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ABSTRACT 

In the current era of multi-drug resistance, the conventional antibiotics are proving inefficient 

in the treatment of serious life-threatening infections along with their debilitating side-effects 

and development of resistance. To tackle this major challenge, alternative therapeutic 

compounds are required and membrane active peptides (MAPs) are one such group of 

therapeutics that have gained attention due to their ability to interact with various biological 

membranes in both disruptive and non-disruptive manner. Concomitantly, the inability of 

pathogens to mutate their membrane components as frequently in response to MAPs, keeps 

the spread of antimicrobial resistance (AMR) under check. Two major classes of MAPs, namely 

cell penetrating peptides (CPPs) and antimicrobial peptides (AMPs) have been extensively 

studied and employed in therapeutics as drug delivery vectors and antimicrobial agents 

respectively. MAPs from marine organisms were chosen for this study because of their 

uniqueness and biochemical diversity that can be utilized for development of better peptide 

therapeutics with multi-functional properties. 

The present thesis addresses the antimicrobial, anti-biofilm, cell penetrating and other 

functions of marine and toxin derived CPPs and AMPs along with elucidation of their 

mechanisms of action. It is hypothesized that the peptides used in this study will prove to be 

effective and multi-functional in their bioactivity with distinct mechanisms of action that can be 

utilized for the development of better peptide therapeutics.  

The research questions targeted in the first objective of the study were: How the marine 

derived peptide Tachyplesin and snake-toxin derived peptide CyLoP-1 will fare as an anti-

mycobacterial peptide? What will be the role of cysteine and arginine residues in imparting 

antimicrobial and cell penetrating activity to these peptides? What will be their mechanisms to 

inhibit or kill mycobacterium cells? Will they be able to enter macrophage cells infected with 

mycobacterium and kill the intracellular pathogen without disturbing the host cell? Will these 

peptides would also be able to inhibit or eradicate mycobacterium biofilms? To answer these 

questions, antimicrobial and cell culture based studies and assays were performed. For 

determination of anti-mycobacterial and anti-biofilm activity of peptides, minimum inhibitory 
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concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC), time-kill kinetics, co-culture 

and crystal violet assays were employed. Further, the mechanistic insights were gained by 

utilizing various microscopy and membrane-based assays such as transmission electron 

microscopy (TEM), membrane integrity and membrane depolarization assays. Intracellular 

reactive oxygen species (ROS) production was determined using fluorescent dye. The major 

outcomes of this objective were potent anti-mycobacterial and anti-biofilm activity of both the 

peptides with the ability to kill intracellular mycobacteria as well. Cysteine and arginine 

residues proved to be crucial for cell penetrating and anti-mycobacterial activity of both the 

peptides. Tachyplesin mainly followed membranolytic pathway whereas, CyLoP-1 employed 

intracellular ROS production as the mechanism to kill mycobacterium cells.  

The research questions to be addressed in the second objective were: How to design a novel 

CPP from marine antimicrobial peptide and improve its functionality? What will be the overall 

bioactivity and toxicity profile of the novel peptides and will they be suitable candidates for 

further drug development pipeline? These research questions were answered using various in 

silico and in vitro techniques. In this direction, a novel peptide from marine AMP clavanin was 

designed in silico and an immunomodulatory sequence was added to its C-terminal. The 

peptides were named clavanin derived peptides (CDPs) with 3 variants - CDP-1 (with 

immunomodulatory sequence), CDP-2 (without immunomodulatory sequence) and CDP-3 

(mutated version of CDP-2). The most significant results were excellent cell penetrating, 

antimicrobial and anti-biofilm activity without considerable cytotoxicity demonstrated by CDP-1 

as compared to the other two variants. However, cargo delivery abilities and cytotoxicity profile 

of all the three peptides were similar.  

In conclusion, novel AMPs and CPPs from marine sources displayed multi-functionality that can 

be translated into viable therapeutics. This study highlights the importance of understanding 

structure-activity relationship and mechanistic pathways of peptides against a host of cells and 

microorganisms so as to develop antimicrobial peptide therapeutics for better management of 

diseases. 

  



साय 

 

फहु-दवा प्रतियोध के वितभान मगु भें, ऩायॊऩरयक एॊटीफामोटटक्स अऩने दफुतर कयने वारे दषु्प्प्रबावों औय प्रतियोध के 

ववकास के साथ-साथ गॊबीय जीवन-धभकान ेवारे सॊक्रभणों के उऩचाय भें अऺभ साबफि हो यहे हैं। इस फडी चुनौिी से 

तनऩटन ेके लरए, वकैल्पऩक चचककत्सीम मौचगकों की आवश्मकिा होिी है औय भेम्ब्रेन एल्क्टव ऩपे्टाइड्स (एभएऩी) 

चचककत्सीम का एक ऐसा सभहू है, ल्जसने ववघटनकायी औय गयै-ववघटनकायी ियीके से ववलबन्न जैववक झिल्परमों के 

साथ फािचीि कयने की अऩनी ऺभिा के कायण ध्मान आकवषति ककमा है। सहविी रूऩ से, एभएऩी के जवाफ भें 

अक्सय अऩने झिपरी घटकों को फदरने के लरए योगजनकों की अऺभिा, योगाणुयोधी प्रतियोध (एएभआय) के प्रसाय 

को जाॊच के दामये भें यखिी है। एभएऩी के दो प्रभखु वगत, अथाति ् सेर ऩेनेटे्रटटॊग ऩेप्टाइड्स (सीऩीऩी) औय 

एॊटीभाइक्रोबफमर ऩेप्टाइड्स (एएभऩी) का फड ेऩभैाने ऩय अध्ममन ककमा गमा है औय क्रभश् दवा ववियण वकै्टय औय 

योगाणुयोधी एजेंटों के रूऩ भें चचककत्सीम भें तनमोल्जि ककमा गमा है। इस अध्ममन के लरए सभदु्री जीवों के एभएऩी 

को उनकी ववलशष्प्टिा औय जैव यासामतनक ववववधिा के कायण चुना गमा था ल्जसका उऩमोग फहु-कामातत्भक गणुों के 

साथ फेहिय ऩेप्टाइड चचककत्सीम के ववकास के लरए ककमा जा सकिा है। 

वितभान थीलसस एॊटीभाइक्रोबफमर, एॊटी-फामोकपपभ, सेर ऩनेेटे्रटटॊग औय सभदु्री औय टॉल्क्सन व्मतु्ऩन्न सीऩीऩी औय 

एएभऩी के अन्म कामों के साथ-साथ उनकी कक्रमा के िॊत्र की व्माख्मा के साथ सॊफोचधि कयिी है। मह ऩरयकपऩना की 

गई है कक इस अध्ममन भें उऩमोग ककए गए ऩपे्टाइड्स अऩनी जैव-सकक्रमिा भें प्रबावी औय फहु-कामातत्भक साबफि 

होंग,े ल्जसभें कक्रमा के ववलशष्प्ट िॊत्र होंग े ल्जनका उऩमोग फेहिय ऩेप्टाइड चचककत्सीम के ववकास के लरए ककमा जा 

सकिा है। 

अध्ममन के ऩहर ेउद्देश्म भें रक्षऺि शोध प्रश्न थे: सभदु्री व्मतु्ऩन्न ऩेप्टाइड टैचीप्रेलसन औय साॉऩ-ववष व्मतु्ऩन्न 

ऩेप्टाइड CyLoP-1 एक एॊटी-भाइकोफकै्टीरयमर ऩपे्टाइड के रूऩ भें कैसे काभ कयेगा? इन ऩेप्टाइड्स को योगाणुयोधी 

औय सेर ऩेनीटे्रटटॊग गतिववचध प्रदान कयने भें लसस्टीन औय आल्जततनन अवशषेों की क्मा बलूभका होगी? 

भाइकोफकै्टीरयमभ कोलशकाओॊ को फाचधि कयने मा भायने के लरए उनका िॊत्र क्मा होगा? क्मा वे भाइकोफकै्टीरयमभ 

से सॊक्रलभि भकै्रोपेज कोलशकाओॊ भें प्रवेश कयने औय भेजफान सेर को ऩयेशान ककए बफना इॊट्रासेपमरुय योगज़ऩ को 

भायने भें सऺभ होंग?े क्मा मे ऩेप्टाइड भाइकोफकै्टीरयमभ फामोकपपम्ब्स को फाचधि मा लभटान ेभें बी सऺभ होंग?े इन 

सवारों का जवाफ देने के लरए, योगाणुयोधी औय सेर कपचय आधारयि अध्ममन औय ऩयीऺण ककए गए। 

ऩेप्टाइड्स की एॊटी-भाइकोफकै्टीरयमर औय एॊटी-फामोकपपभ गतिववचध के तनधातयण के लरए, न्मनूिभ तनयोधात्भक 

एकाग्रिा (एभआईसी), न्मनूिभ जीवाणुनाशक एकाग्रिा (एभफीसी), टाइभ-ककर कैनेटीक्स, सह-सॊस्कृति औय 



कक्रस्टर वामरटे ऩयख कामतयि थे। इसके अरावा, ववलबन्न भाइक्रोस्कोऩी औय झिपरी-आधारयि जाॊच जैस े

ट्राॊसलभशन इरेक्ट्रॉन भाइक्रोस्कोऩी (टीईएभ), झिपरी अखॊडिा औय झिपरी ववध्रुवण जाॊच का उऩमोग कयके मॊत्रवि 

अॊिर्दतल्ष्प्ट प्राप्ि की गई। फ्रोयोसेंट डाई का उऩमोग कयके इॊट्रासेपमरुय प्रतिकक्रमाशीर ऑक्सीजन प्रजातिमों 

(आयओएस) का उत्ऩादन तनधातरयि ककमा गमा था। इस उद्देश्म के प्रभखु ऩरयणाभ इॊट्रासेपमरुय भाइकोफकै्टीरयमा को 

भायने की ऺभिा के साथ दोनों ऩेप्टाइड्स की शल्क्िशारी एॊटी-भाइकोफकै्टीरयमर औय एॊटी-फामोकपपभ गतिववचध 

थे। दोनों ऩेप्टाइड्स की कोलशका बेदन औय एॊटी-भाइकोफकै्टीरयमर गतिववचध के लरए लसस्टीन औय आल्जततनन 

अवशषे भहत्वऩणूत साबफि हुए। टैचीप्रलेसन ने भखु्म रूऩ से भेम्ब्रेनोलरटटक भागत का अनसुयण ककमा, जफकक CyLoP-

1 ने भाइकोफकै्टीरयमभ कोलशकाओॊ को भायने के िॊत्र के रूऩ भें इॊट्रासेपमरुय आयओएस उत्ऩादन को तनमोल्जि ककमा। 

दसूये उद्देश्म भें सॊफोचधि ककए जाने वारे शोध प्रश्न थ:े सभदु्री योगाणुयोधी ऩपे्टाइड से एक उऩन्मास सीऩीऩी कैस े

डडजाइन कयें औय इसकी कामतऺ भिा भें सधुाय कयें? उऩन्मास ऩेप्टाइड्स की सभग्र जवै-सकक्रमिा औय ववषाक्ििा 

प्रोफाइर क्मा होगी औय क्मा वे आगे की दवा ववकास ऩाइऩराइन के लरए उऩमकु्ि उम्ब्भीदवाय होंग?े लसलरको औय 

इन ववट्रो िकनीकों भें ववलबन्न का उऩमोग कयके इन शोध प्रश्नों का उत्िय टदमा गमा था। इस टदशा भें, सभदु्री 

एएभऩी क्रवैवतनन से एक उऩन्मास ऩेप्टाइड को लसलरको भें डडजाइन ककमा गमा था औय इसके सी-टलभतनर भें एक 

इम्ब्मनूोभॉड्मरेूटयी सीक्वेंस जोडा गमा था। ऩेप्टाइड्स को क्रवैवतनन व्मतु्ऩन्न ऩपे्टाइड्स (सीडीऩी) नाभ टदमा गमा 

था ल्जसभें 3 प्रकाय थे - सीडीऩी-1 (इम्ब्मनूोभॉड्मरेूटयी अनकु्रभ के साथ), सीडीऩी-2 (इम्ब्मनुोभॉड्मरेूटयी अनकु्रभ के 

बफना) औय सीडीऩी-3 (सीडीऩी-2 का उत्ऩरयवति ति सॊस्कयण)। अन्म दो रूऩों की िरुना भें सीडीऩी-1 द्वाया प्रदलशति 

कापी साइटोटोल्क्सलसटी के बफना सफसे भहत्वऩणूत ऩरयणाभ उत्कृष्प्ट सेर भभतऻ, योगाणुयोधी औय एॊटी-फामोकपपभ 

गतिववचध थे। हाराॊकक, िीनों ऩेप्टाइड्स की कागो डडरीवयी ऺभिा औय साइटोटोल्क्सलसटी प्रोपाइर सभान थे। 

अॊि भें, सभदु्री स्रोिों से उऩन्मास एएभऩी औय सीऩीऩी ने फहु-कामतऺ भिा प्रदलशति की ल्जस ेव्मवहामत चचककत्सीम भें 

अनवुाटदि ककमा जा सकिा है। मह अध्ममन कोलशकाओॊ औय सकू्ष्भजीवों के एक भेजफान के झखराप ऩपे्टाइड्स के 

सॊयचना-गतिववचध सॊफॊध औय मॊत्रवि भागों को सभिने के भहत्व ऩय प्रकाश डारिा है िाकक योगों के फेहिय प्रफॊधन के 

लरए योगाणुयोधी ऩेप्टाइड चचककत्सीम ववकलसि ककमा जा सके। 
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