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e Kitosan, B- (1,4)-bagl N-asetil-glukozamin
birimlerinden olusan dogrusal bir

homopolimerdir.

e Kabuklularin ve bocek dis iskeletlerinin yani
sira  bazi bakteri ve mantar hicre
duvarlarinda yaygin olarak bulunan glikoz
bazli dallanmamis bir polisakkarit olan kitinin
temel deasetilasyonundan elde edilen

kismen deasetillenmis bir polimerdir. /
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Kitosan

e Kitinden kitosan Uretilmesi iki sekilde olabilir:
1. Alkali ortamda deasitilasyon
2. Kitin deasetilaz tarafindan enzimatik hidroliz

* Kitin selilozun ardindan dogada en cok bulunan yenilenebilir

biyomalzemedir




Kitosan

* Kitosan pek cok dnemli biyolojik 6zellik gosterebilen bir polimerdir
* Non-toksik

* Bozunabilir

* Biyouyumlu

* Muko-adeziv

e Imminostimilan

* Antitimoral ve antimikrobial etkinlik



Non-toxic Antimicrobial

_OH

Anti- n

inflammatory Biocompatible

Biodegradable




Biyobozunurluk

* Kitosanin biyobozunur yapisi yapilan in vitro ve in vivo calismalarla

kanitlanmistir.

* Bir polimer olan kitosan viicut icerisinde enzimatik reaksiyonlarla bir

cok monomerine ayrilabilir.

e Kitosan polimerinin ve monomerlerin herhangi bir yan etkiyve neden

olmadan vicut hiicreleriyle etkilesebildikleri gosterilmistir.




e Kitosan vicutta kolesterol absorpsiyonunu
azaltarak ve zincir oksidasyon proseslerini
bozup serbest radikallerin Uretilmesine
neden olarak antimikrobiyal 6zellik gdsterir

e Kitosan ve kitosan tlrevi biyomalzemelerin
antimikrobiyal ve antikanser etkileri pek cok
faktore bagli olarak degisebilir:

Antimikrobiyal

etkinlik

* Deasetilasyon derecesi

* Molekiiler agirlik

* pH

* Metal katyonlarin varhigi
* Mikroorganizma turu /




» Kitosan temelli nanopartikiller apoptoz yoluyla

tumor hucresi gelisimini inhibe edebilir

Antikanser
Etkinlik

e Kitosan temelli nanopartikuller yiksek seviyede
artmis gecirgenlik ve alikonma (EPR) etkisi

gosterir

e 100-200 nm  boyutundaki nanopartikuller

reseptor aracili endositoz, yoluyla,

 Daha buyuk partikiller fagositoz yoluyla timor

hiicrelerine giris yapar
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Kitosanin Antimikrobiyal Etki Mekanizmalari

* En cok kabul gbéren hipotez glukozaminin pozitif yukld amin

gruplarinin bakterinin negatif ytkli ylizeyi etkilesime girmesi,

e Intraseliiler bilesenlerin hiicre disina cikmasi ile hiicre dlimiiniin

gerceklesmesidir.




* Bir diger ihtimal kitosan nanopartikiillerinin

DNA’'yva baglanip mRNA sentezini inhibe
Kitosanin etmesidir.

Antimikrobiyal

Etkl * Echerichia coli ile yapilan bir calismada, konfokal
Mekanlzmalarl mikroskop altinda bakteri icerisinde kito-

oligomerlerin  olustugu ve bunun DNA

transkripsiyonunu engelledigi gosterilmistir



Kitosanin Antimikrobiyal
Etki Mekanizmalari

* Bir diger alternatif; kitosan nanopartikullerinin

bakteriler icin hayati Ooneme sahip metallere

tutunarak mikrobiyal bluyimeyi durdurma

olasiligidir.

 Kitosan cok giicli bir metal baglayicidir. Ozellikle

amino gruplari metallerle etkilesime girer

Amino gruplarin Ca?* ve Mg?* gibi divalent iyonlarla
baglanti kurmasi mikroorganizmanin hucre duvari
sentezini engellerken toksinlerin olusmasina da

neden olarak hlicre biyimesini durdurur.



Kitosanin Antimikrobiyal
Etki Mekanizmalari

e Dordlncu hipotez ise kitosanin
oksijen ve besinlerin hicre
icerisine girmesini engelleyici bir
ajan olarak gorev yapmasidir.

* Besin ve oksijenden

yararlanamayacak bakterilerde

hicre o6lumu gozlenir
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Gram negative Gram positive




Recent studies of various hypotheses on the mechanism of chitosan antimicrobial action.

Antimicrobial
Findings
Mechanism

o The interaction between positively-charged chitosan molecules and negatively
charged microbial cell membranes leads to leakage of intracellular constituents

.. 16,17
Polycationic nature of 116,171

chitosan o The binding neutralizes and reverses the surface charge of bacteria

¢ Cationic groups increase E. coli membrane permeability and membrane lysis

(18]

¢ Binding to bacterial DNA leads to inhibition of mRNA and consequently

protein synthesis
e The low molecular weight (<50 kDa) chitosan and nano-sized particles can
Binding to bacterial penetrate the bacteria cell wall and inhibit DNA transcription [14]
DNA (inhibition of
mRNA) ¢ Binding of chitosan to bacterial DNA was commonly investigated for gene
delivery [19]

¢ The mechanism of DNA binding ability and its antimicrobial activity are not

yet fully understood

o Chitosan selectively binds essential metals and thereby inhibits microbial

growth and the production of toxins [20]
Chelation agent ¢ Higher inhibitory efficiency at high pH where positive ions are bonded to

(nutrients and essential chitosan

metals)
o Activates defense processes in host tissue [17]

e Acts as a water-binding agent that inhibits several enzymes [21]



Antimikrobiyal
Ftkinligi
Ftkileyen
~aktorler

pH
e Ortamin pH’st  kitosan ve kitosan

tirevlerinin antimikrobiyal aktivitesini

etkileyen en onemli faktorlerden biridir.

e Kitosan antimikrobiyal etkinligini sadece
asidik pH (pH 2 6.5) kosullarinda

gosterebilir

 Cinkii daha vyuksek pH’larda dusuk

cozuinurliige sahiptir




Antimikrobiyal
Ftkinlig
Ftkileyen
-aktorler

Bunun nedeninin amino gruplarin cogunun 7 civari
pH’da ylkstz hale gelmesi ile ilgili oldugu
dislinilmektedir.

Bunun engellenmesi ve ¢ozindrligin arttirilmasi
icin kitosanlar sistematik olarak modifiye edilerek
kitosan tlirevleri olusturulur

Kitosan monomerleri yuzeylerinde Ug¢ reaktif
fonksiyonel grup bulundurmaktadir.

Bunlar farkh kimyasal gruplarla reaksiyona girerek
kitosan tlirevlerini olusturabilir



I Yapisal Faktorler

Dusuik molekuler agirlik
Boyut

Konformasyon kitosanin antimikrobiyal

etkinligini degistirebilen yapisal faktorlerdir.

Klicuk zincirlerin hareketliligi, iyonik

etkilesimleri daha fazla oldugundan, buyuk

molekiilere kiyasla membran yiizeylerine

daha etkili bir baglanma gerceklestirirler




Yapisal Faktorler

* Yapilan bir calismada 470 kDa’dan daha klucluk molekuler agirhiga sahip
bilesenlerin gram pozitif ve gram negatif bakteriler Uzerinde daha fazla

antibakteriyal etkinlik gdsterdigi tespit edilmistir.

* Bir baska calismada de-asetilasyon orani %81 olan kitosanin %62 olan kitosana

gore antibakteriyal etkinliginin daha ylksek oldugu bulunmustur.

e Bunun nedeni deasitilasyon orani ylikseldikce yilizeyde daha fazla pozitif yukli

amino grubunun olusmasinin antibakteriyal etkinligi tetiklemesi olabilir.




* Kitosan turevleri farkh kimyasal
modifikasyonlarla olusturulabilir:

* Acilleme
. * Alkilleme
K.l.tosan : e Sulfatlama
Turevleri e Hidroksilleme

* Kuaternizasyon
e Esterifikasyon
* Graft kopolimerizasyon




 Kitosanin yuzeylere yapisma kabiliyeti en 6nemli

ozelliklerinden birisidir.

* Bu 0Ozellik hem molekullerin mukozal vyol

kullanilarak tasinmasina hem de mukus

T tabakasina tutunamayan molekillerin
Mukoadeziflik Y
absorblanabilmesine katkida bulunur.

* Ornegin kitosan birarada bulundugu

polimerlerin vyapiskanligini arttirarak siki

epitelyal baglantilarin __acilmasina _katkida

bulunur. /
P 4




* Koagulasyon calismalarinda kitosan kullaniimaktadir.

e Kan plateletleri ile kitosanin amino gruplarinin etkilesimi
yara iyilesme slrecini arttirabilir.

 Bir yara ortusu olarak kitosanin pek cok 6nemli 6zelligi
bulunmaktadir:

I Kan uyum lul ugu » Kemo-atraksiyon
* Makrofaj ve notrofil aktivasyonu
* Granulasyon dokusunun olusumu
* Re-epitelizasyon

* Kiiglik skar olusumu

Antibakteriyal etkinlik bunlardan bazilaridir.
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e Kitosanin  alkillenmesi amino  gruplari
tuzerinden olur ve  N-alkillenmis kitosan
tlrevleri olusur

 Hemoliz ve toksisite calismalari N-alkillenmis
kitosan turevlerinin iyi bir biyouyumluluk
gosterdigini ortaya cikarmistir.

Kitosan  Modifiye olmayan kitosana gore daha fazla
hemostaz gosterirler.

Alkillenmis

e Alkil  gruplarinin  eklenmesiyle kitosan
molekiilleri arasindaki hidrojen baglarinin
sayisi azalir ve suda ¢oziinuirlik artar /
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* —-NH, and —-OH gruplari organik asit
anhidritlerle veya organik asit kloritlerle
ester veya amid reaksiyonlari

gerceklestirir

Acillenmis Kitosan
* Acillenmis kitosanin suda ve organik

cozucude cozunurligtu farkli molekuler
agirhga sahip yaglarin veya aromatik acil
gruplarinin eklenmesiyle ciddi sekilde

artmaktadir.



Karboksillenmis Kitosan

Kitosan farkli kosullarda monokloroasetik asid ile

etkileserek karboksimetil kitosan olusturabilir.

Karboksimetil kitosanin sudaki ¢ozinGrlGgu

karboksilasyon isleminin derecesi ile alakalidir.

Karboksillenme yalnizca kitosanin ¢ozinarlagin
arttirmaz ayni zamanda —NH, ve —COOH gruplari

iceren amfifilik kitosan tirevlerini de olusturur.

Bu tlrevler film olusturma, nem absorpsiyonu,
antibakteriyal, antioksidan ve pek cok biyolojik

ozellik gosterebilirler
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Yara Ortlleri

e Yara iyilesmesi hemostaz, enflamasyon,
goc, proliferasyon ve yeniden
sekillenmeyi iceren oldukca karisik bir
islemler butunadar.

e Antimikrobiyal yara ortulerinin
gelistirilmesi oldukca 6nemlidir

 Kitosan hem kendisi antimikrobiyal
etkinlik gosterirken hem de
antimikrobiyal bilesenleri yara
bolgesine tasiyabilir.




The Skin Layers

Hair shaft

Pore

Dermal papillae

(papillary layer

Epidermis — of dermis)
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Wound classification according to
depth of the wound




Wound classification according to healing
duration

ACUTE Recent wound

which has yet to progress
through the sequential
stages of healing

CH RON |C Wound that

has arrested in one of the
wound healing stages usually
inflammatory phase




Maximum response

INFLAMMATION CELL PROLIFERATION AND MATRIX REMODELLING
MATRIX DEPOSITION

» Fibroplasia
» Angiogenesis

Re-epitheliazation
Extracellular matrix synthesis
+ Extracellular
matrix synthesis
« Degradation
« Granulocyte Remodelling
« Phagocyfosi « T Tensile
strength
« | Cellularity
« Bleeding « | Vascularity
. oagulation
« /Platelet
Activation
«/ Complement Macrophage
Activation + Cytokines
f f 1 f t T >
0.1 0.3 1 3 10 30 100 300

DAYS AFTER WOUNDING (log scale)



Normal sequence of wound healing

Phases of wound healing

Maturation & Remodeling

Proliferation

Inflammation
. Hemostasis
Days Weeks Months
o el
‘ fibroblasts
lymphocytes
macrophages

thrombocytes ‘ \ |

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 10 13 14 15




Antibacterial protection

Prevent the bactenal
colonzation
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e Kitosan modifiye edilerek asimetrik porlu
skaffoldlari, hidrojelleri, membranlari ve

filmleri olusturabilir.

Kitosan Yara

* Bu tir modifikasyonlar toksik degildir.

Ortiler;

* Hidrojeller yapisinda yiiksek kapasite ile su

tutar. Bu da yarali bolgenin hemlenmesine '

yardimci olur. /
> 4




Kitosan Yara
Ortuleri

* Hidrojellerin sisme o6zellikleri biyomedikal
uygulamalar 6ncesinde detayli olarak
incelenmelidir.

* En buyuk dezavantajlari; disuk mekanik
ozellikleridir.

e |[kinci bir orti ile takviye edilmeleri gerekebilir.




 Kitosan stingerleri cok fazla porlu yapi icerir
ve sisme Ozellikleri vardir.

* Yarali doku icin 6nemli bir matriks gorevi

Kitosan Yara gorebilir.

Ort[] leri * Tek dezavantajlari deri dokusunda islanarak
yumusama ihtimalleridir.

* Bu nedenle Gc¢lincl derece yaralanmalar icin
kullaniimazlar. '

/
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Kitosan Yara OrtUleri

* Kitosan Filmler bakteri gecisine
karsi direncli olmali ve terapdtik

etkinlik gostermelidirler

* Bu filmler yara bolgesine yapisir ve
eksudanin  birikmesine  neden

olabilirler.



e Kitosan membranlar yara ortist olarak en

uygun bilesenlerdendir.

Kitosan Yara * 3 boyutlu matriks yapisini harika bir bicimde
Ortuleri taklit edebilirler

* Yiuksek ylizey alani/hacim oranlari besin akisini

ve hucre proliferasyonunu saglar

/
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Kitos.z.an Yara
Ortuleri

e Kitosan bazli antimikrobiyal vyara ortuleri

antibiyotiklerle  (ciprofloxacin, = gentamicin,
sulfadiazine or tetracycline), metalik
antimikrobiyal partikillerle (nAg, nCu, nZnO and
nTiO,) veya dogal bitki bilesenleri ve
ekstraktlarla (Juglena regia, Salix
alba yapraklari, honey, Aloe vera vb) modifiye

edilebilir



Recent chitosan-based wound dressings prepared either as native chitosan or modified and
formulated with other antimicrobial substances.

Type Findings Tested Microorganisms Ref.
Native Chitosan-Based Biomaterials
, Excellent cell growth and Escherichia coli,
Chitosan/PVA/starch Membrane ) ) [84]
proliferation Staphylococcus aureus
Chitosan/B-cyclodextrin Controlled swelling and drug Staphylococcus aureus,
Sponge . [85]
polymer delivery Escherichia coli
. Pseudomonas aeruginosa,
. Superb antifungal and
Chitosan Hydrogel . _ Escherichia coli, [86]
antimicrobial effects
Fusarium solani
. Epithelialization rate was Pseudomonas aeruginosa,
Chitosan Membrane _ [58]
increased Staphylococcus aureus
Chitosan/PVP/nano- ) In vitro wound dressing
Film o o Staphylococcus aureus [87]
cellulose application was significant
. . _ 80% degrees of deacetylation
Chitosan-distamycin ) _ )
Films were optimal for eluting Staphylococcus aureus [88]

and vancomycin L
antibiotics




* Toksik degil
Kitosan Bazl * Biyouyumlu

llac Tasima - Biyobozunur

Sistemleri * Biyoaktif
* Mukoadhezif




Kitosan Bazli

[EIRENIE
Sistemleri

 Kitosan bazli tasiyici sistemler lizozim, kitosanaz
gibi vicut ici enzimler tarafindan parcalanir viicut
tarafindan absorbe edilir.

 Amino ve hidroksil gruplari kullanilarak kitosan
turevleri elde edilebilir.

e Bu turevler cozunurligu arttirirken, fonksiyonel
proteinlere affiniteyi de arttirarak
hedeflendirmelerine katkida bulunurlar e



* (1) biyouyumluluk ve ve biyoaktif
bilesenlerle etkilesim

KItOSa n Bazl * (2) stabil olmayan ilaclari gastric asitten ve
||a(; Ta§| Ma kan proteinlerinden koruma

Sistemlerinin * (3) mukozal dokulara yapisma

: * (4) elektrostatik etkilesim ile DNA gibi
Ava ﬂtaj la [ biyomakromolekdllerle baglanabilme

* (5) kolon bolgesine hedeflendirilebilme '

/
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Merkezi Sinir Sistemi
Hastaliklarinda Kitosan

* Kitosan nanopartikllleri Kan Beyin
Bariyerini (KBB) asarak ilaclarin
istenen dokuya ulasmasini
saglayabilir.

* Boylece Alzheimer, Parkinson,
Epilepsi gibi merkezi sinir sistemini
etkileyen cesitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilir



Brain drug delivery




Nazal Yoldan

Uygulama

* Nazal tasima ilaclarin kan dolasimina nazal
kavitede biriktikten sonra girmesine neden
olur.

 Yapilan calismalar nazal uygulamanin KBB
asmak icin daha kullanish bir yol oldugunu
gostermektedir.



* Kitosan nazal yoldan uygulandiginda nazal
, mukozal membrana siki bir bicimde
Kitosan- baglanarak alikonma stresini arttirabilir

Nazal * Mukoz tabakadaki sillerin temizleme etkinligi
bu sekilde azaltilabilir.

Uygulama

* Ayni zamanda hidrofobik ilaclarin ¢céziinme
miktarini arttirabilirler

/
7




* Nasal formulations with the presence of chitosan or its derivatives
were prepared as anti-ischemic drugs, anti-Alzheimer’s drugs,
anxiolytic drugs, anti-Parkinson’s drugs, antimigraine drugs, anti-
neurodegenerative drugs, antibiotic drugs, anti-nociceptive drugs,
antiepileptic drugs and anti-HIV drugs. They have many advantages
over liquid preparations: e.g., they are easy to handle, can be used as
carriers for protein or other unstable drugs and provide a lengthy
residence time of the drug in the nasal cavity. Chitosan may be used

in its unmodified form or in the form of chitosan salts or chitosan
derivatives.
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ABSTRACT

Epilepsy is considered as a common and diverse set of chronic neurological disorders and
its symptoms can be controlled by antiepileptic drugs (AEDs). The presence of p-glycoprotein
and multi-drug resistance transporters in the blood-brain barrier could prevent the entry
of AEDs into the brain, causing drug resistant epilepsy. To overcome this problem, we propose
using carboxymethyl chitosan nanoparticles as a carrier to deliver carbamazepine (CBZ) intra-
nasally with the purpose to bypass the blood-brain barrier thus to enhance the brain drug
concentration and the treatment efficacy. Results so far indicate that the developed CBZ-
NPs have small particle size (218.76 + 2.41 nm) with high drug loading (around 35%) and high
entrapment efficiency (around 80%). The in vitro release profiles of CBZ from the NPs are in
accordance with the Korsmeyer-peppas model. The in vivo results show that both encap-
sulation of CBZ in nanoparticles and the nasal route determined the enhancement of the

drug bioavailability and brain targeting characteristics.
© 2018 Shenyang Pharmaceutical University. Production and hosting by Elsevier B.V. This
is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/
licenses/by-nc-nd/4.0/).
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N,N,N-trimethyl chitosan modified flaxseed oil based mucoadhesive 3
neuronanoemulsions for direct nose to brain drug delivery
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Am'df? history: Here we fabricated flaxseed oil-based neuronanoemulsions (NNEs) which were further surface-modified with a
Received 2 August 2018 mucoadhesive polymer, N,N,N-trimethyl chitosan (TMC) to form mucoadhesive neuronanoemulsions (mNNEs).
Received in revised form 30 August 2018 The NNEs were loaded with high partitioning ropinirole-dextran sulfate (ROPI-DS) nanoplex and fabricated

Accepted 5 September 2018

Available online 8 September 2018 using hot high-pressure homogenization (HPH) technique. NNEs were optimized using Central Composite ex-

perimental design. TMC modified mNNE have not been prepared yet for direct nose to brain drug delivery.
Here, an objective to provide controlled drug release with prolonged residence on the nasal mucosa for the treat-

Keywords:

N,N,N-trimethyl chitosan ment of Parkinson's disease (PD) is at prime consideration. Enhanced brain targeting through BBB bypass drug
Flaxseed oil delivery, improved therapeutic efficacy through enhanced retention of mNNE formulation over nasal mucosal
Neuronanoemulsions membrane, reduced dose and frequency of administration, and safety were further expected outcomes of this ex-
Mucoadhesion periment. The mNNE formulation was subjected to 6 month stability assessment. The mNNE formulation was ad-
Nose to brain delivery ministered to the Swiss albino mice model via intranasal route and both, the plasma and brain pharmacokinetics
Parkinson's disease were estimated. The in vivo studies performed on mice exhibited high brain targeting efficiency of mNNE formu-

lation through nose to brain delivery via olfactory pathway. The prepared intranasal mNNEs could be on the

clinics, if investigated more for behavioral and neurotoxicity studies.
© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Fig. 4. Optical light photomicrographs of histological sections of excised cattle nasal mucosa [scale bar: 10 um, magnification: 400x], (a) untreated control nasal mucosa, (b) nasal mucosa
treated with NNEs, and (c) mNNEs [sample treatment includes application of 100 pL of suspension of NNE and mNNE formulations for 2 h; black arrow indicates mucus layer and yellow
arrow indicates goblet cells].
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Fig. 5. (a) Plasma concentrations vs. time profile of ROPI PDS and mNNE formulations after intranasal and intravenous administration. (b) Brain concentrations vs. time profile of ROPI PDS and
mNNE formulations after intranasal and intravenous administration, and (c) the brain-blood ratio of ROPI PDS (i.n.), mNNEs (i.n.), and mNNEs (i.v.) formulations in Swiss albino mice model.



