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ABSTRACT 

Alzheimer’s disease remains one of the most challenging neurodegenerative disorders, 

characterized by cholinergic imbalance in neuromuscular region, amyloid-beta (Aβ) plaque 

accumulation, tau protein hyperphosphorylation, oxidative stress, and neuroinflammation. The 

past research on Alzheimer’s was focussed on acetylcholinesterase inhibition to maintain the 

level of neurotransmitter, acetylcholine in the brain. The major available commercial drugs 

(Donepezil, Rivastigmine, Galantamine) against Alzheimer’s are acetylcholinesterase 

inhibitors.  Current therapies also focus on symptomatic relief without addressing the disease's 

underlying mechanisms. This necessitates a multi-target-directed approach using plant-derived 

bioactive compounds known for their neuroprotective properties. These compounds can 

modulate key pathways in disease progression, offering the potential for holistic treatment 

strategies. 

The study began with the identification of acetylcholinesterase and beta-site amyloid 

precursor protein cleaving enzyme 1 inhibitors, enzymes pivotal to cholinergic dysfunction and 

Aβ42 aggregation. Computational screening was employed to assess the binding affinity and 

pharmacological potential of various bioactive compounds, followed by enzyme inhibition 

assays to validate the findings. The rationale was to target these enzymes to simultaneously 

mitigate neurotransmitter degradation and Aβ42 formation. Results demonstrated that selected 

bioactive compounds acted as dual inhibitors, paving the way for further exploration of their 

therapeutic potential. After in vitro analysis, withanolide A, obtained from Withania somnifera 

was identified to have dual role, as acetylcholinesterase and beta-site amyloid precursor protein 

cleaving enzyme 1 inhibitor. Withanolide A inhibited acetylcholinesterase (IC50 value 107 µM) 

and showed mixed-type inhibition. At this concentration, it inhibited beta-site amyloid 

precursor protein cleaving enzyme 1 activity by 57.10% and was stated most effective. Both 
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the compounds, as well as their crude extracts, were found to have no cytotoxic effect on the 

SH-SY5Y cell line.  

Insoluble Aβ42 peptides form neurotoxic plaques that disrupt synaptic transmission and 

contribute to Alzheimer’s disease pathology. In vitro aggregation studies of Aβ42 exhibited a 

sigmoidal growth curve, highlighting distinct nucleation, elongation, and fibril maturation 

phases. The anti-amyloidogenic potential of bacoside A and withanolide A was assessed at 

different aggregation stages. Docking studies confirmed that both compounds specifically 

interact with the KLVFFA stretch of Aβ42, a critical region for monomer self-association and 

fibril formation. A 500 ns molecular dynamics simulation to study the interaction of these 

compounds with disordered Aβ42 (2MXU.pdb) revealed stable binding to monomers, with 

reduced stability during fibril elongation. Bacoside A and withanolide A inhibited α-helix 

conversion during nucleation, preventing key intermediates required for fibril growth, leading 

to the formation of non-toxic amorphous aggregates. Additionally, a 100 ns simulation with 

native helical Aβ42 (1Z0Q.pdb) provided insights into their preventive action, reinforcing their 

early-stage aggregation inhibitory potential. These findings suggest that bacoside A and 

withanolide A act as promising anti-amyloidogenic agents, stabilizing Aβ42 monomers while 

preventing fibril growth, thereby offering a potential therapeutic strategy for Alzheimer’s 

disease. 

An efficient high-yielding process was developed to obtain purified bacoside A from 

Bacopa monnieri. The purification protocol constituted a sequential solvent polarity-gradient 

extraction method followed by gradient silica-gel column chromatography. The bacoside A 

content was quantified by HPTLC, and a yield of 34.6 mg bacoside A per gram of crude Brahmi 

extract was obtained with 93% purity. Purified bacoside A exhibited high acetylcholinesterase 

inhibition (IC50 value 9.91µg/mL) and DPPH radical scavenging activity (IC50 value 29.22 
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µg/mL). This was followed by in vivo experiments in a compulsive mouse model (p. T8I-

VGLUT3), designed to mimic cholinergic dysfunction observed in Alzheimer’s disease. The 

rationale was to validate bacoside A’s role as an acetylcholinesterase inhibitor and its 

therapeutic potential in reducing compulsive behaviour. The results affirmed the compound's 

efficacy and safety, strengthening its candidacy as a viable therapeutic agent. 

To overcome the limitations of poor bioavailability and environmental instability, 

nanotechnology-based delivery systems were developed. Nano-liposomes were synthesized 

using the thin-film hydration method to enhance encapsulation efficiency and achieve sustained 

release in the gastrointestinal fluid. Cholesterol was used to stabilize the liposomes and limit 

the release of bacoside A and withanolide A at lower pH. This approach was rationalized by 

the need to improve the pharmacokinetics of bioactive compounds, ensuring effective delivery 

across the blood-brain barrier. The liposomal formulations exhibited superior short-term 

storage stability at all the temperatures (-20 to 55 °C) and long-term storage stability at 4 °C. 

The liposomes did not exhibit any cytotoxicity on SH-SY5Y cell line as indicated by MTT 

assay and live cell-imaging. 

In conclusion, this work integrates computational, experimental, and nanotechnological 

approaches to provide a comprehensive framework for the use of phytochemicals in 

Alzheimer’s disease treatment. By addressing multiple aspects of disease pathology, the 

findings offer significant insights into developing effective and sustainable therapeutic 

strategies.  
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सार 

अल्जाइमर रोग सबसे चुनौतीपूर्ण न्यूरोडीजेनेरेटिव ववकारों में स ेएक है, जजसकी ववशेषता 

न्यूरोमस्कुलर क्षेत्र में कोलीनजजणक असंतुलन, एममलॉयड-बीिा (Aβ) पट्टिका संचय, िाउ 

प्रोिीन हाइपरफॉस्फोराइलेशन, ऑक्सीडेटिव तनाव और न्यूरोइन््लेमेशन है। अल्जाइमर पर 

वपछले शोध मजस्तष्क में न्यूरोट्ांसमीिर, एमसिाइलकोलाइन के स्तर को बनाए रखने के मलए 

एमसिाइलकोमलनेस्िरेज़ अवरोध पर कें टित थे। अल्जाइमर के खखलाफ प्रमुख उपलब्ध वाखर्जययक 

दवाए ं(डोनेपेजज़ल, ररवाजस्िग्माइन, गैलेंिामाइन) एमसिाइलकोमलनेस्िरेज़ अवरोधक हैं। वतणमान 

उपचार भी रोग के अंतर्नणटहत तंत्र को संबोधधत ककए बबना लक्षर्ात्मक राहत पर ध्यान कें टित 

करते हैं। इसके मलए पौधों से प्राप्त बायोएजक्िव यौधगकों का उपयोग करके एक बहु-लक्ष्य-

र्नदेमशत दृजष्िकोर् की आवश्यकता होती है जो उनके न्यूरोप्रोिेजक्िव गुर्ों के मलए जाने जात े

हैं। ये यौधगक रोग की प्रगर्त में प्रमुख मागों को संशोधधत कर सकते हैं, जो समग्र उपचार 

रर्नीर्तयों की क्षमता प्रदान करते हैं।  

अध्ययन की शुरुआत एमसिाइलकोमलनेस्िरेज़ और बीिा-साइि एममलॉयड प्रीकसणर प्रोिीन 

क्लीववगं एंजाइम 1 अवरोधकों की पहचान के साथ हुई, जो कोलीनजजणक डडसफंक्शन और Aβ42 

एकत्रीकरर् के मलए महत्वपूर्ण एंजाइम हैं। ववमभन्न बायोएजक्िव यौधगकों की बंधन आत्मीयता 

और औषधीय क्षमता का आकलन करने के मलए कम्पप्यूिेशनल स्रीर्नगं का उपयोग ककया 

गया, इसके बाद र्नष्कषों को मान्य करने के मलए एंजाइम अवरोध परख की गई। तकण  यह 

था कक इन एंजाइमों को एक साथ न्यूरोट्ांसमीिर धगरावि और Aβ42 गठन को कम करने के 

मलए लक्षक्षत ककया जाए। पररर्ामों ने प्रदमशणत ककया कक चयर्नत बायोएजक्िव यौधगक दोहरे 

अवरोधकों के रूप में कायण करत ेहैं, जजसस ेउनकी धचककत्सीय क्षमता के आगे अन्वेषर् का 

मागण प्रशस्त होता है। इन ववट्ो ववश्लेषर् के बाद, ववथार्नया सोम्पनीफेरा से प्राप्त ववथानोलाइड 
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ए की दोहरी भूममका की पहचान की गई, एमसिाइलकोमलनेस्िरेज़ और बीिा-साइि एममलॉयड 

प्रीकसणर प्रोिीन क्लीववगं एंजाइम 1 अवरोधक के रूप में। ववथानोलाइड ए ने 

एमसिाइलकोमलनेस्िरेज़ (IC50 मान 107 µM) को बाधधत ककया और ममधित प्रकार का अवरोध 

टदखाया। इस सांिता पर, इसने बीिा-साइि एममलॉयड प्रीकसणर प्रोिीन क्लीववगं एंजाइम 1 

गर्तववधध को 57.10% तक बाधधत ककया और इसे सबस ेप्रभावी बताया गया। दोनों यौधगकों, 

साथ ही उनके कच्चे अकण  का SH-SY5Y सेल लाइन पर कोई साइिोिॉजक्सक प्रभाव नहीं पाया 

गया। 

अघुलनशील Aβ42 पेप्िाइड्स न्यूरोिॉजक्सक प्लेक बनाते हैं जो मसनैजप्िक ट्ांसममशन को 

बाधधत करते हैं और अल्जाइमर रोग ववकृर्त में योगदान करते हैं। Aβ42 के इन ववट्ो एकत्रीकरर् 

अध्ययनों ने एक मसग्मोइडल वदृ्धध वर प्रदमशणत ककया, जो अलग-अलग न्यूजक्लयेशन, बढाव 

और फाइबिल पररपक्वता चरर्ों को उजागर करता है। बैकोसाइड ए और ववथानोलाइड ए की 

एंिी-एमाइलॉयडोजेर्नक क्षमता का मूल्यांकन ववमभन्न एकत्रीकरर् चरर्ों में ककया गया था। 

डॉककंग अध्ययनों ने पुजष्ि की कक दोनों यौधगक ववशेष रूप स ेAβ42 के KLVFFA खखचंाव के 

साथ परस्पर करया करते हैं, जो मोनोमर स्व-संयोजन और फाइबिल गठन के मलए एक 

महत्वपूर्ण क्षेत्र है। अव्यवजस्थत Aβ42 (2MXU.pdb) के साथ इन यौधगकों की परस्पर करया का 

अध्ययन करने के मलए 500 ns आर्ववक गर्तशीलता मसमुलेशन ने फाइबिल बढाव के दौरान 

कम जस्थरता के साथ मोनोमसण के मलए जस्थर बंधन का खुलासा ककया। बैकोसाइड ए और 

ववथेनोलाइड ए ने न्यूजक्लयेशन के दौरान α-हेमलक्स रूपांतरर् को बाधधत ककया, जजसस े

फाइबिल वदृ्धध के मलए आवश्यक प्रमुख मध्यवती को रोका गया, जजसस ेगैर-ववषाक्त अनाकार 

समुच्चय का र्नमाणर् हुआ। इसके अर्तररक्त, मलू हेमलकल Aβ42 (1Z0Q.pdb) के साथ 100 

ns मसमुलेशन न ेउनकी र्नवारक कारणवाई में अंतदृणजष्ि प्रदान की, जजसस ेउनके प्रारंमभक चरर् 

के एकत्रीकरर् अवरोधक क्षमता को मजबूत ककया गया। इन र्नष्कषों स ेपता चलता है कक 

बेकोसाइड ए और ववथानोलाइड ए आशाजनक एंिी-एमाइलॉयडोजेर्नक एजेंि के रूप में कायण 
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करते हैं, जो फाइबिल वदृ्धध को रोकते हुए Aβ42 मोनोमसण को जस्थर करते हैं, जजसस े

अल्जाइमर रोग के मलए संभाववत धचककत्सीय रर्नीर्त की पेशकश होती है।  

बेकोपा मोर्नएरी से शुद्ध बेकोसाइड ए प्राप्त करने के मलए एक कुशल उच्च उपज 

प्रकरया ववकमसत की गई थी, शुद्धधकरर् प्रोिोकॉल में एक अनुरममक ववलायक धु्रवीयता-ढाल 

र्नष्कषणर् ववधध का पालन ककया गया था, जजसके बाद ढाल मसमलका-जेल कॉलम रोमैिोग्राफी 

की गई थी। बेकोसाइड ए सामग्री को एचपीिीएलसी द्वारा मात्राबद्ध ककया गया था, और 93% 

शुद्धता के साथ कच्चे िाह्मी अकण  के प्रर्त ग्राम 34.6 ममलीग्राम बेकोसाइड ए की उपज प्राप्त 

की गई थी। इसके बाद बाध्यकारी माउस मॉडल (p. T8I-VGLUT3) में इन वववो प्रयोग ककए 

गए, जजस ेअल्जाइमर रोग में देखी गई कोलीनजजणक मशधथलता की नकल करने के मलए डडज़ाइन 

ककया गया था। इसका उद्देश्य एमसिाइलकोमलनेस्िरेज़ अवरोधक के रूप में बैकोसाइड ए की 

भूममका और बाध्यकारी व्यवहार को कम करने में इसकी धचककत्सीय क्षमता को मान्य करना 

था। पररर्ामों न ेयौधगक की प्रभावकाररता और सुरक्षा की पुजष्ि की, जजससे एक व्यवहायण 

धचककत्सीय एजेंि के रूप में इसकी उम्पमीदवारी मजबूत हुई। 

खराब जैवउपलब्धता और पयाणवरर्ीय अजस्थरता की सीमाओ ंको दरू करने के मलए, 

नैनो-प्रौद्योधगकी-आधाररत ववतरर् प्रर्ाली ववकमसत की गई। एनकैप्सुलेशन दक्षता को बढाने 

और जठरांत्र िव में र्नरंतर ररलीज को प्राप्त करने के मलए पतली-कफल्म हाइड्रेशन ववधध का 

उपयोग करके नैनो-मलपोसोम को संश्लेवषत ककया गया था। कोलेस्ट्ॉल का उपयोग मलपोसोम 

को जस्थर करने और कम पीएच पर बैकोसाइड ए और ववथेनोलाइड ए की ररहाई को सीममत 

करने के मलए ककया गया था। इस दृजष्िकोर् को जैवसकरय यौधगकों के फामाणकोकाइनेटिक्स में 

सुधार करने की आवश्यकता के कारर् तकण संगत बनाया गया था, जजसस ेरक्त-मजस्तष्क बाधा 

के पार प्रभावी ववतरर् सरु्नजश्चत हो सके। मलपोसोमल फॉमूणलेशन ने सभी तापमानों (-20 स े

55 डडग्री सेजल्सयस) पर बेहतर अल्पकामलक भंडारर् जस्थरता और 4 डडग्री सेजल्सयस पर 
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दीघणकामलक भंडारर् जस्थरता प्रदमशणत की। मलपोसोम ने SH-SY5Y सेल लाइन पर कोई 

साइिोिॉजक्समसिी नहीं टदखाई, जैसा कक MTT परख और लाइव सेल-इमेजजंग द्वारा संकेत टदया 

गया था। 

र्नष्कषण में, यह कायण कम्पप्यूिेशनल, प्रायोधगक और नैनोिेक्नोलॉजजकल दृजष्िकोर्ों को 

एकीकृत करता है ताकक अल्जाइमर रोग के उपचार में फाइिोकेममकल्स के उपयोग के मलए एक 

व्यापक रूपरेखा प्रदान की जा सके। रोग ववकृर्त ववज्ञान के कई पहलुओ ंको संबोधधत करके, 

र्नष्कषण प्रभावी और टिकाऊ धचककत्सीय रर्नीर्तयों को ववकमसत करने में महत्वपूर्ण अंतदृणजष्ि 

प्रदान करते हैं।  
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