerenja navedeme srednje vrijednosti TEER-a uz
standardnu devijaciju. TEER svih roznica &mat je prema jednadzbi /1/. Otpor prazne
¢elije prilikom ovog mjerenja iznosio je 1@Y.

Tablica 3. Vrijednosti TEER-a roznicauvanih u CorneaPrepll® mediju tijekom 24 sata

t=0 t =15 min t =30 min
RozZnica br. R(Q) TEER(Qcm?) R(Q) TEER(Qcm?) R(Q) TEER(Qcm?)

1 1915 1157,12 1502 892,80 1467 870,40

2 1922 1161,6 1850 1115,52 1714 1028,48

3 1410 833,92 1480 878,72 1268 743,04

4 1462 867,20 1630 974,72 1120 648,32

5 855 478,72 836 466,56 686 370,56

6 1380 814,72 1260 737,92 1160 673,92

N 885,55 + 844,37 722,45 +
n=6 254,36 222,76 222,55

Tablica 4. Vrijednosti TEER-a roznicéuvanih u CorneaPreplI® mediju 24 sata

t =60 min t =90 min
RozZnica br. R(Q) TEER(Qcm?) R(Q) TEER(Qcm?)
1 1270 744,32 1200 699,52
2 1477 876,80 1512 899,84
3 1206 703,36 1007 576,00
4 1041 597,76 958 544,64
5 663 355,84 528 269,44
6 1169 679,68 1250 731,52
n=6 659,63 £ 174,79 620,16 £ 213,34

Uz poma izmjerenih vrijednosti TEER-a, procjenjuje se aggpohrane roznica u
mediju na barijerna svojstva roznica. Kao kontrhtaiste se vrijednosti TEER-a svjezih
roznica, izmjerenog na dan pohrane roznica u Cémregdl® mediju.

Iz dobivenih rezultata mjerenja vidljiv je povaljautjecaj pohrane roznica u

CorneaPrepll® mediju na barijerna svojstva rozna@nosno opazeno je da su vrijednosti
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TEER-a viSe od vrijednosti TEER-a svjezih roznida se moZe objasniti pojavom da
epitelna oStéenja koja su prisutna prije pohrane u medijimaaaranu u kulturi tkiva, mogu,
do neke mjere, zacijeliti tijekom prva tri datiavanja (Haug i sur., 2013).

4.3. Utjecaj pohrane roznica u mediju CorneaMax® na barjerna

svojstva roznica

U CorneaMax® mediju pohranjeno je 10 roznica, te@leon 24 satduvanja i vizualne
kontrole stabilnosti medija, za 5 roznica se ddje TEER vrijednost, dok je preostalih 5
roznica preb&no u novi alikvot medija Euvano jos 96 sati. Nakon 96 sati i vizualne
provjere stabilnosti medija, 2 roznice su otthee iz eksperimenta jer je doslo do promjene
boje i bistrine medija, a s preostale 3 roznic&rsée u postupak mjerenja TEER-a. Rezultati
mjerenja joS jedne roznice su odeai jer sucelije propustale medij i rezultati nisu bili
dosljedni.

TEER roZnicac¢uvanih u CorneaMax® mediju mjeren je odmah nakostgujanja
roznica nacelije i nakon 15, 30, 60 i 90 minuta. Rezultati rejga TEER-a roznicéuvanih
24 sata prikazani su u tablici 5. i tablici 6. eaultati mjerenja TEER-a nak@avanja roznica
120 sati u CorneaMax® mediju prikazani su u talflicitablici 8. Za svako vrijeme mjerenja
navedene su srednje vrijednosti TEER-a uz standadhvijaciju. TEER svih roznica
izracunat je prema jednadzbi /1/. Otpor prazieije prilikom mjerenja TEER-a roznica
cuvanih 24 sata iznosio je 1@2 a prilikom mjerenja roznic&uvanih 120 sati iznosio je 113
Q.

Uz pomda izmjerenih vrijednosti TEER-a, procjenjuje se aggpohrane roznica u mediju
na barijerna svojstva roznica. Kao kontrola koris¢éevrijednosti TEER-a svjezih roznica,
izmjerenog na dan pohrane roznica u CorneaMax®jmedi

Tablica 5. Vrijednosti TEER-a roznicéuvanih u CorneaMax® mediju 24 sata

t=0 t =15 min t=30min
RozZnica br. R(Q) TEER(Qcm?) R(Q) TEER(Qcm?) R(Q) TEER(Qcm?)
1 1900 1150,72 2100 1278,72 2500 1534,72
2 380 117,92 470 235,52 455 225,92
3 1530 913,92 1245 731,52 1280 753,92
4 1500 894,72 1050 606,72 1200 702,72
5 1520 907,52 1450 862,72 1600 958,72
n=5 808,96 + 743,04 + 835,20 +
368,48 379,99 474,33
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Tablica 6. Vrijednosti TEER-a roznicéuvanih u CorneaMax® mediju 24 sata

t =60 min t =90 min
RozZnica br. R(Q) TEER(Qcm?) R(Q) TEER(Qcm?)
1 2800 1726,72 2700 1662,72
2 1400 830,73 640 344,32
3 1288 759,04 1138 663,04
4 1380 817,92 1390 824,32
5 1660 997,12 1620 971,52
n=5 1026,30 £ 401,42 893,18 + 489,20

Roznice koje suc¢uvane u CorneaMax® mediju 24 sata, blago su izlaybii
vizualnom procjenom se opaza zamnje. Razlog tome moze biti Sto u ovom mediju nema
dekstrana niti kojeg drugog sredstva za odbubrejgm stoma roznice bubri, a posljgdi se
gubi providnost roznice. Bez obzira na to, vrijesind EER-a ovih roznica viSe su od TEER-
a roznica kontrolne skupine, Sto Znda su barijerna svojstva roznice nakon 24 sakhagme
u ovom mediju duvana.

Tablica 7. Vrijednosti TEER-a roznicéuvanih u CorneaMax® mediju 120 sati

t=0 t =15 min t =30 min
RozZnica br R(Q) TEER(Qcm?) R(Q) TEER(Qcm?) R(Q) TEER(Qcm?)
1 95 580 30
2 218 67,20 120 4,48 207 60,16
3 443 211,20 495 244,48 509 253,44
n=2 139,20 + 124,48 + 156,80
101,82 169,71 136,67

Tablica 8. Vrijednosti TEER-a roznicéuvanih u CorneaMax® mediju 120 sati

t =60 min t =90 min
Roznica br. R(Q) TEER(Qcm?) R(Q) TEER(Qcm?)
1
2 245 84,48 245 84,48
3 453 217,60 525 263,68
n=2 151,04 + 94,19 174,08 + 126,71

RozZnice koje swuvane u CorneaMax® mediju 120 sati jako su nabelbéihk
dvostruko od svoje uotmjene debljine, te su tafter izgubile providnost. TEER takvih
roznica drastino je smanjen u usporedbi s TEER vrijednostimaredme skupine, Sto zia
da nakon pohrane roznica u CorneaMax® mediju, draid svojstva roznice niswwana,

odnosno da nisucavanecvrste veze izméu stnica epitela.
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Kod pohrane roznica u medijima iz Cornea linijgedeci korak bi bio premjeStanje
roznica u medij za odbubrivanje, no zbog ogfanosti laboratorija, u ovom eksperimentu to
nije moglo biti provedeno. Stoga nije ispitano kaioodbubrivanje roznica utjecalo na

barijerna svojstva.
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. ZAKLJU CcClI

* Tansepitelni elekttni otpor (TEER) praktini je pokazatelj barijernih svojstava
animalne roznice igqvanosti integritetévrstih veza izméu stanica epitela.

* Pohranom animalnih roznica u CorneaPrepll® medgpahranu u kulturi tkiva
tijekom 24 sata, barijerna svojstva animalnih rodrostaju éuvana.

* Pohranom animalnih roznica u CorneaMax® mediju ahrgnu u kulturi tkiva
tijekom 120 sati, barijerna svojstva roznice seemjgju u ovisnosti o vremenu.
Nakon 24 satg@uvanja u mediju barijerna svojstva roznice nisa lpihruSena, dok
nakon 120 sati u mediju dolazi do naruSavanja daily svojstava roznice i
integritetacvrstih veza izméu stanica epitela.

» Za cjelovitije razumjevanje utjecajguvanja animalnih roznica u medijima iz
Cornea linije na barijerna svojstva animalnih roanipotrebno je provesti daljnja

ispitivanja.
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7. SAZETAK

S obzirom da je epitel roznice glavna barijera gmijsu djelatnih tvari preko roZznice,

ocuvanje epitela roznice vazno je za présoje uspjesSnilex vivoispitivanja permeabilnosti.

U ovom diplomskom radu ispitan je utjecaj pohramemalne roznice u komercijalno
dostupnim medijima za transport i pohranu roZnigadfuvanje barijernih svojstava roznice.
Barijerna svojstva roznica procijenjena su ddranjem transepitelnog elekiriog otpora.
Transepitelni elekténi otpor izoliranih animalnih roznica odien je u vertikalnim protmim

difuzijskim ¢elijama.

Pohranom roznica u CorneaPrepll® mediju tijekonmsdth, barijerna svojstva roznica ostaju
o¢uvana. Pohranom roznica u CorneaMax® mediju tijekb?® sati, barijerna svojstva
roznica se mijenjaju u ovisnosti o vremenu; nakdrs&atuvanja u mediju barijerna svojstva
roznice nisu bila naruSena, dok nakon 120 sati dijmelolazi do naruSavanja barijernih

svojstava roznice.
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SUMMARY

Given that the corneal epithelium is the main learto the transfer of the active substances

through the cornea, preservation of the epithetinmiportant to conduex vivopermeability
tests.

The aim of this diploma thesis was to examine fifieceof the storage of animal cornea in
commercially available mediums for transport anotegle on the barrier properties of the
cornea. Barrier properties of the cornea were eséichby measuring transepithelial electric
resistance. Transepithelial electric resistancds te$ the isolated animal corneas were

performed in vertical difusion cells, using epithEVoltage clamp.

By storing the corneas in the CorneaPrepll® medoin24 hours, the barrier properties of
the corneas remain preserved. By storing the cermethe CorneaMax® medium for 120
hours, the barrier properties change dependingeofiine of storage; after 24 hours of storage
in the medium, the barrier properties of the cosrmeanain preserved, while after 120 hours of

storage barrier properties were disrupted.
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