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Giris
Santral sinir sistemi (SSS) tizerine etkili ilaclarin gelistirilmesinde engel

teskil eden en 6nemli faktor, kan dolasimindaki zararli maddelerin beyine
girisini 6nleyen fizyolojik bir bariyer olan kan-beyin engelidir (KBE).

Norodejeneratif hastaliklar ve kanserin tedavisinde kullanilan etkin mad-
delerle, bu hastaliklarin teshis ve tedavisinde énemli bir yere sahip olan go-
runtileme tekniklerinin etkili bir bicimde kullanilabilmesi icin KBE'yi gece-
cek ozel sistemlere ihtiya¢c duyulmaktadir.

Beyine ila¢ tasinmasimda kullanilan stratejiler invazif ve noninvazif
yontemler olmak tizere iki grupta toplanabilir. Invazif yéntemlerin beyin
tizerindeki potansiyel toksik etkileri ve hasta uyuncu agisindan sorun teskil
etmeleri, son yillarda yapilan arastirmalarin noninvazif yéntemler tizerinde
yogunlasmasina neden olmaktadir. Kolloidal tasiyic1 sistemler, SSS hastalik-
larinda kullanilan, var olan ve yeni gelistirilen molektillerin beyindeki hedef-
lerine tasinmasmda umut vaat eden yollardan biridir. Bu derleme, mevcut
problemlerin ortadan kaldirilmasi i¢in gelistirilen ve beyine ila¢ hedeflendirme-
de kullanilan nanopartikiiler sistemlerin, bu sistemlerin hedeflendirilmesinde
kullanilan yaklasimlarin ve uygulamalarin gézden gecirilmesi niteligindedir.

Beyine ila¢ hedeflendirme stratejileri olarak kullanilan yontemlerin, farkh
ozelliklere sahip ila¢ molekitllerine basarili bir sekilde uygulanabilmesi icin
tasiyict sistemlere ihtiya¢c duyulmaktadir.

Beyine aktif olarak hedeflendirmede lipozomlar, polimerik miseller, poli-
merik ve lipid nanopartikiiller nanotasiyici sistemler olarak kullanilmakta-
dir!. Bu sistemlerden en cok kullanilanlar lipozomlar ve nanopartiktillerdir?.
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Nano boyuttaki ilaclar, genel olarak 500 nm’den kuictuik ilac tasiyici sis-
temler olarak tamimlanmaktadir. Bu sistemlerin gelistirilmesinde temel
amag, medikal ve farmasoétik acilardan iyilestirilmis yaklasimlarla, dusuk
biyoyararlanim ve istenmeyen farmakokinetik 6zelliklere ¢6ztim getirmektir3.

Kolloidal sistemlerin kullanilma nedenleri; istenen hticre ve dokuya spe-
sifik olarak ila¢ tasinmasim artirmak, biyolojik membranlardan ila¢ gecisi-
ni artirarak bu molekiillerin biyoyararlanimlarimn iyilesmesini saglamak ve
ila¢ molekillerini enzim aktivitesinden korumak olarak siralanabilir. Ayri-
ca kolloidal sistemler, molekuiltin fizikokimyasal 6zelliklerini maskeleyerek
KBE’den gecisini kolaylastirmaktadir?.

Sistemik olarak uygulanacak kolloidal sistemlerin sahip olmasi gereken
temel ozellikler?;

e Biyolojik olarak parcalanabilir olmasz,
e Biyolojik olarak uyumlu olmasi,
¢ Immiinojenik olmamasi,

e Kanda uygun fiziksel dayanmiklilia sahip olmasi olarak 6zetlenebilir.

Lipozomlar

Lipozomlar, fosfolipid membran tarafindan tamamen cevrilmis sulu bir
icerife sahip tasiyic1 sistemler olarak tanimlanmaktadir. Lipozomlar, far-
masotik alanda geleneksel olarak duistik ¢éztinurltikteki ila¢ molektillerinin
oral ve parenteral uygulamalarina olanak saglamaktadir. Hazirlanan lipo-
zomlarin sistemik dolasimda kalma strelerini uzatmak amaciyla ytizeyleri
polietilen glikol (PEG) ile modifiye edilmektedir?. PEGile lipozomlarin siste-
mik plazma klerenslerinin konvansiyonel lipozomlara gére 200 kat dustik
oldugu gozlenmistir'.

Lipozomlar, molekulleri degredasyondan koruma, etki boélgesine hedeflen-
dirme, yan etki ve toksisiteyi azaltma gibi avantajlar1 nedeniyle tercih edil-
mektedir. Ancak duistik ytikleme kapasiteleri, kan bilesenlerinin varhiginda
suda ¢6ztinen ila¢ molektillerinin yapidan sizmasi ve dustk fiziksel stabilite
gibi 6zellikleri nedeniyle uygulamalar: sinmirhdir®.

MAb’lerle konjuge edilerek uygulanan ve immiinolipozom olarak adlandi-
rilan sistemler de ila¢ hedeflendirmede kullanilan stratejilerdendir’.
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Nanopartiktiller

Nanopartikiiler, 10-1000 nm arasinda degisen biiytikliklerde partiktler
dispersiyonlar ya da kati partikiiler olarak tamimlanmaktadir. ila¢ hedeflen-
dirmede tercih edilen sistemler genellikle 50-300 nm arasindaki boyutlarda-
dir®. Etkin maddeler nanopartikiiltin matriksinde ¢6ziinmtis, nanopartiktile
hapsedilmis ya da nanopartikiil ytizeyine baglanmis sekillerde bulunabilir®.

Nano boyuttaki materyaller genellikle aym ozellikteki btiytik molektil-
lerden daha farklh fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklere sahiptir. Bu
ozellikler, degistirilmis manyetik, elektriksel ve optik o6zellikler, artirilmis
yapisal butinlik ya da degistirilmis kimyasal ve biyolojik aktivitedir. Bu
sebeple nanopartiktiler sistemler, degisik tipte ila¢ molekullerinin fiziksel
acidan degistirilmesi ve farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerinin iyi-
lestirilmesi acisindan kullanilan yaklasimlardandir. Bu sistemler, in vivo or-
tamda sistemik dolasimda ila¢ molekuillerini korumak, secilmis bolgelere ilac
hedeflendirmek ve etkin maddenin etki yerinde kontrollii ve uzatilms hizda
saliverilmesini saglamak amaciyla kullanilmaktadir.

Polimerik nanopartikiiller, dogal veya sentetik polimerlerle hazirlanabi-
lirler.

Matriks maddesi se¢iminde;
¢ Elde edilmek istenen partikiil btiytiklig,
e [lacin fizikokimyasal ézellikleri (stabilite ve suda ¢oziintirlik gibi)
e Yuzey ozellikleri (yuk ve gecirgenlik gibi)
e Biyoparcalanabilirlik, biyouyumluluk ve toksisite derecesi
e Istenen salim profili

e Son trtnin antijenik 6zellikleri dikkate alinmasi gereken paramet-
relerdir®.

Nanopartikiil hazirlamada en ¢ok tercih edilen polimerler polibtitilsiyano-
akrilat (PBCA), polilaktik asit (PLA) ve poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)dir ©.

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda en ¢ok kullanilan yéntemler ise;

e Polimer yapilarnin dispersiyonu (emiilsiyon-c¢oziici buharlastirma,
emulsiyon-diftizyon vb. yéntemler),

e Monomerlerin polimerizasyonu,

e Hidrofilik polimerlerin iyonik jelasyonu ya da koaservasyonu olarak
sayilabilir®.
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Nanopartikiillerin ila¢ tasiyici sistemler olarak kullanilmasinin avantajla-
1 asagidaki asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1. Nanopartikiillerin partikiil btiytklikleri ve ytzey 6zellikleri kolayca
degistirilerek, parenteral uygulama sonrasi, etki bolgesine pasif veya
aktif olarak hedeflendirilmeleri saglanabilir.

2. llaglarin organlara dagilimi ve klerensleri, tasinmalar1 ve hedef or-
ganlarda birikme dtizeyleri degistirilerek kontrol altina alimip uzatila-
bilir. Boylece ilacin terapétik etkinligi artirthp yan etkileri azaltilabil-
ir. Duistik dozlarda da etkili tedavi saglanabilir.

3. Matriks maddelerin secimine gére kontrollii salim saglamp, par-
tiktillerin degredasyon karakteristikleri degistirilebilir. Etkin mad-
deler kimyasal reaksiyon olmaksizin sistemlere ytiklenebildiginden
aktivite korunmus olur.

4. Nanopartikiilerin ytzeyine ligandlar baglanarak ya da manyetik
cekim saglanarak ila¢ hedeflendirmesi yapilabilir.

5. Bu sistemler oral, nasal, paranteral, intra-okiler vb. degisik yol-
lardan uygulanabilmektedir.

Genel olarak nanopartikiller ktictik boyutlarnn ve bagil hareketlilikleri
sayesinde mikropartikiillere oranla daha ytiksek htiicre icine alim ve daha
genis biyolojik hedeflendirme 6zelliklerine sahiptirler®.

Intravenéz uygulama sonrasi nanopartikiiller, kandan retikiilo endotelyal
sistem (RES) tarafindan hizla uzaklastirilir. Bu nanopartikuller 6zellikle kara-
ciger (%60-90) ve dalakta (%2-10), bir miktar da kemik iliginde toplanmakta-
dir. Bu sebeple nanopartiktllerin ytizey 6zelikleri PEG ve farkh stirfaktanlarla
degistirilerek etkin maddelerin beyine hedeflendirilmeleri saglanabilmektedir’.

Stirfaktan kapli nanopartikiilerle ilgili calismalarda en ¢ok tizerinde du-
rulan sistemler polisorbat 80 (Tween 80) kaplh nanopartikiiler sistemlerdir.
Ancak farklh arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda KBE'yi gectigi
gosterilen bu sistemlerin tasinma mekanizmasi hentiz tam olarak aydinlati-
lamamistir. Farkli mekanizmalar ortaya atilmis olsa da pek c¢ok calisma ta-
sinmanin endositozla gerceklestigi tizerinde birlesmektedir. Tween 80 kaplh
nanopartikiillerin kan dolasimindaki apolipoprotein E/B molektllerini yti-
zeye cektigi ve boylece diistik dansiteli lipoprotein (LDL) molekiillerini taklit
ederek beyin kapillerlerindeki endotel tabakasinda bulunan tasiyici sistem
araciligtyla reseptor aracili endositoza ugradigl distntlmektedir. Ancak
Tween 80 kullanilan ¢alismalarda polimer olarak PBCA kullanilmasi, biyo-
degredasyon sonrasi toksik oldugu diistintilen bilesikler olusmasi nedeniyle
tartisilan bir konudur 89,
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Nanopartiktiler Sistemlerin Beyine Hedeflendirilmesinde
Kullanilan Teknolojiler

Truva At1 (Molecular Trojan Horse -MTH) Teknolojisi

Reseptor aracili tasiyict (RAT) sistemlerinin kesfi, bu reseptorlere hedef-
lendirilmek tizere hazirlanan Truva At1 / Molecular Trojan Horse (MTH) tek-
nolojisiyle (sekil 10) buytik molektilli ilaclarin tasimmasina olanak saglamis-
tir. Rekombinant proteinler, monoklonal antikorlar, antisens ilaclar, siRNA
ve nonviral gen ilaclar bu teknolojinin uygulanabildigi biyoteknoloji tirtini
ila¢ molekiillerine 6rnek olarak verilebilir'°.

Peptid yapida molekiiller, endojen peptidler ve reseptore spesifik peptido-
mimetik monoklonal antikorlar; nanopartikiiller, lipozomlar ve beyine hedef-
lendirilmek istenen molektiller icin MTH goérevi gorerek KBE'yi gecebilecek
sistemler elde edilmesine olanak saglamaktadir!!!2.

Reseptore spesifik MAb kullanilan MTH teknolojileri tiire o6zgtidur.
Sicanlarda beyine ila¢ hedeflendirme, sican TfR’sine 6zgti OX26 murin MAb
ile saglanirken, OX26 MADb farelerde aktif degildir. Bu sebeple farelerde be-
yine hedeflendirme calismalari, fare TfR’si icin sican 8D3 MADb’si ile gercek-
lestirilmektedir!s.

Lee ve ark.!* yaptiklan calismada ti¢ farkli MAb (OX26, 8D3, R17) kul-
lanarak, farede beyine ila¢ hedeflendirilmesinde MAb’lerin spesifik etkileri-
ni arastirmislardir. Calisma sonucunda sican TfR’sine hedeflendirilen fare
0X26 MAb’sinin in vivo olarak fare beynine gecemedigi gortilmustiir. Fare
TfR’sine hedeflendirilen 8D3 ve R17 sican MAb’lerinin ise etkili olarak beyine
tasindigl tespit edilmistir. Ancak 8D3 ve R17'nin organ segicilikleri birbirin-
den farkhdir. 8D3 karaciger ve dalak tarafindan da alinmasina ragmen, R17
bu organlar tarafindan alinmayarak fare beynine spesifik olarak tasinmak-
tadir!4.

Biyoteknolojik yontemlerle tasarlanmis TfRMAb insanda KBE'yi gecebil-
mek icin kullanilabilir. Ancak bilinen en etkili MTH insan instilin reseptorii-
ne hedeflendirilen MAb kullanilarak hazirlanmaktadir. Insan instilin resep-
tértine (HIR) uygun murin monoklonal antikoru, Rhesus cinsi maymunda
da etkilidir. Ancak murin HIRMAb’si immiinolojik reaksiyonlar sebebiyle
insanda direkt olarak kullamilamadigindan simerik ve insana uygulanabi-
lir formda HIRMAD tiretimi icin biyoteknolojik yontemler kullanilmaktadir!2.
Turlere 6zgli mAb ve reseptor arasi bu etkilesimler nedeniyle klinik éncesi
calismalar ve insan tizerinde yapilacak calismalarda iki farkli MTH kullanil-
masi gerekmektedir!®.
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Kemirgenlerde MTH olarak TfRMAb'nin tercih edilmesinin nedeni, fare
ve sicanlarda ila¢ tasinmasinda MTH olarak kullanilabilecek, instilin resep-
tértine spesifik, bilinen bir MAb bulunmamasidir?2.Sican TfR’sine spesifik
0X26 murin MAb’si, ila¢ hedeflendirme stratejisi olarak en ¢ok kullanilan
simerik peptidlerden biridir!. OX26, transferrin reseptorii tizerinde bulunan
ve transferrinin baglandig1 bolgeden farkl olan ekstraseliiler bir bolgeden
baglanmaktadir. Bu sebeple MAb’'nin baglanmasi, endojen transferrinle her-
hangi bir girisime neden olmamaktadir?®.

Aktas ve ark.'® fare TfR’sine (CD71) spesifik MAb ile konjuge edilmis, kas-
paz inhibitéria N-benziloksikarbonil-Asp(OMe)-Glu(OMe)-Val-Asp(OMe)-flu-
orometil keton (Z-DEVD-FMK) tasiyan kitosan-PEG nanopartikillerinin
beyine hedeflendirilmesi tizerinde calismistir (sekil 1). Z-DEVD-FMK, tek ba-
sina KBE'yi gecemediginden, serebral iskemi sonrasi gortilen noéronal hiicre
oliimlerini engellemekte yetersiz kalmaktadir. Istenilen nérolojik korumanin
saglanabilmesi i¢in tasiyici bir sisteme ihtiyac duyulmustur. Avidin-biyotin
teknolojisi kullanilarak elde edilen, PEG ile konjuge edilmis kitosan nano-
partikullerinin gelistirilip, sistemin spesifik MAb ile TfR'ye hedeflendirilme-
si sayesinde, i.v. uygulama sonrasi beynin intravasktiler kompartmaninda
onemli miktarda nanopartikiil tespit edilmistir 1718,
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Sekil 1
Beyine hedeflendirme i¢in gelistirilmis monoklonal antikor bagh kitosan-PEG
nanopartikiillerinin sematik gosterimi'”.
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Karatas ve ark.!® norolojik koruma saglayan bir kaspaz-3 inhibitérti olan
Z-DVD-FMK tasiyan, PEGile kitosan nanokureleri hazirlayarak sistemin
KBE’den gectigini gostermislerdir. Nanoktireler serebral damar aginda bu-
lunan tip I TfR'ye spesifik MAb’lerle beyine hedeflendirilmis olup, sistemin
karaciger ve dalak tarafindan olctlebilir diizeylerde alinmadan beyine gec-
tigi intravitrial mikroskobiyle tespit edilmistir. Tip 1 TfR’ler beyin kapiller
endotelinde fazla miktarda bulundugundan, nanoktireler RAT sistemi yardi-
muyla transitoza ugrayarak KBE'yi gecmektedir (sekil 3). Ayrica PEGile kito-
san nanoktrelere, tip 1 TfR'ye spesifik MAb’lerin avidin-biyotin képristyle
baglandif sistem katyonik 6zellikte oldugundan, negatif ytikli beyin endotel
htuicreleriyle daha kolay etkilesime girmektedir!s.

Kan-Beyin Engeli

VIPa

@ VIPa

Beyin Kan

Sekil 2
Beyine ila¢ hedeflendirmede vektor olarak kullanilan avidine baglh TfRMAD ile TfR arasindaki
konjugasyonun sematik gosterimi’e.
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Sekil 3
A. Nanopartiktillerin sistemik uygulamay takiben beyin parenkimasima tasinmasi gortilmekte olup
nanopartikiillerin enjeksiyonu takip eden 3 saat i¢inde beyinde gortintiilenen floresans degisimini
gostermektedir. Iki dagiim arasindaki fark parenkimada bulunan nanokiirelerin neden oldugu
floresans degisimi olup zamana bagh olarak nanktirelerin beyine gecisini temsil etmektedir.

B. Beyin parenkimasimdaki nil kirmizis1 konsantrasyonu beyin homojenizatlarinda yapilan
549 nm’deki spektrofotometrik 6l¢timlerin sonucunda elde edilmistir. Sadece doku zemin
girisimini belirten yatay kirmizi ¢izginin tizerindeki degerler dikkate alinmistir (p<0.05)

C. Enjeksiyondan 1 saat sonra elde edilen beyin kesitlerine yapilan floresan mikroskopisi
analizleri. Yapilan analizler sonucunda nanopartikiillerin beyin parenkimasina gecisi
gosterilmistir 18.

MAD temelli MTH teknolojileri btiytik molekitillti ilaglarin KBE'yi gecmesini
saglamanin yani sira molektiliin plazma farmakokinetik 6zelliklerini de iyi-
lestirmektedir. [la¢c molektiliiniin MAb temelli MTH yardimiyla uygulanmasi
AUC degerinde artmayla sonuc¢lanmaktadir.
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KBE MTH’leri buiytik molekiillii ilaglarin tasinmasinda 3 farkh teknolojiyle
(sekil 4) uygulanmaktadir!®:

Fuzyon Protein (FP) Teknolojisi: Rekombinant proteinler, monoklonal an-
tikor temelli terapétiklerin tasinmasinda kullanilmaktadir.

Avidin-Biyotin (AB) Teknolojisi: Oligopeptid, siRNA ve antisens ajanlarin
hedeflendirilmesinde kullamilmaktadir. MTH ve avidinden olusan bir flizyon
protein, etkin maddenin monobiyotinlenmesine paralel olarak elde edilmek-
tedir.

Truva Ati Lipozom /Trojan Horse Liposom (THL) Teknolojisi: Non-viral
plazmid DNA molekiilleri KBE’yi gecebilmek icin MTH ile konjuge lipozom-
larla formrtile edilmektedir.

Rekombinant proteinler, monoklonal antikorlar

Fuzyon
Protein
Teknolojisi

" RAT
/ Molekiiler\

Truva At

Avidin-Bioti

Teknolojisi
Ng:—:ral Antisens
Tedavisi, siRNAI
shRNAI

Sekil 4
RAT Molektler Truva At1 teknolojileri. MTH’ler beyine tasinmasi planlanan etkin maddelerin
ozelliklerine gore 3 gruba ayrilmaktadir. Rekombinant proteinler ve monoklonal antikorlar
flzyon protein teknolojisiyle beyine tasinmaktadir. Peptidler, antisens ve siRNA molekulleri,
molektliin monobiyotinlenmesine paralel olarak avidin ve Truva atinin birlesmesiyle olusan
flizyon proteinlerin formule edildigi avidin-biyotin teknolojisiyle tasinmaktadir. Plazmid
DNA’lar ise Truva at1 lipozom teknolojisiyle KBE'yi gecmektedir!®.
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Katyonik tasima peptidleri de terapétik etkiye sahip proteinlerin memb-
ranlardan gegislerini artirmada kullamlan bir yoldur. Ancak in vivo olarak
uygulandiklarinda kan dolasimindan hizli bir sekilde temizlenmekte ve ol-
dukca duistik plazma AUC’sine neden olmaktadirlar. Beyine ila¢ tasima po-
tansiyeli, plazma AUC degeriyle dogrudan baglantih bir parametre oldugun-
dan bu sistem in vivo olarak etkili bir strateji degildir?°.

Hedeflendirilmis Taswjict Sistemlerin SSS’de Kullanim Alanlart

Kanser

Polimerler, timor inhibisyonunda kullanilan ajanlarin tasinmasinda sik-
hikla kullamlmaktadir. Viral tasiyici sistemlere gére daha az immiuinojenik
ozellik gostermeleri ve rutin tedavide uygulanabilir olmalar1 bu nedenler ara-
sinda gosterilebilir 2.

Son yillarda, antikanser ajanlarin tasiyici sistemler yardimiyla ttimor ya-
pisina direkt olarak hedeflendirilmesi ve bdylece saghkl hticrelerin etkilen-
mesinin 6nlenmesi amaciyla MAb’ler kullanilarak elde edilen tasiyici sistem-
ler kullamlmaktadir?!.

MTH sistemleri ile gortintiileme sayesinde beyin ttimorlerinde erken tes-
hisin saglanmasinin yani sira bu sistemlerin kullanimlan ile ilgili calismalar
da yapilmaktadir.

Zhang ve ark.?? beyin kanseri tedavisinde kullanmilmak tizere epidermal
buytime hormonu reseptorii (epidermal growth factor receptor-EGFR) anti-
sens mRNA kodlayan plazmid DNA’y1, PEGile immunolipozomla formiile et-
mistir. 8D3 MAD ile fare TfR’sine ve 83-14 MAD ile HIR'ye hedeflendirilmis
immunolipozomlar, intrakranial insan beyin kanserinde hayatta kalim stire-
sini %100 artirmistir. 8D3 MAD, farede olusturulan deneysel beyin kanseri
modelinde tiimor damar agini ge¢cmeyi saglarken, 83-14 MAD de insan beyin
kanseri hiicresinin plazma ve niikleer membranindan gecisi saglamistir?2.

Zhang ve ark.’min yaptiklar baska bir ¢calismada, insan EGFR mRNA’s1
fare TfR’si icin 8D3 MAD ve HIR icin 83-14 MAD ile hedeflendirilen immunoli-
pozomlar aracilifiyla intravendz uygulanmistir. Insan beyin gliyomlarinin fa-
reye implante edildigi deneysel modelde, ileri derece intrakranial beyin kan-
seri olan farede hayatta kalim stiresinde %88 oraninda artis gézlenmistir?®.

Goruntileme

Peptid yapili radyofarmasétikler diagnostik ajanlar olarak KBE'yi gececek
sekilde yeniden formitile edilmektedirler.
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SSS gortuntilemede yakin zamana kadar kullanilan ajanlar genellikle
farkl 6-8 monoaminerjik veya aminoasiderjik noéroiletim sisteminden birini
hedefleyen kuictik molekitillerdir. Ancak ¢cok sayida peptiderjik noroiletim sis-
temi bulundugundan, peptid yapili radyofarmasoétiklerin gelistirilmesi néro-
lojik gortintiilemeyle teshisin artmasina yardimci olmaktadir. Bu asamada
karsilasilan en belirgin sorun ise bu molekillerin KBE’yi gecememeleridir.
Bu sorunu asmak icin de MTH teknolojileri kullanilmaktadir!®.

AB9, Alzheimer Hastaliginda beyinde olusan amiloid plaklarn gértintii-
lemede kullanmilan 40 aminoasitlik bir peptidtir. Transgenik farelerde beyin-
deki amiloid plaklar, TfR-MAD ile konjuge edilmis AB!“*%in in vivo intravenoéz
uygulamasi sonrasi goruntilenmistir (Sekil 5)%4.

Amiloid plaklarin gortntiilenmesi ile ilgili diger bir calismada, [(125)
I]-N-biotinil-AB(1-40) peptidin HIRMab-avidin (AV) flizyon proteini ile kon-
jugasyonu sonrasl amiloid plaklara baglanma 6zelligindeki degisiklik ince-
lenmistir. Calisma sonunda serbest ve konjuge peptidin otopsi ile alinmis
beyin dokularmda mevcut olan amiloid plaklara aym oranda baglandig:
gosterilmistir. Antikorla hedeflendirilmis peptid radyofarmasétiklerin buiytik
molektillti nérolojik gértuntileme ajanlar1 olarak KBE'ye penetrasyonda kul-
lanilmasi i¢in ileri ¢alismalarin stirdiralmesi gerektigi bildirilmistir?®.

Amiloid Goriintiileme Ajani
A
M
1 1-40 anti-reseptor
I AB mAb
L
(0
|
D ' KBE'ye
miloid Baélanma Baélayu:' Kaprﬁ T€§IYICI
Bélgesi Bolige

Sekil 5
3 temel bolgeden olusan amiloid goruntiileme ajani: (a) amiloide baglanma bolgesi ['2° I]-AB!,
(b) 14 atomlu bir baglayici, biyotin ve avidin analogundan olusmus baglayic1 képri, (c) KBE
hedeflendirmesinde gorevli, insan instilin reseptortine baglanma icin 83-14 murin MAb veya
sican transferin reseptériine baglanma icin OX26 murin MAb 26,
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Beyin kanserinde, beyin dokusunda yliksek miktarlarda epidermal
bliytime hormonu reseptoriu (epidermal growth factor receptor-EGFR) eks-
presyonu gerceklesmektedir. MTH ile konjuge edilerek intravenéz yolla uygu-
lanan peptid yapili EGF radyofarmasétigi sayesinde intrakranial beyin kan-
serinin erken donemde teshisi saglanmaktadir?’.

Beyindeki gen ekspresyonunu gortintiilemek amaciyla spesifik gen sirala-
masina sahip antisens radyofarmasotik molekiiller ile hedeflendirilmede de
MTH teknolojisi kullanilmaktadir.

Deneysel beyin gliyomlarinda kaveolin (CAV)-la geni ekspresyonu ar-
tarken gliyal fibriler asidik protein (GFAP) geni azalmaktadir. Gértintiileme
icin uygun o6zelikte bir radyofarmasétik olan peptid ntkleik asit (PNA), bi-
yotin-streptavidin koprustyle sican transferrin reseptoértine spesifik mu-
rin OX26 monoklonal antikoru baglanarak in vivo uygulama i¢in stabil bir
kompleks elde edilir. CAV spesifik PNA, TfR-MADb ile konjuge edildiginde be-
yinde gortintiileme saglanmaktadir?s.

Inme

inme, gelismis tilkelerde 6liimle sonuclanan hastaliklar arasinda koroner
arter hastalifl ve kanserden sonra uclinci sirada gelen ciddi bir saghk
problemidir!s.

KBE, iskemi sonrasi norolojik korumanin saglanabilecegi ilk 6 saat bo-
yunca gecgirgen olmayan siki yapisinmi bozulmadan korumaktadir. Bu sebeple
norolojik koruma saglayan ajanlarin KBE'yi gecebilmesini saglayacak tasiyi-
c1 sistemlere ihtiya¢ duyulmaktadir?®.

Invazif olmayan yontemlerle de infarkt hacimde azalma saglanabilecegini,
sicanlarda orta serebral arter okltizyonu (middle cerebral artery occlusion -
MCAQO) ile olusturulmus bélgesel beyin iskemisi tedavisinde nérolojik koru-
ma 0Ozelligine sahip nérotropik faktér BDNF nin TfRMAD ile konjuge edilerek
i.v. uygulanmasiyla gosterilmistir?®.

Normal sartlarda KBE'yi gecemeyen bazik fibroblast btiytiime faktéri (bF-
GF)'ntin OX26 TfRMAD ile konjuge edilmesiyle elde edilen MTH sisteminin s1-
canlarda iskemiden sonra i.v. uygulanmasi sonucu, kalict MCAO modelinde
infarkt hacimde %80 azalma sagladig1 gozlenmistir®.

Akut inmede yeni bir tedavi yaklasimi sunan eritropoietin (EPO), fare
TfR’sine 6zgt simerik monoklonal antikor ile konjuge edilerek yeni bir flizyon
protein (cTfRMAb-EPO) elde edilmistir. Kalict MCAO inme modeli olusturul-
mus farede 1mg/kg i.v. dozda uygulanan cTfRMAb-EPO sonras1 hemisferik
infarkt hacimde %81, néronal hasarda %78 azalma gozlenmistir®!.
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Eritropoietin, ayni zamanda deneysel Parkinson hastalifinda intrasereb-
ral enjeksiyon ile uygulandiginda nérolojik koruma saglamaktadir. Tek basi-
na KBE'yi gecemediginden sistemik uygulama ile etki gosteremeyen eritropo-
ietin, simerik TIRMAb-EPO fiizyon proteini olarak uygulanmistir. 3 haftahk
tekrarh i.v. uygulama sonrasi farelerde striyatal iyilesmenin kantitatif 6l¢tisti
olan tirozin hidroksilaz (TH) enzimi aktivitesinde %306 artis saglamistir. Be-
yine penetre olabilen 6zellikteki EPO fiizyon proteininin i.v. uygulama sonra-
s1 Parkinson hastalifinda nérolojik koruma sagladig1 gosterilmistir3?.

Akut deneysel iskemik inme sirasinda beyinde sentezlenen proinflamatu-
var bir sitokin olan ttimér nekroz faktérti (TNF-a), néronal apoptozu induk-
leyerek hasar olusturmaktadir. Biiytik yapilart nedeniyle KBE'yi gecemeyen
TNF-a inhibitérleri (TNFIs), simerik ¢cTfRMAb-TNFR flizyon proteinleri sek-
linde farelere i.v. uygulandiinda beynin farkh bélgelerindeki noral hasarda
%42 - %54 aras1 azalma gozlenmistir3?.

Tartisma ve Sonuc

nano boyutlu tasiyici sistemlerle gerceklestirilen pasif ve aktif hedeflen-
dirme yaklasimlari, santral sinir sistemini etkileyen ndrodejeneratif hasta-
Iiklar ve kanser tedavisinde kullanilan ve tek basina KBE'yi gecme 6zelligine
sahip olmayan ila¢ molektillerinin beyindeki hedef bélgelere tasinmasi ama-
ciyla gelistirilen yontemlerdir.

Nanopartiktiler sistemlerin beyine hedeflendirilmesinde kullanilan y6n-
temlerden Truva ati teknolojisi, son yillarda arastirmalara en ¢ok konu olan
alanlarin basimnda gelmektedir. Reseptoér aracili tasiyict (RAT) sistemlerin
kesfi, bu reseptorlere hedeflendirilmek tizere hazirlanan Truva At1 / Mole-
cular Trojan Horse (MTH) teknolojisiyle biiylik molekiillii ilaclarin tasinma-
sina olanak saglamaktadir. Glincel calismalarn tizerinde yogunlastigi bu
sistemler rekombinant proteinler, monoklonal antikorlar, peptidler, antisens
ve siRNA molekilleri, plazmid DNA’lar gibi biiytik molektiller bu sistemler
sayesinde beyinde hedef bolgelere tasinabilmektedir. Bu sayede kanser, Alz-
heimer, Parkinson gibi hastaliklarin tedavisinde umut vaad eden gelismeler
kaydedilmekte ve santral sinir sistemi hastaliklarinin teshisinde kullanilan
teknolojiler gelistirilmektedir.



14 HACETTEPE UNIVERSITY JOURNAL OF THE FACULTY OF PHARMACY

Ozet

Beyine ila¢ Tasinmasmda Kullanilan Tasiyic1 Sistemler, Ankara, 2013.
KBE, beyni toksik ve zararh bilesiklerden koruyarak homeostazi saglayan,
ayni zamanda pek ¢ok etkin maddenin beyindeki hedef bélgelere ulasmasim
kisitlayan en ¢nemli faktérdir. Tedaviyi sinirlayan bu fizyolojik bariyerin
sebep oldugu engeli ortadan kaldirmak, ancak gelistirilen yeni stratejilerle
mumkiin olmaktadir. Nano boyutlu kolloidal sistemler, santral sinir sistemi
hastaliklarimin tedavisinde pasif ve aktif hedeflendirme yoluyla umut vaat
eden yaklasimlar olarak yer almaktadir. Bu yaklasimlar arasinda reseptor
aracili tasiyict (RAT) sistemler dikkat cekmektedir. Reseptorlere hedeflendi-
rilmek tizere gelistirilen Truva At1 / Molecular Trojan Horse (MTH) tekno-
lojisi sayesinde biiytik molekulli ilaclarin beyine tasinmasina olanak sag-
lanmistir. Hedeflendirilmis tasiyici sistemlerin SSS’de kullanimlar ile ilgili
arastirmalar, giniimtizde beyin kanseri, inme, Alzheimer, Parkinson, beyin
travmasi gibi hastaliklar tizerinde yogunlasmaktadir. Bu ¢calismann amaci,
kolloidal sistemlerin hedeflendirilmesinde kullanilan yaklasimlarin ve giin-
cel calismalarin degerlendirilmesi ile yeni stratejilerin belirlenmesine olanak
saglamaktir.

Anahtar kelimeler: Ilac hedeflendirme, kan-beyin engeli, nanopartiktiiler
sistemler, Truva ati

Summary

Delivery Systems for Brain Drug Targeting, Ankara, 2013. Blood-brain
barrier is the main factor which maintains homeostasis by protecting brain
from toxic and harmful compounds, but it also represents the main limiting
factor for a number of drug molecules to reach the aimed areas in brain. The
only way to overcome this treatment-limiting obstacle could be reached by
the help of new strategies. Nanoscale colloidal systems are promising strat-
egies in the treatment of central nervous system (CNS) diseases by passive
and active targeting. Receptor mediated transport systems (RMT) are in the
spotlight of targeting strategies.By the help of Molecular Trojan Technology,
which is developed for receptor targeting, large molecule drugs will be trans-
ported to brain. Nowadays, research interest in targeted delivery systems in
the treatment of CNS disorders has been focused on brain cancer, stroke,
Alzheimer’s disease, Parkinson disease. Therefore, the aim of this present re-
view is to evaluate the targeting approaches of colloidal systems and current
studies for the development of new strategies.

Keywords: Drug targeting, blood-brain barrier, nanoparticulate systems,
Trojan horse



BEYINE ILAC TASINMASI: TRUVA AT| TEKNOLOUJIS]

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

15

KAYNAKLAR

Beduneau, A., Saulnier, P.,Benoit, J.P. Active targeting of brain tumors using nanocarriers.
Biomaterials, 28 (33), 4947-4967 (2007).

Garcia-Garcia, E., Andrieux, K., Gil, S.,Couvreur, P. Colloidal carriers and blood-brain barrier
(BBB) translocation: a way to deliver drugs to the brain? Int J Pharm, 298 (2), 274-292 (2005).

Harikrishna Devalapally, A.C., Mansoor M. Amiji. Role of nanotechnology in pharmaceutical
product development. Journal of Pharmaceutical Sciences, 96 (10), 2547-2565 (2007).

Schnyder, A.,Huwyler, J. Drug transport to brain with targeted liposomes. NeuroRx, 2 (1),
99-107 (2005).

VJ Mohanraj, Y.C. Nanoparticles — A Review. Tropical Journal of Pharmaceutical Research,
5 (1), 561-573 (2006).

Newton, H.B. Advances in strategies to improve drug delivery to brain tumors. Expert Rev
Neurother, 6 (10), 1495-1509 (2006).

K. Ringe, C.M.W., B. A. Sabe. Nanoparticle Drug Delivery to the Brain. Encyclopedia of
Nanoscience and Nanotechnology, 7, 91-104 (2004).

Mittal, G., Carswell, H., Brett, R., Currie, S.,.Kumar, M.N. Development and evaluation of
polymer nanoparticles for oral delivery of estradiol to rat brain in a model of Alzheimer’s
pathology. J Control Release (2010).

Kreuter, J. Nanoparticulate systems for brain delivery of drugs. Adv Drug Deliv Rev, 47 (1),
65-81 (2001).

Pardridge, W.M. Molecular Trojan horses for blood-brain barrier drug delivery. Curr Opin
Pharmacol, 6 (5), 494-500 (2006).

Pardridge, W.M. The blood-brain barrier: bottleneck in brain drug development. NeuroRx:
the journal of the American Society for Experimental NeuroTherapeutics, 2 (1), 3-14 (2005).

Pardridge, W.M. Re-engineering biopharmaceuticals for delivery to brain with molecular
Trojan horses. Bioconjug Chem, 19 (7), 1327-1338 (2008).

Pardridge, W.M. Targeting neurotherapeutic agents through the blood-brain barrier. Arch
Neurol, 59 (1), 35-40 (2002).

Hwa Jeong Lee, B.E., Jayne Lesley, Ulrich Bickel, William M. Pardridge. Targeting Rat Anti-
Mouse Transferrin Receptor Monoclonal Antibodies through Blood-Brain Barrier in Mouse.
The journal of pharmacology and experimental therapeutics, 292 (3), 1048-1052 (2000).

Pardridge, W.M. Blood-brain barrier delivery. Drug Discov Today, 12 (1-2), 54-61 (2007).

Bickel, U., Yoshikawa, T.,Pardridge, W.M. Delivery of peptides and proteins through the
blood-brain barrier. Adv Drug Deliv Rev, 46 (1-3), 247-279 (2001).

Yesim Aktas, M.Y., Karine Andrieux, R. Neslihan Gursoy, Maria Jose Alonso,, Eduardo
Fernandez-Megia, R.N.-C., Emilio Quinoa,Ricardo Riguera,, Mustafa F. Sargon, H.H.C.,
Ayhan S. Demir,A. Atilla Hincal, Turgay Dalkara,,Yilmaz Capan, P.C. Development and
Brain Delivery of Chitosan-PEG Nanoparticles Functionalized with the Monoclonal Antibody
0X26. Bioconjugate Chemistry, 16, 1503-1511 (2005).

Hulya Karatas, Y.A., Yasemin Gursoy-Ozdemir, Ebru Bodur, Muge Yemisci, Secil Caban,
Atay Vural, Onur Pinarbasli, Y.C., Eduardo Fernandez-Megia, Ramon Novoa-Carballal,
Ricardo Riguera, Karine Andrieux, P.C., Turgay Dalkara. A Nanomedicine Transports a
Peptide Caspase-3 Inhibitor across the Blood-Brain Barrier and Provides Neuroprotection.
The Journal of Neuroscience, 29 (44), 13761-13769 (2009).



16

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

HACETTEPE UNIVERSITY JOURNAL OF THE FACULTY OF PHARMACY

Pardridge, W.M. Blood-brain barrier delivery of protein and non-viral gene therapeutics
with molecular Trojan horses. Journal of Controlled Release, 122, 345-348 (2007).

Lee, H.J.,Pardridge, W.M. Pharmacokinetics and delivery of tat and tat-protein conjugates
to tissues in vivo. Bioconjugate Chemistry, 12 (6), 995-999 (2001).

Fujita, M., Lee, B.S., Khazenzon, N.M., Penichet, M.L., Wawrowsky, K.A., Patil, R. ve
digerleri. Brain tumor tandem targeting using a combination of monoclonal antibodies
attached to biopoly(beta-L-malic acid). J Control Release, 122 (3), 356-363 (2007).

Zhang, Y., Zhu, C.,Pardridge, W.M. Antisense gene therapy of brain cancer with an artificial
virus gene delivery system. Mol Ther, 6 (1), 67-72 (2002).

Zhang, Y., Zhang, Y.F., Bryant, J., Charles, A., Boado, R.J.,Pardridge, W.M. Intravenous
RNA interference gene therapy targeting the human epidermal growth factor receptor
prolongs survival in intracranial brain cancer. Clin Cancer Res, 10 (11), 3667-3677 (2004).

Lee, H.J., Zhang, Y., Zhu, C., Duff, K.,Pardridge, W.M. Imaging brain amyloid of Alzheimer
disease in vivo in transgenic mice with an Abeta peptide radiopharmaceutical. J Cereb
Blood Flow Metab, 22 (2), 223-231 (2002).

Sumbria, R.K., Boado, R.J.,Pardridge, W.M. Imaging Amyloid Plaque in Alzheimer’s Disease
Brain with a Biotinylated Abeta Peptide Radiopharmaceutical Conjugated to an IgG-Avidin
Fusion Protein. Bioconjugate Chemistry (2012).

Saito, Y., Buciak, J., Yang, J.,Pardridge, W.M. Vector-mediated delivery of 125I-labeled
beta-amyloid peptide A beta 1-40 through the blood-brain barrier and binding to Alzheimer
disease amyloid of the A beta 1-40/vector complex. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 92 (22), 10227-10231 (1995).

Xia, C.F., Zhang, Y., Boado, R.J.,Pardridge, W.M. Intravenous siRNA of brain cancer with
receptor targeting and avidin-biotin technology. Pharm Res, 24 (12), 2309-2316 (2007).

Suzuki, T., Wu, D., Schlachetzki, F., Li, J.Y., Boado, R.J.,Pardridge, W.M. Imaging
endogenous gene expression in brain cancer in vivo with 111In-peptide nucleic acid antisense
radiopharmaceuticals and brain drug-targeting technology. J Nucl Med, 45 (10), 1766-1775
(2004).

Zhang, Y.,Pardridge, W.M. Conjugation of brain-derived neurotrophic factor to a blood-
brain barrier drug targeting system enables neuroprotection in regional brain ischemia
following intravenous injection of the neurotrophin. Brain research, 889 (1-2), 49-56 (2001).

Song, B.W., Vinters, H.V., Wu, D.,Pardridge, W.M. Enhanced neuroprotective effects of
basic fibroblast growth factor in regional brain ischemia after conjugation to a blood-brain
barrier delivery vector. the journal of pharmacology and experimental therapeutics, 301 (2),
605-610 (2002).

Fu, A., Hui, E.K., Lu, J.Z., Boado, R.J.,Pardridge, W.M. Neuroprotection in stroke in the
mouse with intravenous erythropoietin-Trojan horse fusion protein. Brain Res, 1369, 203-
207 (2011).

Zhou, Q.H., Hui, E.K., Lu, J.Z., Boado, R.J.,Pardridge, W.M. Brain penetrating IgG-
erythropoietin fusion protein is neuroprotective following intravenous treatment in
Parkinson’s disease in the mouse. Brain research, 1382, 315-320 (2011).

Sumbria, R.K., Boado, R.J.,Pardridge, W.M. Brain protection from stroke with intravenous
TNFalpha decoy receptor-Trojan horse fusion protein. Journal of cerebral blood flow
and metabolism: official journal of the International Society of Cerebral Blood Flow and
Metabolism, 32 (10), 1933-1938 (2012).




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 1200
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 1200
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages false
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


