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Sentetik polimerler tasiyici sistemler icin umut verici materyaller olma
yolunda hizla ilerlemektedir. Son zamanlarda biyomateryal olarak kullam-
lan cevresel sartlara duyarh polimerlerin sentezi icin oldukc¢a yogun bir ilgi
bulunmaktadir. Istenilen kimyasal, fiziksel ve biyolojik ézelliklere sahip ce-
sitli polimer formtilasyonlar gelistirilmistir. Bu 6zellikler pH, sicaklik, 1s1k ve
iyonik gti¢ gibi bir uyaricinin etkisine bagh olarak etkin maddenin kontrollii
salimi icin oldukca 6nemlidir. Bu bahsedilen 6zellikler polimerik materyalle-
rin, etkin madde ve gen tasima, biyomembran teknolojisi ve biyokataliz gibi
biyomedikal uygulamalarda kullamim icin gereklidir. Polimerik materyalin
biyouyumluluk ve immiinotoksisitesi, tasiyici sistemler icin uygun materyal-
lerin kesfedilmesi agisindan 6nemli bir konudur!. Polimer tabanlh kendiligin-
den dtizenlenen sistemler, etkin madde tasinmasi, ayirma teknolojileri, da-
gilim stabilizasyonu gibi genis uygulama alanlarinda gerekli cok molekullti
yapilarin olusumunda énemli bir ilerlemeyi temsil eder. Bu baglamda, farkh
tasiyic: sistemler icin uygun sentetik polimerlerin bir cesidi olarak, 2-oksa-
zolinler ¢ok yo6nlil ve umut verici materyallerdir.

2-oksazolin tabanl polimerler, fonksiyonel gruplar ile islevsellestirilerek
kendi alanlarinda biyolojik ve medikal kullanmim i¢in énemli bir rol tistlen-
mekle birlikte 6zellikle biyolojik ve tibbi olarak etkin ve genetik madde tasin-
masi1 gibi temel uygulama alanlarinda etkinlik gostermektedirler.
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Oczellikle terapétik genlerin kontrollii taginmasi kanser tedavisi gibi giinti-
muz tip uygulamalarinda oldukc¢a 6énemli bir yer teskil etmektedir. Bu teda-
vi uygulamalarinda ciplak DNA, lipit tabanlh ya da polikatyonik molektlleri
iceren viral olmayan tasiyici sistemler, viral sistemler ile karsilastirildiginda
oldukca guvenli, uygulamasi kolay ve daha uygun maliyetlidir. Sentetik ve
dogal katyonik polimerler negatif ytiklti DNA ile kompleks olusturma, DNA'y1
tasima ve hiicre ytizeyindeki anyonik boélgeler ile yiik-yuk etkilesimi sayesin-
de endositoz yoluyla DNA'nin hiticre icerisine alimini kolaylastirdiklarindan
dolay1 yaygin olarak kullamilmaktadir®®. Polimerik gen tasiyicilari genellik-
le poli(L-lizin), poliamidoamin dendrimerler, kitosan ve polietilenimin(PEI)’i
kapsamaktadir. Bunlar arasinda, sentetik polimerlerin bir serisi olan Polieti-
lenimin (PEI), dallanmis (BPEI) ve dtiz (LPEI) cesitleri ile bilinen en etkili kat-
yonik polimer olup in vitro ve in vivo calismalarda ytiksek gen aktarim etkinli-
gi gostermektedir?4-5. Dallanmis PEI aziridinin asit katalizli polimerizasyonu
ile sentezlenirken, dtiz PEI, poli (2-etil-2-oksazolin)(PEtOx)'un kismi hidrolizi
ile sentezlenmektedir®. PEI ytliksek pozitif yiik yogunlugu ve gticlii tampon-
lama kapasitesi ile DNA'nin endozomal kagisin arttirarak sitoplazmaya sa-
Iimini saglamaktadir. PEI, sitotoksisite ve kan serum proteinleri ile gereksiz
etkilesim gibi baz1 dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle PEI'nin sitotoksisite-
sinin azaltilmasi ve gen aktarim etkinliginin arttirilmasi oldukca énemli bir
konudur. Bu duistinceden yola cikarak, Poli (2-etil-2-oksazolin) (PEtOx)'un
kismi hidrolizi ile sentezlenen PEI, hiicre canlihigini etkileyen ytiksek katyo-
nik yiuk yogunlugunu distrmekte ve LPEl'ye gore daha duistik sitotoksisite
sergilemektedir’. Bu avantajh 6zellikleri sayesinde, poli (2-etil-2-oksazolin)
(PEtOx)'un kismi hidrolizi polimer/DNA nanopartikiilleri hazirlanmasinda
cogunlukla kullanilmaktadir. Bu tasiyicilarin hazirlanmasinda, Poli(laktik
asit) gibi alifatik poli esterlerin yapiya eklenmesi polimerin biyouyumluluk
ve kullanilabilirligini arttirabilir®. PEtOx’'un kismi hidrolizine dayal olarak
hazirlanan nanopartiktiler sistemlerin yam sira, hidrofilik 6zelligi sayesin-
de miseller ve lipozomal sistemlerin hazirlanmasi da oldukea ilgi cekicidir®.
Ilac tasima kapsaminda, hidrofilik Poli (2-oksazolin) (POx) ile miseller yapi

olusturma egiliminde olan hidrofobik yapidaki Poli (¢-kaprolakton)(PCL) ve
Poli (laktik asit) (PLA) sikca kullamilmakla birlikte, genetik materyalin tasin-
masinda POx’a dayali miseller sistemlerin gelistirilmesi devam etmektedir.
PEtOx-PLA sentezini takiben yapiya PEI konjuge edilmesiyle hazirlanan yeni
miseller sistemler genetik materyallerin tasinmasinda oldukca etkili bulun-
mustur’®. Bu avantajh 6zellikleri ile Poli(2-oksazolin)lerin gen tasmmasimda
kullanim1 umut vaat edici 6zellik sergilemektedir.
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Poli (2-oksazolin)

Poli (2-oksazolin)(POx) yalanci polipeptidlerin énemli bir tiyesidir. i1k ola-
rak 1966’da 4 arastirma grubu tarafindan poli (2-oksazolin)(POx) ya da Poli
(N-acil etilenimin) olarak kesfedilmis olup, dar molekiiler agirlhk, ayarlana-
bilir 6zellik ve miikemmel biyouyumluluk ile milenyumda yeniden ortaya
cikmistir. POx birimleri polietilen glikol (PEG)'un oksidasyona ugrama gibi
dezavantajlarini ortadan kaldirmak icin, istenilen 6zellikleri ile olasi bir aday
olarak diistintilmektedir. Bu dezavantajlar genellikle PEG’'in immtinojenite-
si ve etkinligi ile ilgilidir'®. Yiiksek molar ktitleli PEG’in viicutta birikimi ve
biyoparcalanamama gibi dezavantajlarimin yam sira, Ishida ve arkadaslar,
amfifilik PEGlenmis tasiyicilarin (lipozom, misel) tekrarlanan uygulamala-
rnin ilk uygulama sirasinda tretilen anti-PEG IgM’ye dayall immiinolojik
cevap olusturdugundan kaynaklandigini gostermistir. Bu durum hizlandi-
rilmis kan klerensi olarak ifade edilmekte ve PEG nanotasiyicilarin farmako-
kinetik profilinde modifikasyonlara neden olarak hedef ttiimoére ulasamadan
karaciger ve dalakta birikime neden olmaktadir!'-'2. Yuksek biyouyumlu-
luk, géranmezlik (stealth) etkisi, diistik ortalama molektiler dagilim, yanit
olusturma, ytliksek fonksiyonellestirme, kopolimerizasyon ve cok yoénlultuk
ozellikleri ile tasiyic1 sistemler icin yeni bir polimerik platform olusturmak-
tadir!3-16,

POx ailesi olduke¢a islevsel bir yap:r sergilemektedir, 6rnegin; Her iki zin-
cir ucu kimyasal (6rn; -OH, -NH vb.) ya da yapisal (6rn; lipit) islevsellik ile
donatilmistir!”. Bununla birlikte, 2-oksazolin monomerlerinin bir kaci ticari
olarak (6rn, 2-metil-, 2-etil-, 2-isopropil, 2-fenil-2-oksazolin) ve diger alifatik
yan zincir ve fonksiyonel yan zincirler tasiyan 2-oksazolin monomerlerinin
buytk bir kismi da sentez sirasinda monomerin 2 pozisyonundaki fonksiyo-
nel grubun degistirilmesiyle kolaylikla elde edilebilir. Boylelikle yan zincirle-
rin degistirilmesi ile farkli 6zellikte polimerler elde edilebilir'®.

Hidrofilik poli (2-metil-2-oksazolin) (PMeOx) ve poli (2-etil-2-oksazolin)
(PEtOx) lipozom ve ytizeyler tizerine kaplandiginda PEG’e benzer gériinmez-
lik etkisi sergileyebilir'®?°. Ayrica amfifilik POx blok kopolimerleri insan se-
rum proteinleri ile oldukca siirh etkilesimler sergiler?!. Bu nedenle, diistik
molar kuitleli PMeOx ve PEtOx bobreklerden cok hizl bir sekilde atilir ve in
vivo intravenéz uygulama sonrasinda spesifik olmayan organ alimi sergile-
mez*2.

Polieterlere benzer olarak POx, zincir btiyime katyonik polimerizasyon
ile sentezlenerek (Sekil 1), ytiksek yapisal ve iceriksel tamimlama ve uc¢ grup
fonksiyonellestirilmesine izin verir. Ayrica polieterlere zit olarak, POx polime-
rin suda ¢ézunurltgl spesifik olarak ayarlanabilir. Polimerik amfifiller olus-
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turan POxun hidrofobik polimerler ile kombinasyonu, polimer sistemlerinde
POx'un gérunmezlik etkisi gibi avantajh 6zellikleri ile birlestirilebilir. Obeid
ve Scholz?3, a,w-amino, hidroksil PMeOx’u iyi tanimlanmis POx-poli(aminoa-
sit)(PAA) kopolimeri elde etmek icin N-karboksianhidrid (NCAs)i halka acilma
polimerizasyonu (ROP) icin makrobaslatici olarak kullanmislardir. Amfifilik
POx-PAA blok kopolimerler su icerisinde, blok boyut ve oranina bagh olarak,
70-130 nm buyukliigiinde partiktller olusturmustur. Arastirmacilar bu bo-
yuttaki polimerik partiktillerin terapétik olarak kullanmim i¢in uygun oldugu-
nu belirtmislerdir.
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Sekil 1
2-oksazolinlerin yasayan katyonik halka ac¢ilma polimerizasyonu?!. (Dagihim = 1.05-1.30)

Poli (2-oksazolin)lerin diger bir ilgi cekici 6zelligi de, 6zellikle blok, yildiz
sekilli ve ¢ok dalli capraz bagh ag kopolimerlerinin kolay hazirlamsidir. Bu
sayede polimerik miseller ve vezikuller gibi komplekslerin olusumu i¢in ken-
diliginden dtizenlenebilir 6zellik gdostermektedirler. Bu da farkl uygulamalar
icin onlan ilgi ¢ekici materyaller haline getirmektedir!4.

Metil ya da etil poli (2-oksazolin)ler noniyonik ve suda ¢dztinlir polimer-
lerdir (Sekil 2). Daha uzun zincirli alkil gruplar ya da aril yan gruplar poli-
oksazolinlere artan hidrofobisite kazandirir. Poli (2-oksazolin)lerin amfifilik
ozellikleri cesitli yan gruplarin blok uzunlugu ve iceriginin kontrolii sayesin-
de degistirilebilir. Bu materyallerin ¢6zelti ortaminda ya da ytizeyler tizerinde
kendiliginden dtizenlendigi belirtilmistir. Polimer yan gruplar ve zincir son-
larma fonksiyonel ve reaktif gruplarin kolaylikla eklenmesi (u¢-grup fonksi-
yonellestirme) bu polimer sinifini terapétik 6zellikte ytiksek miktarda genetik
materyal ve ila¢ ylkleme, proteinlere konjuge edilme, lipozomal ¢ift tabaka
lizerine baglanma, miseller yapi olusturma ve ytlizeyler izerine uygulanma
gibi avantajh 6zellikleri nedeniyle tasiyici sistem gelistirilmesi i¢in ideal bir
platform haline getirir'#+-2s.
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Sekil 2

Poli(2-etil-2-oksazolin)lerin sicakhiga bagh ¢oztunurlukleri*?
*LCST: En dustk kritik ¢ozelti sicakligl

POx biyouyumlulugu

PEG’e benzer gortinmezlik davranisi sergilemesi, peptid taklit eden yapisi
ve farkli topolojilerde POx tabanl polimer olusturabilme yetenegi ile bu po-
limerler oldukcga duistik in vitro sitotoksisite ve ytiksek hiicresel alim sergile-
mektedirler! !9 2629,

Ayrica POx, PEG’de bulunan O-komsu C-H bagma goére, N-komsu C-H
bagimin distik polimerizasyonunun bir sonucu olarak énemli derecede ytk-
sek stabilite sergilemektedir. Sensér ve implantlar icin kaplama gibi uzun
dénem uygulamalarda PEG’e alternatif olarak gosterilmektedir®°.

POx tabanl polimerlerin btiytik bir kisminda in vitro sitotoksisite calisil-
muis ve genellikle insan néral ata hiicreleri, Madin-Darby Canine bébrek htic-
releri, MCF-7, HEPG2 ve CATH-a-htuicrelerinde sitotoksisite oldukc¢a duistik
bulunmustur3!.

Ayrica poli (2-etil-2-oksazolin) — poli (D, L-laktid) — poli (2-etil-2-oksazo-
lin) (PEOz-PLA-PEOz) gibi hibrit sistemlerin 50g/L'de sitotoksik olmadig1 ve
agirlikca %15 oraninda bile hticre (insan deri fibroblast) canlilifinda sadece
%23 oraninda orta derecede azalmaya bagh olarak yaklasik %78 oranminda
canlilik belirtilmistir?s.

In vivo toksisite icin PMeOx’dan sonra en fazla calisilan polimer PEtOx
olmustur. Viegas ve arkadaslar1 yakin zamanda 2g/kg (Mn= 10 kg/mol) ola-
rak yuiksek dozda sicanlara tekrarlanan damar ici enjeksiyonlarin hayvanlar
uzerinde yan etkiye neden olmadig ve kontrol grubu hayvanlar ile karsilas-
tinldiginda karaciger, dalak ve bodbrekteki histolojik uygulamalarda hic bir
farklilik olusmadigini tespit etmislerdir32.
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Hidrofilik POx icin proteinler ile etkilesim incelendiginde, insan serum
albtimini, protein adsorblama, hiicre ya da bakteriyel adezyon icin egilim di-
stik bulunmustur. PMeOx-kaplama radikal ve peroksit Girtinlere parcalanan
PEG’e gore daha dayamiklh 6zellik gostermistirs®.

Radyontiklid isaretli 5 kDa (5kg/mol) PMeOx ve PEtOx ile yapilan biyo-
dagilim calismalari, polimerlerin molar kiitleye bagh olarak, diistik dagilim
ile cok hizhi kan klerensi gosterdigi (en fazla, bobrekten ilk olarak gectikten
sonra) ve dikkate deger oranda retiktiloendotelyal sistem organlan tarafin-
dan dustk alima ugradig: tespit edilmistir?2.

Shah ve arkadaslarimin yapmis oldugu giincel ¢calismada PEtOxun kis-
mi hidrolizi ile farkli oranlarda hazirlanan PEI unitelerinin in vitro hiicre
canliliina etkisi ve biyotoleransi arastirilmistir®®. Bunun i¢in embriyonik
fare 3T3 fibroblastlari, pankreatik bTC3 hticreleri ve fare lenfoid makrofajlar
P388.D1 olmak tzere farkli hiicre hatlar1 kullanilmistir. PEtOxun hidroliz
derecesi arttiginda hticre canhihiginin tim hticre hatlarinda azaldig: belirtil-
mistir. Fibroblast hticrelerinin makrofajlar ve pankreatik bTC3 hticrelerine
gore daha ytiksek toleransa sahip oldugu belirtilmistir. Ayrica, sonuclar tiim
analiz edilen farkh oranlardaki PEI ve kopolimer konsantrasyonlar1 arasinda
%30 molar oraninda PEI iceren kopolimerlerin canlilik tizerine 6énemli 6lctide
bir etki gostermedigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, calisilan ttim kopoli-
merlerin tim hticre hatlarinda 5 mg/mL’ye kadar biyotolare edilebilir oldugu
tayin edilmistir. Arastirmacilar, bu kopolimerin genis araliktaki uygulamalar
icin biyotoleransh polimerik materyaller oldugunu belirtmistir.

POx uygulama alanlart

Fonksiyonel gruplar tasiyan 2-oksazolin polimerler 6zellikle biyolojik ve
tibbi amacl etkin madde ve gen tasimnmasi gibi temel uygulama alanlarinda
etkinlik gostermektedirler. Etkin madde tasima kavrami ya etkin maddenin
polimere enkapstile edilmesi ve diftizyon yoluyla tasinmasim ya da fonk-
siyonel polimer ile konjugasyonunu ifade eder. Etkin madde ve gen tasin-
masinda kullamilmak tizere arastirilan polimerlerin biiytik kismi poli (etile-
noksit) (PEO), poli (N-2-hidroksipropil metakrilat) (pHPMA) vb. gibi dogrusal
polimerlere dayanir. Ayrica ya hidrofilik ve hidrofobik 2-oksazolin monomer
blogu ya da hidrofilik poli (2-oksazolin) ve diger hidrofobik polimer blogu am-
fifilik blok kopolimerlerin hazirlanmasinda gérev almaktadirlar. Buna gore,
hidrofilik blok olarak poli (2-etil-2-oksazolin) ve hidrofobik blok olarak poli-
kaprolakton iceren amfifilik blok kopolimerler hazirlanmistir. Bu blok kopo-
limerler sulu cozeltilerde misel olusturabilir ve etkin madde tasinmasinda
kullanilabilirler3*.
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Misellerin etkin madde tasiyici olarak tasarlanmasi i¢in, amfifilik blok
kopolimerler alternatif olusturur. Gradient ve blok kopolimerlerin ¢éztinur-
Iagundeki 6nemli farkliliklar nedeniyle agregat yapilar oldukga farkhdir, ay-
rica misel olusturma etkinligini saglayan ytzey aktivitesi oldukca yuksek
oldugundan, etkin madde enkapsiilasyon yetenegi ve huicresel alim tama-
men ayarlanabilir. Biittin bunlara ragmen POx polimerleri hentiz hak ettigi
ilgiyi gormemis, ayrica FDA tarafindan da tibbi kullamim acisindan hentiz
uygun bulunmamistir. Ancak PEtOxun dogrudan besinlere katilmak yerine,
gidalarin paketlenmesi ya da islenmesine yardimeci olan materyallerin yapi-
sina katilarak dolayl yoldan gida takviyesi olarak kullanimi FDA tarafindan
onaylanmistir. Tibbi kullamim i¢in POx'un onaylanmasi ile birlikte POx’a da-
yal1 biyomateryaller oldukca hizli gelisecek ve pazar payini arttiracaktir?*.

Poli (2-oksazolin)lerin yapiskan ve kaplama formuilasyonlarinda®-7, mu-
rekkepte pigment dagitici olarak® ve etkin madde tasima uygulamalarin-
da kullanim literattirde belirtilmistir®®. Poli (2-oksazolin)ler ayrica asi ve
antimikrobiyal teknolojide, biyolojik kirlilik tahliyesi, biyosensér tasarimi,
membran teknolojisi, biyokataliz islemleri gibi farklh uygulamalar icin de
biyoteknolojide kullamilmistir*®#!. Poli (2-oksazolin)lerin bahsedilen ttim bu
uygulamalar1 biyomateryal olarak 2-oksazolin tabanlh polimerlerin iyi bir po-
tansiyele sahip olduklarim géstermektedir. Ancak biyouyumluluk ve immiui-
nouyumluluklarinin detayh olarak canli sistemler (biyomolekiller, hiticreler
ve dokular) tizerinde calisilmasi gerekmektedir!.

2-oksazolin kimyasima dayali polimerlerin en énemli uygulama alanla-
rindan biri de gen tasimadir*?. Gen tedavisinin baslangi¢ vizyonu, genetik
hasarlara bagh kalitsal hastaliklarla miicadele etmeyi amaclamistir. Gen
tedavisinin bu fikri oldukc¢a basittir ve mutasyonlu ya da kayip genlerin
degistirilmesi ya da eklenmesi, hastanin hticrelerine fonksiyonel genlerin
eklenmesini gerektirir ve bu durum tedavi edici bir proteinin tretimi ile so-
nuclanir*s. Bununla birlikte, kanser gibi yaygin gortilen hastaliklarda, doku
yenilenmesinde ve enfeksiyon tedavilerinde de gen tedavisi kullanmilmistir. Bu
acilardan incelendiginde gen tedavisi, 6zellikle genetik ve tedaviye direncli
hastaliklarin tedavisi icin umut verici bir yaklasimdir ve basaris1 gen vekto-
rinun kapasitesine dayanmaktadir**#°. Etkin gen tedavisi gerceklestirmek
icin farkli varsayimlar goz ontine alinarak vektoér tasarimi yapmak gerek-
mektedir. Gen transfer ve tasmmmasimi gelistirmek icin viral ve viral olma-
yan vektorler kullanilmaktadir. Sekil 3'de gen tasima mekanizmasinin 6zeti
gosterilmistir*®. Nispeten ytiksek aktarim verimine ragmen, viral vektérlerin
terapotik uygulamalar immunojenite ve toksisite gibi dogal problemler ta-
rafindan engellenmistir. Virtis gibi dogal aktarim ajanlarinin kullanimimndaki
problemlerden dolayr gintimtizde sentetik viral olmayan vektoérlerin kullani-
mui artan bir hizla devam etmektedir*” 8.
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Sekil 3
Gen tasima engelleri- Gen tasima sistemleri i¢in tasarim gereksinimleri (I) Terapotik genleri
paketleme; (II) hiicre i¢ine giris ; (III) endo-lizozomal yolaktan kacis; (IV) DNA/vektor salim etkisi;
(V) sitoplazma aracilifiyla ¢ekirdek icine yolculuk; (VI) gen ekspresyonunun etkin hale gelmesi®®.

Viral olmayan gen tasiyici sistemlerde terapdtik genin tasmabilmesi icin
plazmidlere ihtiya¢c duyulmaktadir. Kullanilan plazmidleri ntikleaz etkisin-
den korumak ve hiicresel bariyerlerden gecirmek icin genellikle bir tasiyici
ile kombine etmek gerekmektedir. Bu gen tasiyicilan polimerik sistemlerden
olusmakta ve polipleks olarak adlandirilmaktadir. Polipleksler, pozitif ytiklt
(katyonik) polimer ile genetik materyalde bulunan fosfat iyonlarimin etkile-
simi ile olusmaktadir®®. Viral olmayan gen tasiyicilar olarak katyonik poli-
mer-DNA kompleksinin (polipleks) yam sira katyonik lipit-DNA kompleksi
(lipopleks) ve polimer-lipit-DNA kompleksleri (lipopolipleks) de negatif ytiklii
plazmid DNA (pDNA)'y1 enzimatik ve hidrolitik parcalamadan korumak i¢in
paketleyerek(<200 nm) endositoz yolu ile etkili hiicresel alim sergilemekte-
dir*®. Poli (L-lizin), polietilenimine (PEI), kitosan ve poliamidoamin (PAMAM)
gibi polimerler gen tasinmasinda en sik kullanilan katyonik polimerlerdir*®.

Bu polimerler arasinda gen tasima cercevesinde yeni bir yaklasim olarak
POx oldukea ilgi ¢ekici bir materyal haline gelmistir. Her ne kadar DNA ile
baglanabilme yeteneginin ytliksek olusu nedeni ile diiz Poli(etilenimin) (PEI)
uygun bir kaynak olsa da ytliksek sitotoksistesi nedeniyle tercih edilmemek-
tedir. Bunun yerine POx'un kismi hidrolizi ile elde edilen PEI gosterdigi dii-
suk sitotoksisite sebebiyle POx ile blok halinde etkinlik gostermektedir®°.

Polietilen imin (PEI) ytiksek ytik yogunlugu nedeniyle (her 3.atomu pro-
tonlanabilen azot atomu tasir) niikleik asit tasinmasi icin yaygin olarak kul-
lanilan katyonik polimerlerden biridir. Dtiz PEI, poli (2-etil-2-oksazolin)’in
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bazik ya da asidik hidrolizi ile hazirlanabilir. Aziridinin geleneksel polimeri-
zasyonu ile hazirlanan dtiz PEI'nin dallanmis PEI'den daha etkili oldugu bu-
lunmustur. Diger yandan kismi hidrolize poli (2-etil-2-oksazolin) ile PEI kar-
silastinldiginda, poli(2-etil-2-oksazolin)’in daha diistk sitotoksisite ve gen
ekspresyonunda yuksek aktarim etkinligi gosterdigi bulunmustur®!33. Duiz
PEI tasiyan cok dalli polikatyonlar ortalama 50 nm c¢apinda, DNA ile hafta-
larca stabil kalan kompleks olusturabilir ve DNAz I'e dayali parcalanmaya
kars1 direnc gosterebilir. ‘Cevrilmis blok’ kopolimerler in vitro PEG-b-LPET'in
blok kopolimerlerinden birkac¢ kat daha ytiksek aktarim etkinligi gostermis-
tir. DGz poli (etilenimin)-graft-poli(2-etil-2-oksazolin) (LPEI-graft-PEtOx) ve
(etilenimin)-graft-poli(etilenimin) gibi graft (firca benzeri) kopolimerler DNA
aktarimi i¢in uygundur®. Yuksek aktarim etkinligi ile basarili gen tasinmasi
ayrica terapotik DNA ile poli (L-lizin)-graft-poli (2-metil-2-oksazolin)’in de-
gisken graft yogunluklarindaki farkli kopolimerleri ile kondensasyonu ile de
hazirlanmistirs3.

Thomas ve arkadaslan*? tam acillenmis PEI ile DNA kompleksinin akci-
ger hasarlanimin gen tedavisinde kullanmilabilecegini belirtmislerdir. N-agcil
grubu iceren diiz PEI'nin ntikleik asit aktariminda dtistk etkinlige sahip
olmasi nedeniyle, Poly(2-etil-2-oksazolin)’in asit katalizli hidrolizi ile acil gru-
bu uzaklastirilmus birkac duz PEI (PEI25, PEI87, PEI217) sentezlemislerdir.
PEtOx’un hidrolizinden elde edilen diiz PEI, geleneksel dtiz PEl'ye gore fare
akcigerlerine 200 kat 6zgtilltikte DNA tasimistir. Bu sonuglar protonlanabilir
sayidaki azot gruplarimin artmasi ile plazmid DNA'nin siki kondanse oldugu-
nu gostermistir. Bulgulardan yola c¢ikarak arastirmacilar, diiz, tam asetilen-
mis PEI'nin akciger hastaliklarinda gen tedavi potansiyelini arastirmislardir.
PEI25 ve PEI87 ile siRNA kompleksinin fare akcigerlerinde gen ifadesini sira-
styla %77 ve %93 oraninda baskiladig1 ve akcigerlerdeki virtis titresini %94
oraninda azalttig1 belirlenmistir. Béylece arastirmacilar, yasam tehdit eden
bir enfeksiyona karsi hastanin etkili sekilde tedavi edilmesini saglamistir.

Kabanov ve arkadaslar®®, POx'un tam deasetilasyonunun gen tasmma
etkinligi ve 6zguinltigiinii 6nemli 6l¢ctide arttirdigimi gostermistir.

Buna benzer bir yaklasim Klibanov ve arkadaslan tarafindan sunulmus-
tur. Arastirmacilar®, geleneksel PEI'nin, N-propiyonil gruplarinin énemli bir
miktarini icerdigini ve Uiretim sirasinda tamamen yok olmadigim belirtmis-
lerdir. Amid gruplan genellikle asidik olup, DNA'min yogunlasma yetenegini
azaltmaktadir. Bu durum titrasyon deneyleri ve etidyum bromid ile yapi-
lan fluoresans spektrometresindeki sonuclar ile desteklenmektedir. Boyle-
ce geleneksel tirtinlerin tamamen deasetillenmesi, DNA baglanma yetenegi
ve aktarim etkinliginde 6nemli bir artis meydana getirmektedir. PEtOxun
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hidrolizi yoluyla tiretilen PEI, deasetillenmis geleneksel tirtinlerden daha iyi
sonuclar vermekte ve polimer dogrusalliginin gen tasimadaki btiytik 6nemini
ortaya koymaktadir.

Park ve arkadaslari, kismi hidrolizin etkisini tayin etmek i¢cin PEtOxun
iyi kontrol edilebilir hidrolizini arastirmislardir. Arastirmada, ticari olarak
elde edilen POx kullamilmistir. Hidroliz derecesi yaklasik %50-90 olarak ta-
yin edilmistir. Polimerlerin sitotoksisitesi, dallanmis PEI kadar toksik olan
PEtOx-co-PEI (8/92 mol/mol) ile hidrolizin derecesine bagh olarak bulun-
mustur. Buna gore asit konsantrasyonundaki degisim, polimerin hidroliz
derecesi tizerinde ve polimer omurgasinin yiik yogunlugunda kontrol saglar
ve bodylece kismi hidrolize ugramis PEtOx, DNA ile ¢ok siki kompleks olustu-
rur. DNA aktarim etkinligi hticre icerisindeki Lusiferaz gen sistemi ile tayin
edilmistir. S6z konusu calismada, polimerin gen aktarim etkinliginin %88’lik
hidroliz derecesi ile hiicredeki protein miktann 7,5 RLU/mg olarak ytuksek
bulunmustur. Bu nedenle PEtOx’un kismi hidrolizi ile PEI tiretimi oldukc¢a
verimlidir. Ayn1 zamanda polimerin ytk yogunlugunun aktarim i¢in uygun
oldugu belirtilmistir. Hiicre sitotoksisitesinin polimerin yik yogunluguna,
molekuler agirhgima ve dallanma derecesine bagh oldugu bulunmustur. Ge-
nel olarak dustik yiik yogunlugundaki polimerlerin, ytksek yik yogunlu-
gundaki polimerlere gére daha az, dallanmis polimerlerin ise diiz polimer-
lere gore daha cok sitotoksik olduklar bilinmektedir®¢. PEI ile yapilan bir
calismada, ytiksek molekiiler agirhgin, ytiksek sitotoksisiteye neden oldugu
in-vitro calismalarla tespit edilmistir®”.

DNA'ya bagh tedaviye paralel olarak sunulan antisens tedavi, 1970’lerin
sonlarinda ilk olarak bildirilmistir. Arastirmacilar antisens teknolojiyi, kod-
lanan mRNA’y1 inaktif eden bir antisens oligodeoksintikleotidin (ODN) etki-
si ile hastahiga neden olan genin kapatilmasi olarak tamimlamislardir. Gen
ekspresyonunu diizenlemek ve sonrasinda protein tiretimini kontrol etmek
icin siRNA ve miRNA gibi antisens oligodeoksintikleotidler daha fazla etki
ile tedavi edici potansiyel olarak karsimiza ¢ikmaktadirs®5°. Antisens tedavi,
kanser gibi cesitli hastaliklara mtidahale i¢in uygulanmistirse.

Bu dustinceden yola cikarak, Fernandes ve arkadaslar?, PEI'nin sitotok-
sisitesini azaltmak ve etkili DNA, siRNA gen aktarimim saglamak amacyla,
PEtOxun kismi hidrolizi ile farkl hidroliz ytizdelerinde diiz PEI sentezi ger-
ceklestirmistir. 3 farkh hidroliz ytizdesi (%30, %70 ve %96) ile hazirlanan PEI
tirevlerinden %70 etilenimin segmentlerinden olusan PEtOx'un en dustk
huicresel toksisite sergiledigi bulunmustur. PEI70-DNA ile ortalama hiicre
canliligl, uygulanmayan hitcreler ile kiyaslandiginda 50 ve 100 ltik N/P (Dtiz
PEI azot/ DNA fosfat) oranlarinda %65,7 ve %67,6 arasinda bulunmustur.
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B-galaktosidaz geni tasiyan plazmid DNA'nin HeLa servikal karsinoma htic-
relerinde yapilan gen aktarim ¢alismasi sonucunda, en ytiksek gen aktarimi
%96 hidrolize PEtOx ile 22,57 mU/mg protein olarak tayin edilmistir. Poli-
mer-siRNA kompleksinin aktarim etkinligi real-time PCR ile mRNA ifadesi
ile analiz edilmistir. Bunun sonucunda arastirmacilar, gen susturma etkin-
liginin PEtOxun hidroliz ytizdesine bagh olarak arttigini ve en iyi susturma
etkinliginin %57 oranminda PEI96-siRNA nanopartikiilleri ile elde edildigini
belirtmislerdir.

Ayrica, POx'un hidrolizi ile elde edilen iyi tamimlanmis PEI, diger polimer-
ler ile baglantili olarak optimize edilmis gen tasiyicilar olusturabilir®®. Biyou-
yumlulugu, mimari ve islevsel dagiimi nedeniyle, polimerik terapétiklerin
tim alaninda POx’a dayali polimerik sistemlerin kullanilmasi arastirilmak-
tadir*.

PEtOx'un kismi hidrolizi, folat poli(etilenimin)-blok-Poli(L-laktid), (PEI-
b-PLL) kopolimerine dayali polimer/DNA nanopartikiil hazirlamak i¢in kul-
lanilmistir®®. Folat reseptorleri timor huicrelerinde fazla ifade edilmektedir.
Ayrica, polimer tizerindeki folik asit bélgelerinin spesifik hedeflemeyi arttirici
oldugu tahmin edilmektedir. Gelismis biyouyumluluk i¢in polimere Poli(lak-
tik asit) eklenmistir. Blok kopolimer ve DNA ile polimer/DNA oram 10 olan
bir polipleks olusturulmustur. AFM goruntileri, komplekslerin yaklasik 100
nm boyutunda kiuresel partikiiller olusturduguna isaret etmektedir. In vitro
aktarim ve hticre canhilik calismalar, ytiksek miktarda Poli(laktik asit) ice-
ren polimerlerin diistik aktarim etkinligi gosterdigini kamitlamaktadir. Ayrica
folat, PEI ve PLLA polimerleri saf PEI'ye gére daha dtistik toksisite goster-
mektedir.

Hsiue ve arkadaslan tarafindan, POx ve PEI'nin blok kopolimerlerini elde
etmek icin, Park’in calismasina benzer olarak, PEtOx blogu geleneksel kat-
yonik halka acilma polimerizasyonu ile (Sekil 4) ve dtiz PEI ise PEtOxun
kismi hidrolizi ile hazirlanmistir. Hedef polimer tiyol distilfit degisim reaksi-
yonu ile olusturulmustur. Polimer/DNA agirlik orani 1:2 olup, ortalama cap:
190 nm olan stabil polipleksler elde edilmistir. Poliplekslerin diistik toksisite
ve yuksek aktarim etkinligine sahip oldugu ortaya konmustur. Ayrica PEI
fragmentlerinin DNA baglama kapasitesinin hidroliz miktarinin artmasi ile
arttig1 tespit edilmistir. Bu polimerler, PEI ile kiyaslandiginda, HeLa hticre-
lerinin lusiferaz kodlayan plazmid DNA ile oldukga iyi aktarnldig: saptanmis-
tir (saf PEI'ye gore dustik sitotoksisite). Noniyonik/katyonik kopolimerlerin
toksisitesi dallanms ya da duiz PEI ile kiyaslandiginda oldukca zayif bulun-
musturs!,
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Katyonik halka a¢ilma polimerizasyonu ile PEtOx-b-LPEI sentezi®!

Benzer bir yaklasim da Breunig ve arkadaslan® tarafindan farklh uzun-
luktaki tiyol uc¢lu PMeOx'un redoks parcalanabilir PEI-SS-PEG blok kopo-
limerlerin bir ktitiphanesini olusturmak icin sentezlenmistir. Gen tasiyici
olarak yapi-6zellik iliskisi arastirnlmistir. Arastirmacilar, hemen hemen 3
kDa ya da daha fazla uzunlukta PEI ile noétr, siki ve stabil polipleksler elde
etmistir. Uzun PEI bloklan tasiyan poliplekslerin sitotoksisitesi, yliiksek mo-
lekiil agirhkli PEG kisimlan kullamilarak kismi olarak engellenmistir. Ilging
olarak, her iki blogu baglamak icin stabil baglayicilar kullanildiginda, po-
liplekslerin aktarim yetenegi kaybolmustur, bu durum aktarim islemi i¢in
gerekli PEG kisimlarinin hiicre icinde parcalandigim gostermistir.

Dustik sitotoksisite ve serum proteinlerine kars: stabilite gosteren polip-
lekslerin elde edilmesi icin farkh bir strateji Luhmann ve arkadaslan tara-
findan gelistirilmistir. Arastirmacilar yan zincirleri PMeOx ile kapl bir po-
li(L-lizin) (PLL) omurgas1 iceren (PLL-g-PMeOx) yapisim arastirmistir®®. Bu
materyaller daha 6nce kir tutmayan ytzeyler kapsaminda incelenmistir.
Calismada, PLL-g-PEG yapilarina benzer olarak, COS-7 hiucrelerinde %10
oraninda aktarim etkinligi elde edilmis ve PLL-g-PMeOx-DNA kondensatlar:
serum ve DNAz etkinligine karsi miikemmel bir stabilite gostermistir.

Grayson ve Cortez farkh olarak, proparjil baslangich ve azido uclu PE-
tOx’un halkasallastirilmasi ile halkasal PEI sentezlemistir. Dtiz PEI ile halka-
sal PEI'nin gen aktarim etkinlikleri acisindan 6énemli farklar elde edilmistir.
Halkasal PEI'nin dtiz PEI'ye gére daha uzun sistemik dolasim sergiledigi ve
dokular icinde daha ytliksek konsantrasyonda biriktigi belirtilmistir. Ayrica
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halkasal PEI genetik materyali daha iyi enkapstile etmektedir. Arastirmacilar
bunun sebebini, daha siki bir dairesel polikatyonun daha kti¢tik bir hidrodi-
namik hacimde olmasi ve yik yogunlugunda meydana gelen artis nedeniyle
paketleme ve gen aktarim yeteneginin ytiksek olmasina baglamislardir®.

iki bloklu POx materyallerinin yam sira Zhong ve arkadaslar tarafindan,
diistik molekiil agirlhikli PEI-PEG-PEI triblok kopolimerler PMeOx-PEG-PMe-
Ox polimeri 6ncultigiinde asit hidrolizi ile sentezlenmistir®*. PEG blogu, po-
limer/DNA polipleksinin kolloidal stabilitesini gelistirmek ve PET'nin sitotok-
sisitesini azaltmak ic¢in eklenmistir. Sentezlenen blok kopolimerler plazmid
DNA ile yiiksek yogunlasma ve etkilesim sergilemis ve bu polipleksler 100
nm’den kiictik boyutta elde edilmistir. Poliplekslerin aktarim etkinligi COS-7
ve birincil si181r endotel hiticreleri (BAECs)nde degerlendirilmis ve dallanmis
PEI polipleksleri ile kiyaslandiginda ytiksek gen aktarim etkinligi bulunmus-
tur. Yine bu blok kopolimerler diiz PEI/DNA polipleksleri ile kiyaslandiginda
BAECs hiicrelerine Lusiferaz genini 3 kat ytiksek aktivitede aktarmistir. Boy-
lece arastirmacilar PMeOx-PEG-PMeOx polimeri éncultigiinde asit hidrolizi
ile sentezlenen duiz PEI-PEG-PEI triblok kopolimerlerinin viral olmayan gen
tasiyici sistemler icerisinde yeni ilgi ¢ekici bir sinif oldugu belirtmislerdir.

Guis ve arkadaslan®, ytiksek molekiil agirlikli PEG-b-PEtOx-co-PMeOx
sentezlemislerdir. Bu yapimn sentezinde, makrobaslatici olarak tosilatlan-
mis PEG kullamlmis ve MetOx ve EtOx'un rastgele polimerizasyonu ile ger-
ceklestirilmistir. Sonrasmnda bu materyal, biiytik ditiz PEG-b-PEI polimeri
olusturmak i¢in alkali hidroliz yontemi ile hidroliz edilmistir.

Benzer bir yaklasim ile, Brissault ve arkadaslari®® amfifilik poli [(propilen
glikol)-blok-(2-metil-2-oksazolin)] (PMeOxz-PPG-PMeOxz) blok kopolimerleri-
ni iskelet kasina gen aktarimi icin ¢alismislardir. Arastirmacilar, daha énce
hazirlanan PEG-PPG-PEG blok kopolimerlerindeki PEG kisimlarimi daha
hidrofilik polimetiloksazolin zincirleri ile degistirmis ve yeni poli [(propilen
glikol)-blok-(2-metil-2-oksazolin)] PMeOxz-PPG-PMeOxz blok kopolimerleri-
nin sentezini ve karakterizasyonu yapmistir. In vivo gen aktarimi sonucla-
n plazmid DNA tasiyan kopolimerlerin ¢iplak DNA’ya gore kas icinde gen
transfer etkinliginin yaklasik 20 kat ytuksek oldugunu géstermistir. Bu so-
nuca gore Poli(2-oksazolin) lere dayali amfifilik ti¢ blok tabanl vektérlerin
gen tasmmasi icin ideal bir sistem olabilecegi belirtilmistir.

Polimerik metal kompleksleri tasiyic1 vektér olarak uygulama potansiyeli
ile cok fonksiyonlu materyaller olup gen tasmmasi gibi uygulamalarda kul-
lanilabilecek potansiyele sahiptir. Fraser ve arkadaslari®’, polimerik metal
kompleksi olusturmak icin Ru tris(bipiridin)-merkezli poli(2-etil-2-oksazolin)
(Ru PEOX)'in asit hidrolizi ile Rutenyum(lI) tris(bipiridine)-merkezli poli(e-
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tilenimin) (Ru PEI) sentezlemis ve yapmin DNA hapsetme ve gen aktarim
etkinligini incelemislerdirRu PEI(7900 Da) ve duiz PEI (L-PEI;22000 Da)’nin
DNA(5,4 kb) 'y1 N/P: 2 oraninda tamamen hapsettigi tayin edilmistir. LNCaP
prostat kanser hticrelerine Ru PEI ve L-PEI vektorleri kullamilarak yesil flo-
resans protein geni iceren plazmid karsilastirma yapabilmek i¢in aktarilmis-
tir. L-PEI'ye kiyasla Ru PEI'nin N/P: 48 oraninda gen aktarim etkinligi %50
olarak bulunmustur. Elde edilen sonuclara goére arastirmacilar bu model
calismanin gen tasima uygulamalarinda kullanilabilecegini belirtmistir.

Miseller ile ila¢ ve gen tasinmasi icin POx uygun bir tasiyici olarak kulla-
nilmaktadir. Hidrofilik POx'un biyouyumlu hidrofobik polimerler ile kombi-
nasyonu sonucu olusan POx miseller ila¢ ve gen tasmmasi icin uygun ma-
teryaller olarak belirtilmistir®°.

Hsiue ve arkadaslar1’, gen tedavisi icin amin ug¢ tasiyan bir gen tasiyici blok
kopolimer poli((2-etil-2-oksazolin)-ko-etilenimin)-blok-poli(2-etil-2-oksazo-
lin)(P(EOz/EI)-b-PEOzNH,) sentezlemisledir. Bu iki blok kopolimer plazmid
DNA ile yogunlasmakta ve cekirdek-kabuk yapisi ile miselleri olusturmak-
tadir. In vitro sitotoksisite calismalar1 HeLa hiticrelerinde blok kopolimerin
IC50 degerinin dallanmis PEI ile karsilastinldiginda yaklasik 10 kat(IC50 >
100pg/ml) yiiksek oldugunu gostermistir. Ayrica hidrofilik polimer PEOz'un
pH duyarhiligi, hiicresel alimdan sonra diistik pH'da (pH=5) DNA'nin polip-
leksden endozoma salimini saglamistir. Arastirmacilar in vitro gen aktarimi-
n1 lusiferaz geni tasiyan plazmid DNA ile HeLa hticrelerinde toplam protein
uretimine bagh olarak incelemis ve ¢iplak DNA(100 RLU/pg) ile kiyaslandi-
ginda poliplekslerin 750 RLU/pg ile yiiksek gen aktarimi sergiledigini goster-
mislerdir. Arastirmacilar olusan poliplekslerin sitotoksisite ve gen aktarim
etkinligi sonuclarina gére, bu blok kopolimerin gen tedavi uygulamalarinda
gen tasiyici olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Gaspar ve arkadaslari!® Poli (2-etil-2-oksazolin)’e dayali nanoboyutta ken-
diliginden ditizenlenen yeni bir amfifilik kopolimer (PEtOx)-PLA-g-PEI (PPP)
miseller sistem gelistirerek, minicircle DNA (mcDNA) vektérii ve mcDNA ile
Doksorubisin kemoterapétik ilacin birlikte tasinmasini hedeflemislerdir. Bu
kopolimerde hidrofilik kabuk icin PEG yerine biyouyumlu PEtOx kullaml-
mistir. Sonuclar bu miselplekslerin in vitro ve in vivo olmak tzere her iki
uygulamada da minicircleDNA’y1 ytiiksek etkinlikte aktardig: ve 6énemsiz sito-
toksisite gosterdigi belirtilmistir. Amfifilik misellerin dtistik kritik misel kon-
santrasyonu(1,63x102mg/mL) ve serumda yuiksek stabilite sergiledigi goste-
rilmistir. Miselplekslerin MCF-7 htuicrelerine alminin etkili oldugu ve kontrol
polimerine gore 2,7 kat daha fazla gen ifadesi gosterdigi tayin edilmistir.
Ayrica mcDNA ve Doksorubisinin birlikte tasinmasi ile diistik konsantras-
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yonlarda bile (100-200 pg/ml) yliksek aktarm etkinligi elde edilmis, %95
tizerinde hiicresel alim ve anti-timor aktivitesi oldukca ytiksek bulunmus-
tur. Arastirmacilar bu bulgular ile miselplekslerin yeni mcDNA vektorlerinin
tasmnmasi icin énemli bir potansiyele sahip oldugunu vurgulamistir.

Sonug ve Degerlendirme

Sentetik polimerler kapsaminda degerlendirilen Poli (2-oksazolin)lerin
gen tasima calismalarindaki klinik kullanimi ve gtivenilirligi adina 6zellik-
le polimer genomik ve immuinojenitesi ile ilgili daha fazla ¢calismaya ihtiyac
duyulmakla birlikte, eldeki veriler POx'un genel olarak genetik madde tasin-
masinda guvenilir bir malzeme olarak kabul edildigini gostermektedir. Gui-
numuzde sadece birkac¢ grup gen tasima etkinlikleri agisindan POx tabanlh
sistemleri arastirmistir. Umut verici ilk sonuclar ve POx’un zengin yapisal ve
kimyasal ¢ok yonlualtigti géz 6éntine alindiginda, bu durum yakin gelecekte
degisecegi duistintilmektedir. Calismalarin artmasi sonucu terapotik amach
POx kullanim1 yakin gelecekte PEG’in yerini alacak ve basarili gen tedavi
uygulamalarnda tercih sebebi olacag: timit edilmektedir.

Ozet

Gunumiuzde, sentetik polimerlerin ila¢ ve gen tasiyici sistem olarak kul-
lanimi artan bir hizla devam etmektedir. Bunlar arasinda, ytksek biyou-
yumluluk, gértinmezlik (stealth) etkisi, diistik ortalama molekuil dagilimai,
yuksek terapotik yanit, ila¢ ve gen tasima icin polimer u¢ gruplarina eklenen
fonksiyonel gruplar ile ytiiksek fonksiyonellik ve kimyasal yapimin kolay de-
gistirilebilmesi ile farkli molekuillerin tasinmasi gibi ¢ok yonltilik 6zellikle-
ri ile 2-oksazolinler gen tasiyici sistemler olarak umut verici materyallerdir
ve bu kapsamda yeni bir polimerik platform olusturmaktadirlar. Ozellikle
polimerik terapétik olarak POx, PEG ile esit diizeyde protein etkilesimi gos-
termesine ragmen, duistk spesifik olmayan organ birikimi gostermektedir.
Bununla birlikte kimyasal stabilitesi de PEG’e gore énemli 6l¢tide daha iyi-
dir. Gintimtizde kullanilan PEG’lenmis etkin maddelerin stirekli uygulan-
ma zorluklari, immiinolojik yanit olusturma, hizlandirilmis kan klerensi,
biyoparcalanir olmayis1 ve vicutta birikimi gibi dezavantajlarindan dolayz,
PEG yerine hidrofilik POx kullamimu iyi bir tercihtir. Son zamanlarda, etkin
madde tasiyic1 6zelliklerinin yam sira, gen tedavi uygulamalarmda da POx
polimerleri potansiyel bir alternatif olarak tartisilmaktadir. Gen tasinmasin-
da POxun kismi hidrolizi ile sentezlenen PEI'nin in vitro hticre kultiartinde
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dustik sitotoksisite ve yiiksek gen aktarim etkinligi sergilemesi ve DNA ile
sik1 kompleks olusturma ve polimer kondensasyon kapasitesinin gen akta-
rimi icin uygun olmasi gibi avantajlar nedeniyle gintimtizde arastirmacilar
tarafindan siklikla tercih edilmektedir.

Bu derlemede islevsel 6zellikleri ile Poli (2-oksazolin)ler ele alinmis ve gen
tasimadaki basarili uygulamalarina ornekler verilerek vektor olarak kulla-
nimlarimin avantajlan ile ilgili bilgilere yer verilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sentetik polimer, Poli (2-oksazolin), Gen tedavisi.

Summary

Nowadays, the use of synthetic polymers in drug and gene delivery appli-
cations continues at an accelerated rate. Among these, as gene delivery sys-
tem 2-oxazolines are promising materials with high biocompatibility, stealth
effect, lower average molecular weight distribution, higher therapeutic re-
sponse, higher functionalization with functional groups attached to the pol-
ymer end groups to drug and gene delivery and versatility features to deliver
the different molecules by changing easily the chemical structures and they
form a new polymeric platform. Especially as polymeric therapeutically POx,
although equally well protein interaction with PEG and shows low non-spe-
cific organ accumulation. However, the chemical stability is significantly
better than PEG. In addition, the use of POx instead of hydrophilic PEG is
a good option due to disadvantages as consistent application of currently
used PEGylated drugs, immunological response, accelerated blood clear-
ance, non-biodegradability and accumulation in the body. Recently, besides
active substance delivery properties, POx is also discussed as a potential
alternative in gene therapy applications. Recently, PEI synthesized by partial
hydrolysis of POx frequently choosen by researches for gene delivery applica-
tions because of its advantages, such as low cytotoxicity in cell culture and
higher gene transfection efficiency and also forming tight complex with DNA
and compatibility for condensation capacity to gene transfection.

In this review, the functional properties of poly (2-oxazoline) and their
advantages about use as a vector with succesful applications of gene delivery
were discussed.

Key words: Synthetic polymers, Poly(2-oxazoline), Gene therapy.



GEN TASINMASI iCIN OLASI BIR YAKLASIM; POLI (2-OKSAZOLIN) TABANLI VEKTORLER

10.

11.

12.

13.
14.

15.
16.

17.

18.

129

KAYNAKLAR

Kronek, J., Kronekova,” Z., Luston,” J., Paulovic’ova,” E., Paulovic ova,” L., Mendrek, B.,
In vitro bio-immunological and cytotoxicity studies of poly(2-oxazolines), J Mater Sci Mater
Med., 22,(7), 1725-34, 2011.

Fernandes, J., Qiu, X., Winnik, F,M., Benderdour, M., Zhang, X., Dai, K., Shi, Q., L inear
polyethylenimine produced by partial acid hydrolysis of poly(2-ethyl-2-oxazoline) for DNA
and siRNA delivery in vitro, International Journal of Nanomedicine, (8) 4091-4102, 2013.

Meredith A., Mintzer and Eric E. Simanek, Nonviral Vectors for Gene Delivery, Chem. Rev.,
109, 259-302, 2009.

Lin, C,P., Sung Y,C., Hsiue, G,H., Non-viral pH-sensitive Gene Carriers based on Poly((2-
ethyl-2-oxazoline)-co-ethylenimine)-block-Poly(2-ethyl-2-oxazoline): A Study of Gene
Release Behavior, Journal of Medical and Biological Engineering, 32(5): 365-372, 2011.
W. T. Godbey, K. K. Wu and A. G. Mikos, “Poly(ethylenimine) and its role in gene delivery,”
J. Control. Release, 60: 149-160, 1999.

Yue, Y., Wu, C., Progress and perspectives in developing polymeric vectors for in vitro gene
delivery, Biomater. Sci., ,1, 152-170, 2013.

Hsiue, G. H., Chiang, H. Z. and Wang, C. H, Novel pH-Sensitive gene carriers based on
diblock copolymers of poly(2-ethyl- 2-oxazoline) and linear polyethylenimine, Bioconjug.
Chem., 17, 781-786, 2006.

Wang, C.H., G.-H. Hsiue, Polymer-DNA hybrid nanoparticles based on folate-
polyethylenimine-block-poly(L-lactide), Bioconjug. Chem. 16 (2), 391-396, (2005).
Sedlacek, O., Monnery, B.D., Filippov, S.K., Hoogenboom, R., Hruby, M., Poly(2-Oxazoline)
s — Are They More Advantageous for Biomedical Applications Than Other Polymers?,
Macromolecular Rapid Communications, 33(19), 1648-1662, 2012.

Gaspar, V.M., Gongalves, C., Melo-Diogo, D., C. Costa, E., Queiroz, J.A., Pichon, Sousa, F.,
C., Correia L. J., Poly (2-ethyl-2-oxazoline)-PLA-g-PEI Amphiphilic Triblock Micelles for Co-
delivery of Minicircle DNA and Chemotherapeutics, Journal of Controlled Release, 2014.
doi: 10.1016/j.jconrel.2014.06.040

Ishida, T., Wang, X., Shimizu, T., Nawata, K.., Kiwada, H., PEGylated liposomes elicit an

anti-PEG IgM response in a T cell-independent manner, Journal of controlled release, 122,
349-355, 2007.

Bauer, M., Lautenschlaeger, C., Kempe, K., Tauhardt, L., Schubert, US., Fischer, D., Poly(2-
ethyl-2-oxazoline) as alternative for the stealth polymer poly(ethylene glycol): comparison of
in vitro cytotoxicity and hemocompatibility, Macromol Biosci., 12(7):986-98, 2012.

Schlaad, H., Hoogenboom, R., Special issue: poly(2-oxazoline)s and related pseudo-
polypeptides, Macromol Rapid Commun., 33, (19), 2012.

Adams, N., Schubert, US., Poly(2-oxazolines) in biological and biomedical application
contexts, Adv Drug Deliv Rev., 59, (15), 2007.

Hoogenboom, R., Schlaad, H., Bioinspired poly(2-oxazoline)s, Polymers, 3,(1), 2011.
Schlaad, H., Diehl, C., Gress, A., Meyer, M., Demirel, AL., Nur, Y., Poly(2-oxazoline)s as
smart bioinspired polymers, Macromol Rapid Commun., 31, (6), 2010.

Ladtke, K., Jordan, R., Hommes, P., Nuyken, O., Naumann, C.A., Lipopolymers from new
2-substituted-2-oxazolines for artificial cell membrane constructs, Macromol. Biosci. 5, (2005)

Bloksma, M. M., Schubert, U. S., Hoogenboom, R., Macromol. Rapid Commun. 2011, 32,
1419-1441.



130

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

HACETTEPE UNIVERSITY JOURNAL OF THE FACULTY OF PHARMACY

Zalipsky, S., Hansen, C.B., Oaks, J.M., Allen, T.M., Evaluation of blood clearance rates and
biodistribution of poly(2-oxazoline)-grafted liposomes, J. Pharm. Sci., 85, 133-137, (1996).

Konradi, R., Pidhatika, B., Muhlebach, A., Textor, M., Poly-2-methyl-2-oxazoline: A Peptide-
like Polymer for Protein-Repellent Surfaces, Langmuir 24613-616, (2008).

Naka, K., Nakamura, T., Ohki, A., Maeda, S., Aggregation behavior and interaction with
human serum albumin of 2-oxazoline block copolymers in aqueous solutions, Macromol.
Chem. Phys., 198, 101-116, (1997).

Gaertner, F.C., Luxenhofer, R., Blechert, B., Jordan, R., Essler, M., Synthesis, biodistribution
and excretion of radiolabeled poly(2-alkyl-2-oxazoline)s, J. Control. Release, 119, 291-300,
(2007).

Obeid, R., Scholz, C., Synthesis and self-assembly of well-defined poly(amino acid) end-
capped poly(ethylene glycol) and poly(2-methyl-2-oxazoline), Biomacromolecules, 12,
3797-3804, 2011.

Victor, R., Poly(2-oxazoline)s as materials for biomedical applications, J Mater Sci: Mater
Med., 2014.

Viegas, T. X., Bentley, M. D., Harris, J.M., Fang, Z., Yoon, K., Dizman, B., Weimer, R., Mero,
A., Pasut, G., Veronese, F. M., Polyoxazoline: Chemistry, Properties, and Applications in
Drug Delivery, Bioconjugate Chem., 22 (5), 976-986, 2011.

Bauer, M., Lautenschlaeger, C., Kempe, K., Tauhardt, L., Schubert, US., Fischer, D., Poly(2-
ethyl-2-oxazoline) as alternative for the stealth polymer poly(ethylene glycol): comparison of
in vitro cytotoxicity and hemocompatibility, Macromol Biosci., 12(7):986-98, 2012.
Luxenhofer, R., Sahay, G., Schulz, A., Alakhova, D., Bronich, TK., Jordan, R., Structure-
property relationship in cytotoxicity and cell uptake of poly(2-oxazoline) amphiphiles, J
Control Release,153(1):73-82, 2011.

Wang, X., Li, X., Li, Y., Zhou, Y., Fan, C., Li, W., Synthesis, characterization and
biocompatibility of poly(2-ethyl-2-oxazoline)-poly(D,L-lactide)-poly(2-ethyl-2-oxazoline)
hydrogels, Acta Biomater., 7(12)4149-59, 2011.

Konradi, R., Acikgoz, C., Textor, M., Polyoxazolines for nonfouling surface coatings—a direct
comparison to the gold standard PEG, Macromol Rapid Commun., 33(19), 1663-76, 2012.
Pidhatika, B., Rodenstein, M., Chen, Y., Rakhmatullina, E., Mu“hlebach, A., Acikgoz, C.,
Comparative stability studies of poly(2-methyl-2-oxazoline) and poly(ethylene glycol) brush
coatings, Biointerphases, 7(1):1-15, 2012.

Kempe, K., Vollrath, A., Schaefer, HW., Poehlmann, T.G., Biskup, C., Hoogenboom, R.,
Hornig, S., Schubert, U.S., Macromol Rapid Commun., 31:1869-1873 (2010).

Viegas, T.X., Bentley, M.D., Harris, J.M., Fang, Z., Yoon, K., Dizman, B., Weimer, R., Mero,
A., Pasut, G., Veronese, F.M., Polyoxazoline: chemistry, properties, and applications in
drug delivery, Bioconjug Chem., 22:976-986, 2011

Shah, R., Kronekova, Z., Zahoranova, A., Roller, L., Saha, N., Saha, P., Kronek, J., In
vitro study of partially hydrolyzed poly(2-ethyl-2-oxazolines) as materials for biomedical
applications, J Mater Sci Mater Med. ,(4):5485, 2015.

Lee, S.C., Kim, C., Kwon, I.C., Chung, H., Jeong, S.Y, Polymeric micelles of poly(2-ethyl-2-
oxazoline)-block-poly(caprolactone) copolymer as a carrier for paclitaxel, J. control. rel., 89:
437-446, (2003).

Warchol, J.F., Walton, C.D., Creping adhesives containing oxazoline polymer blends and
use in paper product applications, US 97-795911 (1998).



GEN TASINMASI iCIN OLASI BIR YAKLASIM; POLI (2-OKSAZOLIN) TABANLI VEKTORLER

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.
44.

45.

46.

47.
48.

49.

50.
51.

52.

53.

54.

131

Frechet, J.M.J., Yui, K., Polymerizable polyoxazolines and hyperbranched polymers
prepared them, US 96-660684 (1997).

Brinkhuis, R.H.G., Hyperbranched ester-oxazoline polymers as binders for coatings, inks
and adhesives, WO 2002-EP13898 (2003)

Ma, S.-H., Rodriguez-Parada, J.N., Preparation of block copolymers of oxazolines and/or
oxazines and their use in ink-jet inks as pigment dispersants, US 97-963839 (1998).
Ansari, A.M., Scaria, P.V., Woodle, M.C., Polymers for delivering peptides and small
molecules in vivo, WO 2003-US2710 (2003).

Farkas, P,, Korcova, J., Kronek, J., Bystricky, S., Preparation of synthetic polyoxazoline
based carrier and Vibrio cholerae O-specific polysaccharide conjugate vaccine, Eur. j. med.
chem., 45: 795-799, (2010).

Korcova, J., Machova, E., Farkas, P., Bystricky, S., Immunomodulative properties of
conjugates composed of detoxified lipopolysaccharide and capsular polysaccharide of
Vibrio cholerae 0135 bound to BSA-protein carrier, Biologia, 65: 768-775, (2010).
Thomas, M., Lu, J.J., Ge, Q., Zhang, C.C., Cheng, J.Z, Klibanov, A.M., Full deacylation of
polyethylenimine dramatically boots its gene delivery efficiency and specifity to Mouse lung,
Proc. nat. acad. sci. USA, 102: 5679-5684, (2005).

Mulligan, R.C., The basic science of gene therapy, Science 260, 926-932, 1993.

Verma, I. M., & Somia, N., Gene therapy—promises, problems and rospects, Nature, 389,
239-242, (1997).

Pack, D. W., Hoffman, A., Pun, S., & Stayton, P. S., Design and development of polymers
for gene delivery, Nat Rev Drug Discov., 4,581-593, (2005).

Wong, S.Y., Pelet, J.M., Putnam, D., Polymer systems for gene delivery—past, present, and
future, Prog Polym Sci., 32(8-9):799-837, 2007.

Felgner, P.L., Rhodes, G., Gene therapeutics, Nature, 24: 351-352, 1991.

Ward, C. M., Read, M. L., & Seymour, L. W., Systemic circulation of poly(L-lysine)/DNA
vectors is influenced by polycation molecular weight and type of DNA: differential circulation
in mice and rats and the implications for human gene therapy, Blood 97, 2221-2229, 2001.
Jeong, J.H., Song, S.H., Lim, D.W., Lee, H., Park, T.G., DNA transfection using linear
poly(ethylenimine) prepared by controlled acid hydrolysis of poly(2-ethyl-2-oxazoline), J
Control Release.;73(2-3):391-9,2001.

Felgner, P.L., Rhodes, G., Gene therapeutics, Nature, 24: 351-352, 1991.

Hsiue, G.H., Chiang, H.Z., Wang, C.H., Juang, T.M., Nonviral gene carriers based on diblock
copolymers of poly(2-ethyl-2-oxazoline) and linear polyethylenimine. Bioconjug. chem. 17:
781-786(2006).

Halacheva, S., Price, G.J., Garamus, V.M., Effect of Temperature and Polymer Composition
upon the Aqueous Solution Properties of Comblike Linear Poly(ethyleneimine)/Poly(2-ethyl-
2-oxazoline)-Based Polymers, Macromolecules, 44: 7394-7404, (2011).

Von Erlach, T,, Zwicker, S., Pidhatika, B., Konradi, R., Textor, M., Hall, H., Luhmann, T.,
Formation and characterization of DNA-polymer-condensates based on poly(2-methyl-2-
oxazoline) grafted poly(L-lysine) for non-viral delivery of therapeutic DNA, Biomaterials, 32:
5291-5303, (2011).

Kabanov, A.V., Batrakova, E.V., Alakhov, V.Y., Adv Drug Deliv Rev., 54:759-779, 2002.



132

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

HACETTEPE UNIVERSITY JOURNAL OF THE FACULTY OF PHARMACY

Lin, J.; Qiu, S.; Lewis, K.; Klibanov, A.M. Bactericidal Properties of Flat Surfaces and
Nanoparticles Derivatized with Alkylated Polyethylenimines. Biotechnol. Prog., 18, 1082-
1086, 2002.

Jeong, J.H., Song, S.H., Lim, D.W., Lee, H., Park, T.G., DNA transfection using linear
poly(ethylenimine) prepared by controlled acid hydrolysis of poly(2-ethyl-2-oxazoline), J.
Control. Release, 73, (2-3) 391-399, 2001.

Abdalla, B., Hassan, A., Goula, D., Benoist, C., Behr, J.P., Demeneix, B., A powerful non-
viral vector for in vivo gene transfer in the adult mammalian brian: polyethyleneimine,
Hum. Gene Ther.,7, 1947-1954, 1996.

Bertrand, J.R., Pottier, M., Vekris, A., Opolon, P., Maksimenko, A., Malvy, C., Comparison
of antisense oligonucleotides and siRNAs in cell culture and in vivo, Biochem. Biophys. Res.
Commun., 296, 1000-1004, 2002.

Chen, P., Edelman, J.D., Gharib, S.A., Comparative Evaluation of miRNA Expression
between in Vitro and in VivoAirway Epithelium Demonstrates Widespread Differences, Am
J Pathol., 183(5), 1405-1410, 2013.

Wang, C.H., Hsiue, G.H., Polymer-DNA hybrid nanoparticles based on folate-
polyethylenimine-block-poly(L-lactide), Bioconjug Chem., 16(2):391-6, 2005.

Bauhuber S, Liebl R, Tomasetti L, Rachel R, Goepferich A, Breunig M. A library of strictly
linear poly(ethylene glycol)-poly(ethylene imine) diblock copolymers to perform structure-
function relationship of non-viral gene carriers. J Control Release. 162(2):446-55, 2012.

Von Erlach, T,, Zwicker, S., Pidhatika, B., Konradi, R., Textor, M., Hall, H., Luhmann,
T., gaspar and characterization of DNA-polymer-condensates based on poly(2-methyl-2-
oxazoline) grafted poly(L-lysine) for non-viral delivery of therapeutic DNA, Biomaterials, 32:
5291-5303, 2011.

Grayson, S.M., Cortez, M., inventors; Polyplex Gene Delivery Vectors, International Patent
WO 2011/116371, 2011.

Zhong, Z., Feijen, J., Lok, M.C., Hennink, W.E., Christensen, L.V., Yockman, J.W., Kim,
Y.-H., Kim, S.W., Low molecular weight linear poly (ethyleneimine)-b-poly(ethylene glycol)-
b-poly(ethyleneimine) triblock copolymers: synthesis, characterization and in vitro gene
transfer properties, Biomacromolecules 6 (6) 3440-3448, 2005.

Brissault, B., Kichler, A., Leborgne, C., Danos, O., Cheradame, H., Gau, J., Auvray, L.,
Guis, C., Synthesis, characterization and gene transfer application of poly(ethylene glycol-
b-ethylenimine) with high molar mass polyamine block, Biomacromolecules, 7, (10) 2863—
2870, 2006.

Brissault, B., Kichler, A., Leborgne, C., Jarroux, N., Cheradame, H., Guis, C., Amphiphilic
polyl(propylene glycol)-block-(2-methyl-2-oxazoine)] copolymers for gene transfer in skeletal
muscle, ChemMedChem., 2: 1202-1207, 2007.

Fiore, G.L., Edwards, J.M., Payne, S..J., Klinkenberg, J.L., Gioeli, D.G., Demas, J.N.,
Fraser C.L., Ruthenium(Il) Tris(bipyridine)-Centered Poly(ethylenimine) for Gene Delivery,
Biomacromolecules, 8, 2829-2835, 2007.




<<
  /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


