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ABSTRACT 

Blindness and vision impairment remains a major health concern in developing countries with 

more than 2 billion people visually compromised globally. In India, corneal opacities (8.2%) 

are the second leading cause of blindness among people of age 50 years and above. Major risk 

factors of corneal opacities include infectious and non-infectious keratitis, xerophthalmia, 

keratoconus, trauma, and few inherited and inflammatory disorders. Out of total visually 

compromised population, atleast 1 billion have preventable blindness owing to accurate 

diagnosis and timely management of ocular disorders. Present study aims at developing 

alternate strategies for efficacious management of fungal keratitis and keratoconus than the 

existing therapeutic regimes and also reduction in treatment duration as compared to the 

standard treatment protocols.  

One of the approaches to increase therapeutic efficiency of any treatment protocol is to enhance 

the bioavailability of active drug molecules that will subsequently lead to reduced treatment 

duration and increased patient compliance. In past few decades, several nanocarrier mediated 

drug delivery strategies have been investigated. Cell penetrating peptides (CPPs), with an 

ability to translocate themselves across the cell membranes, have emerged as promising drug 

delivery vehicles for the management of various diseases including ocular disorders. Since the 

path breaking discovery of TAT, numerous CPPs have been designed and developed for their 

potential therapeutic applications in vitro and in vivo. The present study aims at assessing the 

potential of an established cell penetrating peptide, Tat2, for efficacious management of fungal 

keratitis and keratoconus. 

First part of the study investigates tissue penetration ability as well as antifungal efficacy of a 

CPP (Tat2) conjugated standard drug (Natamycin) used for the treatment of fungal keratitis. 

Natamycin is the only FDA approved drug that is used as a first line of treatment for fungal 

keratitis caused by filamentous fungi, however natamycin is known for poor corneal 

penetration. To address this drawback, natamycin has been successfully conjugated with a cell 

penetrating peptide, Tat2. Recently, we have shown the enhanced cellular uptake as well as 

antifungal efficacy of Tat2 conjugated natamycin (Tat2natamycin) in vitro. In the present study, 

tissue penetration ability and antifungal efficacy of Tat2natamycin have been investigated and 

compared with natamycin alone in vivo. Results have shown that Tat2natamycin exhibited five- 
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fold higher ocular penetration than natamycin alone when given topically. Complete resolution 

of fungal keratitis in 44% of the animals in Tat2natamycin treated group as compared to only 

13% of the animals in natamycin treated group further highlighted its increased antifungal 

efficacy. Hence, this conjugate is a promising antifungal strategy with enhanced ocular 

penetration as well as efficacy against selected fungal species.   

In the second part of the study, cell penetrating ability of Tat2 conjugated riboflavin has been 

assessed in vitro. Dresden protocol, involving riboflavin as a photosensitizer, is used as a 

standard therapy for the management of keratoconus. However, less ocular permeability of 

riboflavin across corneal epithelial layer necessitates the removal of corneal epithelial layer 

prior to the initiation of protocol. As a result of this, severe post-op complications including 

pain, infections, sterile infiltrates, corneal haze etc., have been reported. In the current study, 

we have conjugated a cell penetrating peptide, Tat2, with riboflavin to enhance its cellular 

penetration across human corneal epithelial cells in vitro. Significantly enhanced cellular 

uptake of Tat2riboflavin, in addition to negligible cytotoxicity, was observed in human corneal 

epithelial cell line. Upon quantification, Tat2riboflavin was found to enter more than 80 % of 

the cell population as compared to approximately 0.1 % of the cells treated with riboflavin 

alone. The study demonstrates the potential of Tat2riboflavin in modifying the standard 

Dresden protocol with respect to the epithelial debridement step, paving way for the in vivo 

studies.  

 

 

  



सार: 

नेत्रहीनता और दृष्टि हाष्टन ष्टिकासशील देश ों में एक प्रमुख स्वास्थ्य ष्ट ोंता बनी हुई है, ष्टिसमें ष्टिश्व स्तर पर 

2 ष्टबष्टलयन से अष्टिक ल ग दृष्टिबाष्टित हैं। भारत में, कॉष्टनियल अस्पिता (8.2%) 50 िर्ि और उससे अष्टिक 

आयु के ल ग ों में अोंिेपन का दूसरा प्रमुख कारण है। कॉष्टनियल अपारदष्टशिता के प्रमुख ि खखम कारक ों में 

सोंक्रामक और गैर-सोंक्रामक केराटाइष्टटस, जेर फथाखिया, केराट क नस, आघात और कुछ ष्टिरासत में 

ष्टमली और सूिन सोंबोंिी ष्टिकार शाष्टमल हैं। कुल दृष्टिबाष्टित आबादी में से, कम से कम 1 ष्टबष्टलयन ल ग ों 

क  सही ष्टनदान और नेत्र सोंबोंिी ष्टिकार ों के समय पर प्रबोंिन के कारण र के िाने य ग्य अोंिापन है। 

ितिमान अध्ययन का उदे्दश्य मौिूदा ष्ट ष्टकत्सीय व्यिस्थाओों की तुलना में फों गल केराटाइष्टटस और 

केराट क नस के प्रभािी प्रबोंिन के ष्टलए िैकखिक रणनीष्टत ष्टिकष्टसत करना और मानक उप ार 

प्र ट कॉल की तुलना में उप ार की अिष्टि में कमी करना है। 

ष्टकसी भी उप ार प्र ट कॉल की ष्ट ष्टकत्सीय दक्षता बढाने के दृष्टिक ण ों में से एक सष्टक्रय दिा अणुओों की 

िैि उपलब्धता क  बढाना है ि  बाद में उप ार की अिष्टि क  कम करेगा और र गी के अनुपालन में 

िृखि करेगा। ष्टपछले कुछ दशक ों में, कई नैन कैररयर मध्यस्थता िाली दिा ष्टितरण रणनीष्टतय ों की िाों  

की गई है। सेल ममिज्ञ पेप्टाइड्स (सीपीपी), सेल ष्टिल्ली में खुद क  स्थानाोंतररत करने की क्षमता के साथ, 

ओकुलर ष्टिकार ों सष्टहत ष्टिष्टभन्न बीमाररय ों के प्रबोंिन के ष्टलए आशािनक दिा ष्टितरण िाहन ों के रूप में 

उभरे हैं। टैट की नई ख ि के बाद से, कई सीपीपी क  इन ष्टिटर   और ष्टिि  में उनके सोंभाष्टित ष्ट ष्टकत्सीय 

अनुप्रय ग ों के ष्टलए ष्टडिाइन और ष्टिकष्टसत ष्टकया गया है। ितिमान अध्ययन का उदे्दश्य फों गल केराटाइष्टटस 

और केराट क नस के प्रभािी प्रबोंिन के ष्टलए एक स्थाष्टपत सेल ममिज्ञ पेप्टाइड, टैट2 की क्षमता का आकलन 

करना है। 

अध्ययन का पहला भाग ऊतक प्रिेश क्षमता के साथ-साथ किक केराटाइष्टटस के उप ार के ष्टलए उपय ग 

की िाने िाली सीपीपी (टैट2) सोंयुखित मानक दिा (नैटामाइष्टसन) की एों ष्टटफों गल प्रभािकाररता की िाों  

करता है। नैटामाइष्टसन एकमात्र एफडीए द्वारा अनुम ष्टदत दिा है ष्टिसका उपय ग ष्टफलामेंटस किक के 

कारण ह ने िाले फों गल केराटाइष्टटस के उप ार की पहली पोंखि के रूप में ष्टकया िाता है, हालाोंष्टक 

नैटामाइष्टसन खराब कॉष्टनियल पैठ के ष्टलए िाना िाता है। इस कमी क  दूर करने के ष्टलए, नैटामाइष्टसन 

क  सेल ममिज्ञ पेप्टाइड, टैट2 के साथ सफलतापूििक सोंयुखित ष्टकया गया है। हाल ही में, हमने इन ष्टिटर   में 

िष्टिित क ष्टशकीय उत्थान के साथ-साथ टैट2 सोंयुखित नैटामाइष्टसन (टैट2नैटामाइष्टसन) की एों ष्टटफों गल 

प्रभािकाररता क  ष्टदखाया है। ितिमान अध्ययन में, ऊतक प्रिेश क्षमता और टैट2नैटामाइष्टसन की 



एों ष्टटफों गल प्रभािकाररता की िाों  की गई है और इन ष्टिि  में अकेले नैटामाइष्टसन के साथ तुलना की गई 

है। पररणाम ों से पता  ला है ष्टक टैट2नैटामाइष्टसन ने शीर्ि रूप से ष्टदए िाने पर अकेले नैटामाइष्टसन की 

तुलना में पाों  गुना अष्टिक ओकुलर पैठ का प्रदशिन ष्टकया। टैट2नैटामाइष्टसन उप ाररत समूह में 44% 

िानिर ों में किक केराटाइष्टटस का पूणि समािान, िबष्टक नैटामाइष्टसन उप ाररत समूह में केिल 13% 

िानिर ों ने इसकी बढी हुई एों ष्टटफों गल प्रभािकाररता पर प्रकाश डाला। इसष्टलए, यह सोंयुि एक 

आशािनक ऐोंष्टटफों गल रणनीष्टत है ष्टिसमें बढी हुई ओकुलर पैठ के साथ-साथ  यष्टनत किक प्रिाष्टतय ों 

के खखलाफ प्रभािकाररता भी है। 

अध्ययन के दूसरे भाग में, इन ष्टिटर   में टैट2 सोंयुखित राइब फे्लष्टिन की क ष्टशका भेदन क्षमता का 

मूल्ाोंकन ष्टकया गया है। डर ेसडेन प्र ट कॉल, ष्टिसमें राइब फे्लष्टिन क  फ ट सेंष्टसटाइजर के रूप में 

शाष्टमल ष्टकया िाता है, केराट क नस के प्रबोंिन के ष्टलए एक मानक ष्ट ष्टकत्सा के रूप में उपय ग ष्टकया 

िाता है। हालाोंष्टक, कॉष्टनियल एष्टपथेष्टलयल परत में राइब फे्लष्टिन की कम ओकुलर पारगम्यता प्र ट कॉल 

की शुरुआत से पहले कॉष्टनियल एष्टपथेष्टलयल परत क  हटाने की आिश्यकता ह ती है। इसके 

पररणामस्वरूप, ददि , सोंक्रमण, बााँि घुसपैठ, कॉष्टनियल िुोंि आष्टद सष्टहत गोंभीर प स्ट-ऑप िष्टटलताओों 

की सू ना ष्टमली है। ितिमान अध्ययन में, हमने इन ष्टिटर   में मानि कॉष्टनियल उपकला क ष्टशकाओों में अपनी 

सेलुलर पैठ बढाने के ष्टलए राइब फे्लष्टिन के साथ एक सेल ममिज्ञ पेप्टाइड, टैट2 क  सोंयुखित ष्टकया है। 

मानि कॉष्टनियल एष्टपथेष्टलयल सेल लाइन में नगण्य साइट ट खिष्टसटी के अलािा, टैट2राइब फे्लष्टिन के 

महत्वपूणि रूप से बढे हुए सेलुलर उत्थान क  देखा गया था। पररमाणीकरण पर, टैट2राइब फे्लष्टिन अकेले 

राइब फे्लष्टिन के साथ इलाि ष्टकए गए लगभग 0.1% क ष्टशकाओों की तुलना में 80% से अष्टिक सेल 

आबादी में प्रिेश करने के ष्टलए पाया गया था। अध्ययन एष्टपथेष्टलयल ष्टडष्टिडमेंट  रण के सोंबोंि में मानक 

डर ेसडेन प्र ट कॉल क  सोंश ष्टित करने में टैट2राइब फे्लष्टिन की क्षमता क  प्रदष्टशित करता है, इन ष्टिि  

अध्ययन ों के ष्टलए मागि प्रशस्त करता है। 
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