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Wykaz skrótów 

AFM (ang. Atomic Force Microscopy) - mikroskopia sił atomowych 

ATM (ang. Ataxia-Telangiectasia Mutated) - kinaza serynowo-treoninowa 

aktywowana przez przerwania obu nici DNA 

ATR (ang. Ataxia Telangiectasia and Rad3-Related) - kinaza serynowo-treoninowa 

aktywowana przez stres replikacyjny i uszkodzenia pojedynczej nici DNA 

AgNPs (ang. Silver Nanoparticles) - nanocząstki srebra 

AgPtNPs (ang. Silver and Platinum Nanoparticles) - nanocząstki srebra i platyny 

AuNPs (ang. Gold Nanoparticles) - nanocząstki złota 

CDDP (ang. Cisplatin) - cisplatyna 

ΔH (ang. enthalpy change) - zmiana entalpii  

DDR (ang. DNA Damage Response) - odpowiedź na uszkodzenia DNA 

DDS (ang. Drug Delivery Systems) - systemy dostarczania leków 

DLS (ang. Dynamic Light Scattering) - dynamiczne rozpraszanie światła 

DOX (ang. Doxorubicin) - doksorubicyna 

DSC (ang. Differential Scanning Calorimetry) - skaningowa kalorymetria różnicowa 

EMT (ang. Epithelial-To-Mesenchymal Transition) - przejście nabłonkowo-

mezenchymalne 

EPI (ang. Epirubicin) - epirubicyna 

EPR (ang. Enhanced Permeability and Retention) - efekt wzmocnionej 

przepuszczalności i retencji 

FC60 (ang. Fullerene C60) - fuleren C60 

FTIR (ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy) - spektroskopia w podczerwieni 

z transformacją Fouriera 



6 
 

GO-PtNPs (ang. Graphene Oxide and Platinum Nanoparticles) - nanocząstki tlenku 

grafenu i platyny 

HaCaT (ang. immortalized human keratinocyte cell line) - unieśmiertleniona ludzka 

linia komórek keratynocytów 

HEK293 (ang. human embryonic kidney cell line) - ludzka linia komórkowa 

embrionalnych komórek z nerki 

HepG-2 (ang. human liver cancer cell line) - ludzka linia komórkowa raka wątroby 

HL-60 (ang. human acute promyelocytic leukemia cell line) - ludzka linia 

komórkowa ostrej białaczki promielocytowej 

ICR-191 (ang. acridine mutagen ICR-191) - modelowy mutagen akrydynowy 

ITC (ang. Isothermal Titration Calorimetry) - izotermiczna kalorymetria miareczkowa 

LLC (ang. Lewis Lung Carcinoma) - nowotwór płuc myszy 

LSPR (ang. Localized Surface Plasmon Resonance) - zlokalizowany powierzchniowy 

rezonans plazmonowy 

MCF-7 (ang. human breast cancer cell line of luminal type) - ludzka linia komórkowa 

raka piersi o charakterze luminalnym 

MCF-7/ADR (ang. MCF-7 Adriamycin-resistant breast cancer cell line) - linia 

komórkowa raka piersi oporna na adriamycynę (doksorubicynę) 

MDA-MB-231 (ang. human triple negative breast cancer cell line) - ludzka linia 

komórkowa potrójnie ujemnego gruczolakoraka piersi 

MelJuSo (ang. human melanoma cell line) - ludzka linia komórkowa czerniaka skóry 

MTT (ang. 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) - bromek 

3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-2,5-difenylotetrazoliowy 

NER (ang. Nucleotide Excision Repair) - naprawa przez wycinanie nukleotydu 

NIR (ang. Near Infrared Spectroscopy) - spektroskopia w bliskiej podczerwieni 

NPs (ang. Nanoparticles) - nanocząstki 
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PEG (ang. Polyethylene Glycol) - glikol polietylenowy 

PPTT (ang. Plasmonic Photothermal Therapy) - fototermalna terapia plazmonowa 

PtNPs (ang. Platinum Nanoparticles) - nanocząstki platyny 

PTX (ang. Pentoxifylline) - pentoksyfilina  

RA (ang. Retinoic Acid) - kwas retinowy  

ROS (ang. Reactive Oxygen Species) - reaktywne formy tlenu 

SiHa (ang. human cervical cancer cell line) - ludzka linia komórkowa raka szyjki 

macicy 

SKBR-3 (ang. human breast cancer cell line overexpressing HER2 receptor) - ludzka 

linia komórkowa raka piersi z nadekspresją receptora HER2 
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Streszczenie 

W 2022 roku na świecie odnotowano prawie 10 milionów zgonów będących 

następstwem choroby nowotworowej. Pomimo znacznego postępu w dziedzinie 

terapii przeciwnowotworowych, chemioterapia nadal pozostaje jedną z najczęściej 

stosowanych, jak również najskuteczniejszych metod leczenia. Niestety, 

przyjmowanie leków cytostatycznych wiąże się z występowaniem często 

poważnych skutków ubocznych obejmujących m.in. toksyczność wielonarządową, 

a także z powstawaniem oporności w komórkach nowotworowych, co znacznie 

obniża jakość życia pacjentów i ogranicza możliwości leczenia. W związku z tym 

poszukiwanie modyfikacji terapii stanowi jedno z kluczowych wyzwań współczesnej 

medycyny. Jedną z obiecujących dziedzin mogących przyczynić się do poprawy 

wydajności terapii przeciwnowotworowych jest nanotechnologia, w tym 

wykorzystanie nanocząstek (NPs). Dzięki unikalnym właściwościom wynikającym 

przede wszystkim z niewielkich rozmiarów przy wysokim stosunku powierzchni do 

objętości, NPs mogą być wykorzystywane jako systemy dostarczania leków (DDS)  

w celu precyzyjnego, kontrolowanego oraz selektywnego wnikania do komórki 

nowotworowej, co minimalizuje narażenie komórek zdrowych na działanie leku. Co 

ważne, wielkość nanocząstek może mieć znaczenie przede wszystkim w kontekście 

penetracji błon komórkowych jak i toksyczności. Nanocząstki platyny (PtNPs), 

należące do nanocząstek metalicznych, ze względu na szczególne właściwości 

takie jak działanie przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, ale również 

przeciwnowotworowe mogą stanowić bardzo obiecujące narzędzie w obszarze 

medycyny. 

W związku z tym celem niniejszej pracy doktorskiej było zweryfikowanie 

występowania bezpośrednich interakcji pomiędzy nanocząstkami platyny  

a wybranymi lekami przeciwnowotworowymi takimi jak cisplatyna (CDDP), 

doksorubicyna (DOX) oraz epirubicyna (EPI). Ponadto, sprawdzono czy wspomniane 

oddziaływania mają wpływ na aktywność biologiczną, w tym mutagenność oraz 

cytotoksyczność, badanych związków. Badania zrealizowano w kontekście 

potencjalnych różnic wynikających z zastosowania nanocząstek o zróżnicowanej 

wielkości. W projekcie przeprowadzono analizę agregacji PtNPs pod wpływem 
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wybranych chemioterapeutyków przeciwnowotworowych. Wykorzystano szereg 

analiz fizykochemicznych w tym metody spektroskopowe, fluorymetryczne oraz 

kalorymetryczne, aby potwierdzić występowanie bezpośrednich oddziaływań 

między badanymi nanocząstkami a wymienionymi lekami. W części biologicznej 

oceniono jak PtNPs oddziałują na aktywność mutagenną wybranych leków 

przeciwnowotworowych z wykorzystaniem bakterii Salmonella enterica serowar 

Typhimurium. Ponadto, przeprowadzono badania cytotoksyczności zarówno 

samych nanocząstek jak i ich wpływu na działanie wybranych cytostatyków 

wykorzystując ludzkie linie komórkowe raka piersi MDA-MB-231 i SKBR-3 (PtNPs 

- CDDP), czerniaka MelJuSo (PtNPs - DOX i PtNPs - EPI) oraz unieśmiertelnioną 

ludzką linię komórek keratynocytów HaCaT (PtNPs - DOX i PtNPs - EPI).  

Uzyskane wyniki wskazują na niewątpliwy potencjał zastosowania w przyszłości 

nanocząstek platyny zarówno w celu zwiększenia efektywności istniejących, jak  

i opracowania nowych schematów chemioterapii przeciwnowotworowych. Jednym 

z kluczowych aspektów ich zastosowania może być obniżenie efektów ubocznych 

chemioterapeutyków przeciwnowotworowych wobec zdrowych tkanek i komórek. 

Ponadto, stosowanie nanocząstek o różnej wielkości może przyczynić się do 

modulacji aktywności leków przeciwnowotworowych, co jest szczególnie istotne 

zarówno w przypadku terapii nowotworów dotychczas opornych na leczenie jak  

i rozwijających oporność w trakcie terapii.  
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Abstract 

In 2022, almost 10 million cancer-related deaths were recorded worldwide. Despite 

significant progress in anticancer therapies, chemotherapy still remains one of the 

most commonly employed and most effective treatment methods. Unfortunately, 

administration of cytostatic drugs is associated with the occurrence of serious side 

effects, including multi-organ toxicity, as well as the development of resistance in 

cancer cells, which significantly reduces the quality of patients’ life and limits 

treatment options. Therefore, the search for therapy modifications is one of the key 

challenges of modern medicine. One of the promising areas that can contribute to 

improving the efficiency of anticancer therapies is nanotechnology, including the 

use of nanoparticles (NPs). Due to their unique properties, primarily their small size 

with a high surface-to-volume ratio, NPs can be used as drug delivery systems (DDS) 

for precise, controlled, and selective penetration into cancer cells, which minimizes 

the exposure of healthy cells to the chemotherapeutic agent itself. Importantly, the 

size of nanoparticles may be particularly relevant in the context of cell membrane 

penetration and toxicity. Platinum nanoparticles (PtNPs), which belong to metallic 

nanoparticles, due to their specific properties such as antibacterial, antifungal, but 

also anticancer activity, may be a very promising tool in the field of medicine.  

Therefore, the aim of this doctoral thesis was to investigate the occurrence of direct 

interactions between platinum nanoparticles and selected anticancer drugs such 

as cisplatin (CDDP), doxorubicin (DOX) and epirubicin (EPI). In addition, it was 

examined whether these interactions affect the biological activity, including 

mutagenicity and cytotoxicity, of the tested compounds. The research was 

conducted in the context of potential differences resulting from the use of 

nanoparticles of diverse sizes. The project included analysis of PtNPs aggregation 

under the influence of selected chemotherapeutic agents. A number of 

physicochemical analyses, including spectroscopic, fluorometric, and calorimetric 

methods were employed to confirm the occurrence of direct interactions between 

the tested nanoparticles and the mentioned drugs. In the biological part, the effect 

of PtNPs on the mutagenic activity of selected anticancer drugs was assessed using 

Salmonella enterica serovar Typhimurium. Additionally, cytotoxicity studies of both 
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the nanoparticles themselves and their effect on the activity of selected cytostatics 

were performed using human breast cancer cell lines MDA-MB-231 and SKBR-3 

(PtNPs - CDDP), melanoma MelJuSo (PtNPs - DOX and PtNPs - EPI), and  

a non-cancerous keratinocyte cell line HaCaT (PtNPs - DOX and PtNPs - EPI).  

The obtained results indicate the considerable potential of using platinum 

nanoparticles in the future, both to increase the effectiveness of existing and to 

develop new anticancer chemotherapy regimens. One of the key aspects of their 

application may be to reduce the side effects of anticancer chemotherapeutics on 

healthy tissues and cells. Moreover, employing nanoparticles of different sizes may 

contribute to the modulation of anticancer drugs’ activity, which is particularly 

significant in the case of the therapy of cancers that are either initially resistant to 

treatment or acquire resistance during therapy. 
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1. Wstęp 

1.1. Choroby nowotworowe – aktualny stan wiedzy 

Choroby nowotworowe stanowią jedno z największych wyzwań współczesnej 

medycyny. Badania przeprowadzone przez Global Cancer Observatory, wskazują, 

że w 2022 roku na świecie odnotowano około 20 milionów nowych przypadków 

zachorowania na raka oraz 9,7 miliona zgonów. Najczęściej diagnozowanym 

nowotworem był rak płuc, a następnie rak piersi u kobiet, rak jelita grubego oraz rak 

prostaty u mężczyzn. Według przewidywań Światowej Organizacji Zdrowia (ang. 

World Health Organization; WHO), do 2050 roku liczba diagnozowanych 

zachorowań na nowotwory może wzrosnąć nawet do 35 milionów rocznie. Taka 

sytuacja wynika m.in. z globalnego starzenia się społeczeństw, jak również 

narażenia na czynniki ryzyka np. zanieczyszczenie środowiska, palenie tytoniu czy 

otyłość. Statystyki są alarmujące i podkreślają pilną potrzebę poszukiwania 

nowych, skutecznych terapii przeciwnowotworowych [1].  

1.1.1. Terapie przeciwnowotworowe 

Pomimo niewątpliwego rozwoju terapii przeciwnowotworowych i stosowaniu 

nowych podejść w leczeniu obejmujących m.in. immunoterapię, terapię celowaną 

czy wykorzystanie komórek macierzystych, klasyczne metody, w tym 

chemioterapia, radioterapia i chirurgia, nadal pozostają standardem w leczeniu 

nowotworów [2–4]. Spośród wymienionych, chemioterapia jest uważana za 

najszerzej stosowaną oraz najbardziej skuteczną metodę leczenia nowotworów w 

różnych stadiach [4,5]. 

Chemioterapia 

Chemioterapia opiera się na podaniu pacjentowi leków zaburzających prawidłowe 

procesy komórkowe, prowadząc do śmierci komórki. Początki tej metody leczenia 

nowotworów sięgają 1942 roku, kiedy udokumentowano wpływ pochodnej iperytu 

azotowego na szpik kostny. W efekcie, stał się on pierwszym lekiem stosowanym w 

leczeniu chłoniaka. W następnych dekadach wynaleziono skuteczne 

antymetabolity takie jak 5-fluorouracyl, cytarabina czy metotreksat. Z kolei lata 60 i 

70 XX wieku to czas, w którym odkryto naturalnie pozyskiwane antybiotyki 
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przeciwnowotworowe takie jak doksorubicyna, jak również wprowadzono 

cisplatynę, która zrewolucjonizowała leczenie m.in. raka jądra [2,6,7].  

Niestety, pomimo niewątpliwej skuteczności przeciwnowotworowej, leki 

przeciwnowotworowe nie wykazują selektywnego działania, przez co oddziałują nie 

tylko na komórki nowotworowe, ale także na komórki zdrowe, co skutkuje 

występowaniem licznych, często poważnych skutków ubocznych [2,8]. Ponadto, 

komórki nowotworowe wykorzystują szereg mechanizmów, takich jak zwiększona 

aktywność pomp efflux, uruchamianie procesów naprawy DNA, hamowanie 

apoptozy, interakcje z komórkami odpornościowymi czy przejście nabłonkowo-

mezenchymalne (Epithelial-To-Mesenchymal Transition; EMT), prowadzących do 

występowania lekooporności, a w konsekwencji ograniczenia skuteczności terapii 

[9,10]. 

1.1.2. Charakterystyka wybranych chemioterapeutyków 

przeciwnowotworowych 

Chemioterapeutyki przeciwnowotworowe można podzielić ze względu na ich 

sposób działania na kilka grup: cytostatyki alkilujące (w tym pochodne platyny), 

antymetabolity, antybiotyki przeciwnowotworowe oraz inhibitory mikrotubul i 

topoizomeraz [11]. W niniejszym projekcie badawczym wybrano trzy leki należące 

do dwóch grup: cytostatyków alkilujących oraz antybiotyków 

przeciwnowotworowych.  

1.1.2.1. Cisplatyna 

Cisplatyna (CDDP, cis-diaminodichloroplatyna) jest szeroko stosowanym lekiem 

przeciwnowotworowym z grupy cytostatyków alkilujących, zatwierdzonym przez 

Agencję Żywności i Leków (ang. Food and Drug Administration; FDA) w 1978 roku 

jako pierwszy analog platyny i jednocześnie pierwszy lek zawierający metal ciężki 

[3,12–14]. CDDP posiada w swojej strukturze platynę na II stopniu utlenienia, a także 

dwa atomy chloru oraz dwie cząsteczki amoniaku ułożone w konfiguracji cis, 

niezbędnej do wykazywania aktywności nowotworowej (Ryc. 1.) [14]. Jest używana 

w leczeniu wielu nowotworów, między innymi pęcherza moczowego, piersi, głowy i 

szyi, jajnika czy jąder [12,13].  
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Ryc. 1. Struktura chemiczna cisplatyny (CDDP). 

Mechanizm działania 

Mechanizm działania cisplatyny opiera się na tworzeniu wiązań krzyżowych w 

obrębie jednej lub pomiędzy sąsiadującymi nićmi DNA. Cząsteczka cisplatyny po 

wniknięciu do komórki traci jeden lub oba ligandy chlorowe, co umożliwia 

utworzenie kowalencyjnych wiązań pomiędzy atomem platyny a, najczęściej, 

pozycją N7 zasad purynowych. W ten sposób dochodzi do powstania 

wspomnianych wcześniej wiązań krzyżowych, z których za kluczowe uważa się te 

między sąsiadującymi resztami guaniny [13,15,16]. Powstałe addukty CDDP-DNA 

powodują zmiany konformacyjne w strukturze DNA, zakłócają procesy replikacji 

oraz transkrypcji, co w konsekwencji prowadzi do zatrzymania cyklu komórkowego i 

śmierci komórki [16].  

Wyzwania 

Zmiany w obrębie DNA wywołane przez cisplatynę uruchamiają, także odpowiedź 

na uszkodzenia DNA (DDR), aktywując wiele szlaków sygnałowych. Jednymi z 

najważniejszych są ATM (Ataxia-Telangiectasia Mutated) i ATR (Ataxia Telangiectasia 

and Rad3-Related), które m.in. aktywują naprawę przez wycinanie nukleotydu 

(NER), oraz szlak PI3K/Akt wpływający na proliferację komórek oraz zwiększający 

ekspresję transporterów odpowiedzialnych za wypompowywanie CDDP z komórki, 

co jest jednym z mechanizmów prowadzących do oporności lekowej. Do innych 

mechanizmów ograniczających skuteczność terapii z użyciem cisplatyny należą 

m.in. zmniejszone wchłanianie leku poprzez mutacje w receptorach lub 

transporterach błonowych oraz inaktywacja CDDP związana z tworzeniem 
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nieaktywnych koniugatów z glutationem [10,17,18]. Oporność lekowa nie jest 

jednak jedynym wyzwaniem związanym z terapią cisplatyną. Pomimo swojej 

skuteczności, stosowanie CDDP powoduje poważne skutki uboczne, z których 

najważniejszym jest nefrotoksyczność. Objawia się ona na różne sposoby, m.in. 

ostrym uszkodzeniem nerek oraz zaburzeniami elektrolitowymi, takimi jak 

hipomagnezemia i hipokalcemia, co znacząco ogranicza możliwość leczenia 

poprzez konieczność zmniejszania dawek leku [14]. Ponadto, cisplatyna wpływa na 

funkcjonowanie innych narządów takich jak wątroba, płuca, a nawet na uszkodzenie 

słuchu [16].  

1.1.2.2. Doksorubicyna i epirubicyna 

Doksorubicyna (DOX) oraz epirubicyna (EPI) należą do grupy antybiotyków 

cytostatycznych, dokładnie antracyklin. DOX została po raz pierwszy wyizolowana z 

bakterii Streptomyces peucetius var. caesius w 1969 roku, a w 1974 roku została 

oficjalnie zatwierdzona przez FDA [19,20]. EPI, syntetyczną pochodną DOX, 

natomiast dopuszczono do stosowania w 1999 roku jako terapię adjuwantową w 

leczeniu raka piersi [21]. Zarówno cząsteczki DOX jak i EPI składają się z dwóch 

głównych części – aglikonu oraz aminocukru (Ryc. 2).  

 

Ryc. 2. Struktury chemiczne wybranych antybiotyków antracyklinowych. 

Różnicę strukturalną stanowi stechiometryczne ułożenie grupy hydroksylowej przy 

pozycji 4’ daunozaminy (aminocukru) w cząsteczce epirubicyny, co czyni ją 4’ 

epimerem doksorubicyny [21]. Ta zmiana powoduje, że EPI jest bardziej lipofilna, 
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szybciej przenika do komórek, a także jest mniej toksyczna, dzięki czemu może być 

stosowana w wyższych dawkach [21,22].  

Mechanizm działania 

Oba leki działają poprzez trzy główne mechanizmy: interkalację do DNA, 

hamowanie topoizomerazy II oraz generowanie wolnych rodników [19,23–26]. 

Czteropierścieniowy chromofor obecny w cząsteczce antracykliny, wnika pomiędzy 

sąsiednie pary zasad DNA. Interkalacja wpływa na topologię DNA, co może 

zakłócać aktywność enzymów zaangażowanych w replikację i transkrypcję. Samo 

wiązanie często nie jest kluczowe dla cytotoksyczności leku – ważniejsze mogą być 

miejsce i sposób wiązania prowadzące do zahamowania konkretnych funkcji DNA 

[23–25,27]. Antracykliny wykazują również zdolność wiązania z topoizomerazą II, 

enzymem niezbędnym do przecinania nici DNA podczas procesów komórkowych 

takich jak replikacja czy transkrypcja. Tworzenie kompleksu topoizomeraza II – 

antracyklina – DNA uniemożliwia ponowne łączenie przeciętych nici DNA 

prowadząc do uruchomienia procesu apoptozy [23,24,26,28]. Trzecim 

mechanizmem działania antracyklin jest generowanie reaktywnych form tlenu 

(ROS) podczas wewnątrzkomórkowych cykli utleniania i redukcji. Powstałe wolne 

rodniki tlenowe narażają jądrowe i mitochondrialne DNA na stres oksydacyjny oraz 

prowadzą do procesów takich jak peroksydacja lipidów, które uszkadzają błony 

komórkowe, a w konsekwencji doprowadzają do śmierci komórki [23,24]. 

Wyzwania 

Podobnie jak w przypadku cisplatyny, stosowanie zarówno doksorubicyny, jak i 

epirubicyny często wiąże się z występowaniem lekooporności. Przyczyną mogą być 

mechanizmy związane m.in. z wypompowywaniem (ang. efflux) leku, wzmożoną 

autofagią, zmniejszeniem interakcji leku z komórką, na przykład wskutek mutacji 

genu topoizomerazy II, a także zmiany w odpowiedzi komórkowej na uszkodzenia 

DNA [23,27]. Udowodniono także, że doksorubicyna może wzbudzać mechanizm 

EMT związany z przejściem komórek nabłonkowych do fenotypu mezenchymalnego, 

co zwiększa ruchliwość i inwazyjność komórek nowotworowych, a także wiąże się z 

aktywacją szlaków hamujących apoptozę sprzyjając przeżywaniu komórek 
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[10,27,29]. Ponadto stosowanie wymienionych antracyklin wiąże się z 

występowaniem poważnych działań niepożądanych. Terapia doksorubicyną często 

prowadzi do ostrej, kardiotoksyczności zależnej od dawki, która objawia się przede 

wszystkim kardiomiopatią oraz zastoinową niewydolnością serca. Ponadto mogą 

wystąpić skutki uboczne takie jak supresja szpiku kostnego czy nefrotoksyczność 

[30–32]. W przypadku epirubicyny, dawki analogiczne do DOX wywołują mniejsze 

skutki zarówno kardiotoksyczne jak i mielosupresyjne przy utrzymaniu efektywności 

terapeutycznej [21].  

W związku z tym tak ważne jest poszukiwanie metod modyfikacji terapii, które 

pozwolą zniwelować skutki uboczne i przezwyciężyć oporność lekową, 

jednocześnie utrzymując lub poprawiając efektywność działania 

chemioterapeutyków przeciwnowotworowych, aby pozytywnie wpłynąć na jakość 

życia pacjentów onkologicznych. Jednym z obszarów modyfikacji działania stała się 

szerokorozumiana dziedzina nanotechnologii.  

1.2. Nanotechnologia 

1.2.1. Wprowadzenie do nanomateriałów 

Nanotechnologia, jako dziedzina interdyscyplinarna z pogranicza zarówno fizyki, 

chemii, biologii jak i medycyny czy inżynierii, zyskała szczególne zainteresowanie 

badaczy w ciągu ostatnich dwóch dekad. Jej oficjalne początki sięgają jednak 

połowy XX wieku i słynnego wystąpienia Richarda Feynmana ‘‘There’s Plenty of 

Room at the Bottom’’. Laureat Nagrody Nobla przedstawił wtedy wizję, w której 

możliwa byłaby manipulacja na poziomie atomowym i molekularnym, co otworzyło 

perspektywy tworzenia nowych narzędzi i maszyn w nanoskali [33–35]. Jak widać po 

latach, Richard Feynman nie mylił się, a nanotechnologia stała się nie tylko 

popularną, ale i niezwykle atrakcyjną i dynamicznie rozwijającą się dziedziną nauki. 

Nanomateriały definiuje się jako struktury, w których przynajmniej jeden wymiar jest 

mniejszy niż 100 nm. Wśród nich wyróżnia się m.in. nanocząstki (NPs), materiały 

zero-wymiarowe, których wszystkie trzy wymiary mieszczą się w zakresie nanoskali. 

NPs mogą różnić się kształtem, rozmiarem, funkcjonalizacją powierzchni oraz 

składem, co sprawia, że mogą wykazywać rozmaite właściwości fizykochemiczne 
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[35,36]. Istnieje kilka podziałów nanomateriałów, jednak bazując na składzie można 

wyróżnić trzy główne grupy: organiczne (np. dendrymery), nieorganiczne (np. 

nanocząstki metaliczne) oraz węglowe (np. fuleren) [35,37–39] (Ryc. 3). 

 

 

Ryc. 3. Klasyfikacja nanomateriałów z przykładami. 

Nanocząstki metaliczne, do których należą m.in. nanocząstki platyny (PtNPs), 

srebra (AgNPs), czy złota (AuNPs), wykazują wyjątkowe właściwości optyczne, 

elektryczne, katalityczne, termiczne, magnetyczne czy mechaniczne [35]. Ze 

względu na wykazywanie zjawiska zwanego lokalnym rezonansem plazmonowym 

powierzchni (LSPR) znajdują zastosowanie w biosensorach czy fototermalnej terapii 

plazmonowej (PPTT) jak również w tworzeniu urządzeń optoelektronicznych 

[35,36,40–42]. Ponadto, nanocząstki metaliczne mogą być stosowane w technikach 

obrazowania np. metodą rezonansu magnetycznego (MRI) poprawiając jakość 

obrazowania [35,36].  
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1.2.2. Nanocząstki platyny (PtNPs) 

Nanocząstki platyny, poza wymienionymi wyżej cechami, wykazują również 

właściwości przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze [43–49]. W badaniu Nishanti i in. 

[48] potwierdzono, że nanocząstki platyny nie tylko wykazują aktywność 

przeciwbakteryjną, ale także wzmacniają działanie antybiotyków. Szczególnie 

istotny efekt obserwowano w przypadku bakterii Bacillus sp. opornej na 

streptomycynę, gdzie nanocząstki spowodowały uwrażliwienie bakterii na ten 

antybiotyk. Ponadto PtNPs wykazywały silną aktywność antybakteryjną wobec 

szczepu Escherichia coli cechującego się wielolekoopornością [46]. Podobnie, 

grupa badawcza Chwalibog i in. [47] potwierdziła, iż PtNPs działają toksycznie 

względem bakterii Staphylococcus aureus oraz grzybów Candida albicans 

uszkadzając ścianę komórkową, a w konsekwencji powodując wyciek substancji 

komórkowych i śmierć mikroorganzmów. Aktywność przeciwgrzybicza nanocząstek 

platyny została również potwierdzona dla innych gatunków m.in. Aspergillus 

parasiticus i Aspergillus flavus [45] jak również Colletotrichum acutatum czy 

Cladosporium fulvum [44]. Jednak właściwości przeciwbakteryjne i 

przeciwgrzybicze to nie jedyne pozytywne aspekty wykorzystania PtNPs w 

medycynie.  

1.2.2.1. Właściwości przeciwnowotworowe PtNPs 

Nanocząstki platyny to niezwykle obiecujące struktury w kontekście terapii 

przeciwnowotworowych. Mogą być wykorzystywane m.in. jako nośniki leków, ale 

same również wykazują aktywność przeciwnowotworową, co zostało potwierdzone 

w wielu interesujących doniesieniach. W badaniu prowadzonym przez Kutwin i in. 

[50] porównywano aktywność nanocząstek platyny, o średnicach od 2 nm do 19 nm, 

z lekiem przeciwnowotworowym cisplatyną względem linii komórkowej glejaka 

wielopostaciowego U87, jak również ich wpływ na tkankę guza w modelu in ovo. 

Potwierdzono, że PtNPs znacząco obniżają żywotność komórek glejaka wywołując 

efekty podobne do cisplatyny, przy jednocześnie niższym poziomie nekrozy. 

Ponadto, nanocząstki wpłynęły znacząco na zmniejszenie wagi i objętości guza, a 

efekty były silniejsze niż w przypadku cisplatyny, co czyni je niezwykle obiecującymi 

kandydatami w terapii nowotworów mózgu. Innym ciekawym badaniem było 
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wykorzystanie nanocząstek srebra i platyny (AgPtNPs), w którym wykazano, że 

nanocząstki w wybranym zakresie stężeń obniżają żywotność komórek czerniaka 

oraz glejaka wielopostaciowego przy jednoczesnym braku wpływu na zdrowe 

komórki ludzkie fibroblastów, co prawdopodobnie ma związek z wyższą 

przepuszczalnością tkanki nowotworowej [51]. W innych pracach naukowych 

udowodniono, że zarówno same nanocząstki platyny o wielkości około 34 nm [52] 

jak i PtNPs w połączeniu z tlenkiem grafenu (GO-PtNPs) [53] wykazują znaczną 

cytotoksyczność względem linii komórkowych raka piersi MCF-7 oraz raka wątroby 

HepG-2. Z kolei badanie PtNPs o rozmiarach od 30 nm do 60 nm, wytworzonych przy 

pomocy zielonej syntezy z wykorzystaniem polifenoli, potwierdziło ich zdolność do 

zatrzymania cyklu komórkowego w fazie G2/M, zahamowania proliferacji komórek 

oraz indukcji apoptozy w ludzkiej linii komórkowej raka szyjki macicy SiHa [54].  

Przytoczone przykłady wskazują nie tylko na niewątpliwy potencjał nanocząstek 

platyny w terapii przeciwnowotworowej, lecz także na ich szerokie spektrum 

działania przeciwko nowotworom o różnym pochodzeniu.  

1.2.3. Systemy dostarczania leków (DDS) na bazie nanocząstek 

metalicznych 

W ostatnich latach systemy dostarczania leków (DDS) zyskały na znaczeniu jako 

obiecujące narzędzie w terapiach przeciwnowotworowych. Stosowanie DDS 

pozwala na zwiększenie skuteczności terapii poprzez precyzyjne dostarczanie leku 

przy jednoczesnej minimalizacji toksyczności wobec zdrowych komórek. Ponadto, 

możliwe jest dostosowanie właściwości uwalnianego leku, takich jak 

rozpuszczalność, biodostępność czy czas półtrwania substancji. W tym kontekście 

zjawisko Enhanced Permeability and Retention (EPR) odgrywa znaczącą rolę. Efekt 

EPR polega na tym, że niewielkie struktury, takie jak nanocząstki, kumulują się w 

tkance nowotworowej przede wszystkim w wyniku nieprawidłowej budowy naczyń 

krwionośnych nowotworu. Dzięki temu zjawisku nanocząstki mogą nie tylko łatwiej 

przenikać do środowiska nowotworu, ale również pozostawać tam przez dłuższy 

czas co przedłuża efekt cytotoksyczny leku przy jednoczesnym ograniczeniu jego 

działania na zdrowe komórki [55–58].  
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DDS mogą wykorzystywać różnorodne nośniki, zarówno organiczne, nieorganiczne 

czy też hybrydowe, w tym nanocząstki metaliczne [59–61]. Najwięcej doniesień w 

tym kontekście można znaleźć na temat nanocząstek złota i srebra, jednak istnieją 

także badania wykorzystujące głównie modyfikowane nanocząstki platyny.  

Przykłady modyfikowanych nanocząstek 

Jednym z przykładów wykorzystania PtNPs w DDS było zastosowanie 

mezoporowatych nanocząstek platyny modyfikowanych glikolem polietylenowym 

(PEG) i załadowanych doksorubicyną [62], które umożliwiły kontrolowane 

uwalnianie leku poprzez obniżone pH, analogiczne do warunków panujących w 

środowisku guza. Dzięki takiemu rozwiązaniu lek może być uwalniany przede 

wszystkim w miejscu nowotworu, co zwiększa jego skuteczność oraz ogranicza 

toksyczność względem zdrowych tkanek. Ponadto, w badaniu zastosowano linię 

komórkową raka piersi oporną na doksorubicynę MCF-7/ADR, wykazującą fenotyp 

oporności wielolekowej, przede wszystkim poprzez podwyższoną ekspresję 

transporterów błonowych, takich jak P-glikoproteina, która wypompowuje lek z 

komórek, jak również przez zmniejszone wchłanianie leku [62,63]. Zaobserwowano, 

że nanocząstki wnikały do opornych komórek umożliwiając przedłużone działanie 

leku [62]. Podobny system na bazie PtNPs modyfikowanych przy pomocy PEG i 

połączonych z DOX zaproponowano jak terapię o potencjalnym zastosowaniu w 

leczeniu czerniaka. W badaniach wykorzystano linię komórkową czerniaka 

pochodzącą z myszy B16F10 jak również model zarodka kury. Zaobserwowano 

skuteczne zahamowanie proliferacji komórek czerniaka oraz indukcję apoptozy, jak 

również znaczące zmniejszenie wzrostu guza w porównaniu do kontroli z samą 

doksorubicyną, co wskazuje na wysoką skuteczność stosowania DDS [64]. W innym 

badaniu skonstruowano również system łączący nanocząstki platyny oraz złota 

funkcjonalizowany cząstką opartą na chinazolinie, która wykazuje toksyczność 

względem komórek glejaka. Testy cytotoksyczności metodą MTT z wykorzystaniem 

zarówno linii zdrowych komórek HEK293 oraz kilku linii komórkowych glejaka, 

wykazały, że powstały system nie hamuje proliferacji komórek zdrowych, jednak jest 

toksyczny względem komórek nowotworowych [65].  
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Z kolei w badaniu Brown i in. [66] wykorzystano sfunkcjonalizowane nanocząstki 

złota (AuNPs) jako nośnik oksaliplatyny - leku na bazie platyny. Badania 

przeprowadzono na linii komórkowej raka płuc oraz kilku liniach komórkowych raka 

jelita grubego. W każdej z badanych linii nowotworowych wykazano, że skuteczność 

zastosowanego konstruktu była porównywalna lub nawet kilkukrotnie wyższa w 

porównaniu do zastosowania samej oksaliplatyny. Ponadto, nanocząstki 

wykazywały zdolność do penetracji jądra komórkowego w komórkach raka płuc, co 

nie jest obserwowane w przypadku stosowanego leku [66].  

W innym badaniu wykorzystano biosyntetyzowane nanocząstki złota oraz srebra 

opłaszczone glikolem polietylenowym jako systemy dostarczania doksorubicyny. W 

obu przypadkach zaobserwowano wzmocnione działanie cytotoksyczne, w 

porównaniu do efektów samego leku, na liniach komórkowych czerniaka myszy 

B16F10 oraz raka piersi MCF-7. Same nanocząstki nie wykazywały toksyczności 

względem zdrowych komórek śródbłonka [67]. 

Oddziaływania niekowalencyjne 

Nanocząstki, ze względu na swoje unikatowe właściwości, takie jak duża 

powierzchnia właściwa przy niewielkich rozmiarach struktur, mogą wchodzić w 

niekowalencyjne interakcje z lekami, między innymi odziaływania hydrofobowe, 

elektrostatyczne, wiązania wodorowe czy siły van der Waalsa. Wspomniane 

interakcje mogą równie efektywnie wpływać na zwiększenie efektywności 

dostarczania związków do komórek nowotworowych [58,68,69].  

Działalność badawcza zespołu dr. hab. Jacka Piosika, prof. UG, od wielu lat opiera 

się na identyfikacji potencjalnych oddziaływań pomiędzy substancjami 

modulującymi, np. metyloksantynami, a związkami biologicznie czynnymi [70–75]. 

Opracowano model statystyczno – termodynamiczny, który pozwolił na analizę 

biologicznie czynnego związku – pentoksyfiliny (PTX) jako modulatora DOX [73]. 

Następnie wykonano badania biologiczne, które potwierdziły, że PTX wykazuje efekt 

ochronny zmniejszając efekty cytotoksyczne DOX w zdrowych komórkach 

keratynocytów HaCaT, jednocześnie nie wpływając na działanie leku w komórkach 

nowotworowych [72]. Otrzymane wyniki wskazywały, że modyfikacje DOX mogą 
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wpłynąć na zmniejszoną toksyczność leku przy utrzymaniu jej potencjału 

terapeutycznego. Dzięki otrzymanym wynikom potwierdzającym, że modulacja 

aktywności związków biologicznie czynnych może przyczynić się do poprawy 

efektywności ich działania, zespół skupił się na wykorzystaniu nanostruktur.  

Jedną z najlepiej przebadanych nanocząstek został fuleren C60 (FC60). Badanie 

dotyczące interakcji FC60 i mutagenu akrydynowego ICR-191 [76] wykazało, iż 

fuleren tworzy agregaty pod wpływem mutagenu. Pozostałe analizy 

fizykochemiczne, w tym modelowanie molekularne, potwierdziły, że za 

odziaływania, w tym heteroagregację, odpowiadają przede wszystkim 

oddziaływania stakingowe typu π-π oraz elektrostatyczne. W efekcie potwierdzono, 

iż FC60 wpływa na obniżenie aktywności mutagennej ICR-191. Ponadto stwierdzono, 

że fuleren wykazuje silne powinowactwo do komórek bakterii Salmonella enterica 

serowar Typhimurium TA98, co może ułatwiać dostarczanie mutagenu na 

powierzchnię komórki. Inne badania dotyczące fulerenu C60 oraz cisplatyny [77,78] 

również potwierdziły występowanie bezpośrednich oddziaływań, prawdopodobnie 

opierających się na siłach hydrofobowych oraz oddziaływaniach van der Waalsa. Co 

ciekawe, wspomniane interakcje miały znaczący wpływ na cytotoksyczność 

kompleksu. Podobnie jak w poprzednim badaniu, fuleren obniżał mutagenność 

badanej substancji. Ponadto, wykazano, że w porównaniu do działania samej 

cisplatyny, kompleks FC60 – CDDP wywołuje znacząco silniejszy efekt toksyczny 

wobec różnych linii komórkowych, w tym raka okrężnicy, szyjki macicy oraz 

białaczki. Największą, dwukrotnie wyższą różnicę w toksyczności, zaobserwowano 

dla ludzkiej linia komórkowej ostrej białaczki promielocytowej (HL-60). Co więcej, 

badanie przeprowadzone na modelu mysim guza LLC (ang. Lewis Lung Carcinoma) 

wykazało, że zastosowanie kompleksu FC60 – CDDP spowodowało dwukrotnie 

większe zahamowanie wzrostu guza w porównaniu do działania samej cisplatyny 

oraz fulerenu [77].  

Innymi, badanymi przez Pracownię Biofizyki nanostrukturami były nanocząstki 

srebra (AgNPs). W publikacji dotyczącej wpływu AgNPs na interakcje z 

doksorubicyną porównano nanocząstki o różnych średnicach 5 nm oraz 50 nm [79]. 

Wykazano m.in., że nanocząstki obniżają fluorescencję DOX oraz ulegają agregacji 
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(zwłaszcza większe NPs) po wpływem leku. Ponadto, testy cytotoksyczności MTT na 

liniach komórkowych raka piersi wykazały, iż AgNPs wspomagają działanie 

toksyczne DOX wobec linii SKBR-3, podczas gdy nie wpływają na efekty w linii MDA-

MB-231. W badaniu zastosowano również model 3D Matrigel, aby ocenić wpływ 

nanocząstek w warunkach lepiej odzwierciedlających mikrośrodowisko guza. W 

obu zastosowanych liniach komórkowych kompleks AgNPs - DOX wykazywał 

wyższą cytotoksyczność w porównaniu do działania samego leku, jednak, podobnie 

jak w teście MTT, efekty były wyraźniejsze dla linii SKBR-3.  

Inne doniesienia literaturowe potwierdzają, że niemodyfikowane i nieprzyłączane 

chemicznie nanocząstki srebra wspomagają toksyczność paklitakselu względem 

komórek nowotworowych m.in. MCF-7, natomiast efekt ten nie jest obserwowany 

dla komórek zdrowych [80,81]. Z kolei wyniki badania zespołu Gurunathan i in. [82] 

wykazały, że połączenie nanocząstek platyny, zsyntetyzowanych przy pomocy 

tangeretyny, oraz doksorubicyny znacząco hamowało przeżywalność i proliferację 

komórek osteosarcomy – złośliwego guza kości. Zaobserwowano również m.in. 

generację ROS, dysfunkcję mitochondriów oraz zwiększoną ekspresję genów 

proapoptotycznych. W innym badaniu [83] dotyczącym leczenia neuroblastomy, 

złośliwego nowotworu układu nerwowego, wykazano, że nanocząstki platyny w 

połączeniu z kwasem retinowym (RA) znacząco wzmacniają cytotoksyczność, w 

tym powodują zwiększoną dysfunkcję mitochondriów oraz stres oksydacyjny, w 

porównaniu do działania samego kwasu.  

Przedstawione przykłady jasno wskazują, że systemy oparte na nanocząstkach 

metalicznych, mają ogromy potencjał, aby znacząco usprawnić terapie 

przeciwnowotworowe, przede wszystkim dzięki selektywnemu dostarczaniu leku do 

komórek nowotworowych przy jednoczesnej ochronie komórek zdrowych, co ma 

potencjał w kontekście ograniczania skutków ubocznych terapii przy utrzymanej lub 

wzmocnionej efektywności.  

1.2.4. Wielkość nanocząstek  

Wielkość nanocząstek może odgrywać kluczową rolę w ich efektywności 

biologicznej i farmakokinetycznej. Mniejsze nanocząstki, poprzez większą 
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powierzchnię właściwą w stosunku do ich objętości, wykazują lepszą penetrację do 

wnętrza komórek. Dzięki temu mogą efektywniej przenikać przez błony komórkowe, 

co może przekładać się na większy potencjał terapeutyczny. Z drugiej strony, 

zwiększona penetracja może prowadzić do wyższej toksyczności, co oddziałuje na 

ogólnosystemowe uszkodzenia DNA czy stres oksydacyjny. Z kolei, większe 

nanocząstki mogą mieć wpływ na bardziej kontrolowane oraz stopniowe uwalnianie 

przenoszonej substancji, co może być kluczowe w kontekście terapii 

nowotworowych i dostarczania leków. Ponadto, większe nanocząstki często 

wykazują mniejszą toksyczność, także wobec zdrowych tkanek, co daje potencjalne 

korzyści w zmniejszaniu efektów ubocznych terapii [84–91].  

Badanie nanocząstek srebra pod kątem wpływu na ludzkie komórki płucne 

wykazało toksyczność jedynie dla AgNPs o średnicy 10 nm, natomiast większe 

nanocząstki o średnicach 40 nm i 75 nm nie były szkodliwe [92]. W innym badaniu 

in vitro wykorzystano AgNPs o wielkościach 20 nm, 80 nm i 130 nm i sprawdzano 

m.in. ich cytotoksyczność, genotoksyczność czy zdolność do wywoływania stanu 

zapalnego. We wszystkich analizowanych aspektach toksyczności, potwierdzono, 

ze najmniejsze AgNPs wykazywały największą aktywność, a najbardziej wyraźne 

efekty dotyczyły obniżenia aktywności metabolicznej komórek oraz uszkodzeń 

błony komórkowej [93]. Z kolei Lebedová i in. [94] sprawdzili genotoksyczność 

nanocząstek platyny, srebra i złota o rozmiarach 5 nm i 50 nm. Co ciekawe, dla 

każdego typu NPs uzyskano odmienne wyniki. AgNPs powodowały znaczne 

uszkodzenia DNA niezależnie od rozmiaru, AuNPs wykazywały toksyczność tylko w 

przypadku mniejszych, 5 nm cząstek, natomiast PtNPs wykazywały odwrotny trend 

– uszkodzenia pojawiały się tylko poprzez działanie większych nanocząstek.  

Przytoczone przykłady podkreślają wpływ samych nanomateriałów na toksyczność 

wobec komórek, jednak w literaturze brakuje doniesień wskazujących czy rozmiar 

nanocząstek może mieć znaczenie w kontekście modulacji wydajności związków 

biologicznie czynnych. 
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2. Cel pracy 

Choroby nowotworowe stanowią jedno z największych wyzwań współczesnej 

medycyny. Pomimo znacznych postępów w terapii przeciwnowotworowej, leczenie 

nowotworów jest wciąż utrudnione. Chemioterapia, choć nadal powszechnie 

stosowana jako jedna z podstawowych i efektywnych metod, jest ograniczona ze 

względu na występowanie poważnych działań niepożądanych, w tym ciężkiej 

toksyczności narządowej, a także rozwój lekooporności komórek nowotworowych. 

W związku z tym poszukiwanie nowych strategii terapeutycznych, które pozwolą na 

zmniejszenie skutków ubocznych przy jednoczesnym zachowaniu lub zwiększeniu 

skuteczności leczenia, jest niezwykle istotne. Doniesienia literaturowe 

przedstawione we wstępie jednoznacznie podkreślają duży potencjał wykorzystania 

nanocząstek w celu usprawnienia terapii przeciwnowotworowych. Nanocząstki 

(NPs) mogą służyć jako nośniki leków, co zwiększa selektywność dostarczania 

substancji do komórek przeciwnowotworowych. Z kolei rozmiar NPs może wpływać 

ich na wnikanie do komórek oraz biodystrybucję, co ma kluczowe znaczenie w 

kontekście efektywności terapeutycznej. Wśród nanocząstek nieorganicznych 

nanocząstki platyny (PtNPs) zyskują na znaczeniu, dzięki unikalnym 

właściwościom, w tym aktywności przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybiczej, a także 

przeciwnowotworowej. 

Dlatego głównym celem niniejszej pracy doktorskiej było zweryfikowanie czy 

nanocząstki platyny oddziałują bezpośrednio z wybranymi chemioterapeutykami, w 

konsekwencji wpływając na ich aktywność biologiczną, ze szczególnym 

uwzględnieniem różnic wynikających z rozmiaru nanocząstek. W badaniach 

wykorzystano komercyjnie dostępne PtNPs o średnicach 5 nm, 30 nm, 50 nm i 70 

nm oraz leki przeciwnowotworowe z dwóch grup – cytostatyków alkilujących 

(cisplatyna - CDDP) oraz antybiotyków antracyklinowych (doksorubicyna – DOX i 

epirubicyna – EPI). 
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W projekcie doktorskim zrealizowano następujące cele: 

I. Analiza agregacji PtNPs oraz wybranych leków przeciwnowotworowych. 

II. Ocena termodynamiki oddziaływań pomiędzy PtNPs a wybranymi lekami. 

III. Analizy spektroskopowe zmian wynikających z interakcji pomiędzy PtNPs a 

lekami. 

IV. Ocena wpływu PtNPs na właściwości fluorescencyjne antracyklin. 

V. Badania wpływu nanocząstek na aktywność mutagenną wybranych 

chemioterapeutyków. 

VI. Badania cytotoksyczności PtNPs, a także ich wpływu na cytotoksyczność 

cisplatyny, doksorubicyny oraz epirubicyny wobec wybranych linii 

komórkowych. 

VII. Obrazowanie wpływu PtNPs oraz DOX na hodowlę komórek wybranych linii. 
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3. Publikacje naukowe będące podstawą niniejszej rozprawy 

Publikacja nr 1: Bełdzińska, P., Galikowska-Bogut, B., Zakrzewski, M., Bury, K., 

Jamrógiewicz, M., Wyrzykowski, D., Gołuński, G., Sądej, R., Piosik, J., 2025. Platinum 

as both a drug and its modulator – Do platinum nanoparticles influence cisplatin 

activity? Chemico-Biological Interactions, 407, 111365. 

https://doi.org/10.1016/J.CBI.2024.111365. IF2023 4.7, MNiSW2024 100 

Publikacja nr 2: Bełdzińska, P., Zakrzewski, M., Mruk, I., Bogusławski, M., 

Derewońko, N., Bury K., Wyrzykowski, D., Gołuński, G., Rychłowski, M., Piosik, J. 

2025. Size dependent impact of platinum nanoparticles on doxorubicin activity. 

European Journal of Pharmaceutical Sciences, 209: 107094. 

doi:10.1016/J.EJPS.2025.107094. IF2023 4.3, MNiSW2024 100 

Publikacja nr 3 (manuskrypt): Bełdzińska, P., Zakrzewski, M., Grzyb, K., Hauer, A., 

Jamrógiewicz, M., Wyrzykowski, D., Bury, K., Gołuński, G., Piosik, J. 2025. Platinum 

nanoparticles interact with epirubicin in size dependent manner and affect its 

biological activity. - gotowy manuskrypt; w procesie recenzji w czasopismie z listy 

JCR  
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4. Wkład doktorantki w publikacje będące podstawą niniejszej rozprawy 

Publikacja nr 1:  

Mój wkład w niniejszą publikację polegał na zaprojektowaniu koncepcji badań, 

przeprowadzeniu pomiarów dynamicznego rozpraszania światła (DLS), 

przygotowaniu próbek oraz interpretacji obrazowania przy pomocy mikroskopii sił 

atomowych (AFM), przygotowaniu próbek, opracowaniu surowych danych oraz 

analizie danych z użyciem izotermicznej kalorymetrii miareczkowej (ITC), 

przygotowaniu próbek oraz pomocy w interpretacji wyników spektrometrii w 

podczerwieni (FTIR i NIR) oraz skaningowej kalorymetrii różnicowej (DSC), 

wykonaniu, analizie i interpretacji wyników testów mutagenności Amesa, z 

wykorzystaniem bakterii Salmonella enterica, dla samych nanocząstek oraz 

mieszanin nanocząstek z lekiem, a także wykonaniu testów MTT z użyciem linii 

komórkowych MDA-MB-231 oraz SKBR3 oraz pomocy w analizie wyników i ich 

interpretacji. Ponadto, przygotowałam ryciny, opracowałam manuskrypt oraz 

wykonałam korekty po poprawkach współautorów. 

Publikacja nr 2: 

Mój wkład w niniejszą publikację polegał na zaprojektowaniu koncepcji badań, 

przeprowadzeniu pomiarów i opracowaniu wyników spektrometrii fluorescencyjnej 

oraz UV-Vis, przygotowaniu próbek, opracowaniu surowych danych oraz analizie 

danych z użyciem izotermicznej kalorymetrii miareczkowej (ITC), przeprowadzeniu 

pomiarów i opracowaniu wyników dynamicznego rozpraszania światła (DLS), 

przygotowaniu próbek oraz interpretacji obrazowania przy pomocy mikroskopii sił 

atomowych (AFM), wykonaniu, analizie i interpretacji wyników testów 

mutagenności Amesa, z wykorzystaniem bakterii Salmonella enterica, 

przygotowaniu próbek i interpretacji wyników testów cytotoksyczności z 

wykorzystaniem linii komórkowych MelJuSo i HaCaT, a także przygotowaniu próbek 

i pomocy w interpretacji obrazowania z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej. 

Ponadto, przygotowałam ryciny, opracowałam manuskrypt oraz wykonałam korekty 

po poprawkach współautorów. 
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Publikacja nr 3 (manuskrypt): 

Mój wkład w niniejszą publikację polegał na zaprojektowaniu koncepcji badań, 

przeprowadzeniu pomiarów i opracowaniu wyników spektrometrii fluorescencyjnej, 

przygotowaniu próbek, opracowaniu surowych danych oraz analizie danych z 

użyciem izotermicznej kalorymetrii miareczkowej (ITC), przygotowaniu próbek oraz 

pomocy w interpretacji wyników spektrometrii w podczerwieni (FTIR i NIR) oraz 

skaningowej kalorymetrii różnicowej (DSC), przeprowadzeniu pomiarów 

dynamicznego rozpraszania światła (DLS), przygotowaniu próbek oraz interpretacji 

obrazowania przy pomocy mikroskopii sił atomowych (AFM), przygotowaniu próbek 

i interpretacji wyników pomiarów potencjału zeta, wykonaniu, analizie i interpretacji 

wyników testów mutagenności Amesa, z wykorzystaniem bakterii Salmonella 

enterica, przygotowaniu próbek, opracowaniu danych oraz interpretacji wyników 

testów cytotoksyczności z wykorzystaniem linii komórkowych MelJuSo i HaCaT. 

Ponadto, przygotowałam ryciny, opracowałam manuskrypt oraz wykonałam korekty 

po poprawkach współautorów. 
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5. Wyniki 

5.1. Publikacja nr 1: Platyna jako lek oraz jego modulator – czy 

nanocząstki platyny wpływają na aktywność cisplatyny? 

W pierwszym etapie badań wykorzystano cisplatynę, pochodną platyny z grupy 

cytostatyków alkilujących, oraz komercyjnie dostępne nanocząstki platyny o 

średnicach 5 nm i 50 nm. 

Na początku przy pomocy dynamicznego rozpraszania światła (DLS) oraz 

mikroskopii sił atomowych (AFM) wykonano analizę potencjalnej agregacji 

nanocząstek pod wpływem użytego leku. W przypadku większych nanocząstek 50 

nm nie zaobserwowano różnic w średnicach przed i po dodaniu cisplatyny. Pomiary 

dla 5 nm PtNPs stanowiły wyzwanie, ze względu na tendencję do samoagregacji 

małych cząstek. Pomiary przy pomocy DLS wykazały zwiększenie średnic 

hydrodynamicznych po dodaniu leku, jednak mikroskopia AFM nie wykazała takich 

zmian (Załącznik 1, Fig. 1). Może to wynikać z różnic w środowiskach badanych 

próbek – DLS próbka płynna, AFM próbka osuszona na mice, jednak ze względu na 

widoczne agregaty w pomiarze średnicy hydrodynamiczej dla samych nanocząstek, 

wnioski o agregacji pod wpływem leku są niejednoznaczne. W celu pogłębienia 

analizy w kolejnych etapach wykonano szczegółowe pomiary termodynamiczne z 

użyciem izotermicznej kalorymetrii miareczkowej (ITC). Wykazano, że zmiany 

entalpii (ΔH) dla obu rozmiarów PtNPs wynoszą około -0,5 kcal/mol co wskazuje na 

spontaniczny, egzotermiczny charakter reakcji spowodowany prawdopodobnie 

występowaniem wiązań niekowalencyjnych np. van der Waalsa czy wiązań 

wodorowych (Załącznik 1, Fig. 2). Następnie, aby lepiej zrozumieć charakter 

zachodzących interakcji wykorzystano spektroskopię w podczerwieni z 

transformacją Fouriera (FTIR) oraz spektroskopię w bliskiej podczerwieni (NIR). Obie 

zastosowane metody potwierdziły występowanie zmian strukturalnych, 

świadczących o powstawaniu kompleksów pomiędzy PtNPs a CDDP, a także 

występowaniu oddziaływań w postaci wiązań wodorowych (Załącznik 1, Fig. 3). 

Dodatkowo, wyniki skaningowej kalorymetrii różnicowej (DSC) wykazały zmiany 

termiczne potwierdzające modyfikacje strukturalne wynikające z tworzenia 

agregatów. (Załącznik 1, Fig. 4). 
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Po niejednoznacznych wynikach w części fizykochemicznej, przeprowadzono testy 

mutagenności z wykorzystaniem szczepu bakterii Salmonella enterica serowar 

Typhimurium TA102. Wyniki wskazywały, iż PtNPs wpływają na obniżenie poziomu 

mutagenności cisplatyny zależnie od stężenia nanocząstek – im wyższe ich stężenie 

tym mniejsza mutagenność leku (Załącznik 1, Fig. 5). Co ważne, same nanocząstki 

nie wykazały oznak aktywności mutagennej w badanym zakresie stężeń. W ostatniej 

części badań wybrano dwie linie nowotworowe raka piersi: MDA-MB-231 (potrójnie 

ujemna, wykazująca oporność na cisplatynę) oraz SKBR3 (HER2+), aby wykonać 

testy cytotoksyczności MTT. Przeprowadzone badania zarówno dla 5 nm jak i 50 nm 

PtNPs wykazały, że nanocząstki wzmacniają cytotoksyczność w porównaniu do 

działania samego leku, a różnica przy najwyższych zastosowanych stężeniach 

nanocząstek wynosiła odpowiednio, około 14 – 17 % dla linii MDA-MB-231 oraz 9 – 

12 % dla linii SKBR3 (Załącznik 1, Fig. 6).  

Podsumowując, pomimo niejednoznacznych wyników oznaczeń agregacji PtNPs 

pod wpływem cisplatyny, pozostałe metody potwierdziły występowanie 

oddziaływań między badanymi czynnikami. Ponadto, stwierdzono wpływ obu 

rozmiarów nanocząstek na mutagenność leku, jak również niewielkie wzmocnienie 

efektów cytotoksycznych na wybranych liniach raka piersi. 

5.2. Publikacja nr 2: Wpływ rozmiaru nanocząstek platyny na aktywność 

doksorubicyny. 

Ze względu na niejednoznaczne wyniki otrzymane w toku badań nad nanocząstkami 

platyny i cisplatyną, w kolejnym etapie postanowiono zająć się lekiem z innej grupy, 

mianowicie doksorubicyną – antybiotykiem należącym do grupy antracyklin. W 

badaniu wykorzystano komercyjnie dostępne nanocząstki platyny o średnicach 5 

nm, 30 nm, 50 nm i 70 nm. 

W pierwszym etapie wykonano pomiary za pomocą spektroskopii fluorescencyjnej, 

aby ocenić czy PtNPs będą miały wpływ na właściwości fluorescencyjne 

doksorubicyny. Dla każdego z badanych rozmiarów nanocząstek zaobserwowano 

wygaszanie fluorescencji leku w porównaniu do pomiarów kontrolnych 

sprawdzających wpływ rozcieńczania DOX na jej fluorescencję (Załącznik 2, Fig. 1). 
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Co więcej, efekt był zależny od średnicy PtNPs, wskazując, że spadek poziomu 

fluorescencji był większy wraz ze spadkiem średnicy nanocząstek. Taki efekt może 

być związany z przeniesieniem energii obserwowanym dla metalicznych 

nanocząstek, gdyż mogą działać jako akceptory energii dla wzbudzonej cząstki 

doksorubicyny. Następnie, w celu szczegółowego sprawdzenia termodynamiki 

oddziaływań pomiędzy nanocząstkami platyny a doksorubicyną przeprowadzono 

analizę metodą ITC. Zmiany entalpii zarejestrowane dla DOX z 5 nm, 30 nm i 50 nm 

PtNPs wynosiły około -3 do -4 kcal/mol co wskazuje egzotermiczny charakter i 

prawdopodobne występowanie oddziaływań takich jak wiązania wodorowe, siły 

elektrostatyczne lub van der Waalsa (Załącznik 2, Fig. 2). W przypadku 70 nm PtNPs 

zmiana entalpii wynosiła około 0,88 kcal/mol, co wskazuje na endotermiczny efekt, 

jednak przypuszczalnie mogło to być związane z zastosowaniem innego buforu dla 

największych nanocząstek. W kolejnym kroku zastosowano metody DLS oraz AFM 

w celu analizy potencjalnej agregacji nanocząstek pod wpływem leku. 

Przeprowadzone analizy pozwoliły potwierdzić, iż DOX jest czynnikiem 

wywołującym agregację nanocząstek w każdym rozmiarze (Załącznik 2, Fig. 3). 

Wyniki dla obu metod nie są identyczne ze względu na różne środowiska pomiarów 

(DLS próbki badane w roztworze, AFM próbki osuszone na mice). 

W związku z potwierdzeniem występowania interakcji pomiędzy nanocząstkami 

platyny a doksorubicyną w kolejnych etapach sprawdzono jaki jest ich wpływ na 

aktywność biologiczną badanej substancji. Najpierw wykorzystano bakterie 

Salmonella enterica serowar Typhimurium TA98, aby zbadać wpływ PtNPs na 

właściwości mutagenne leku. Badanie wykazało, iż nanocząstki w każdym badanym 

rozmiarze wpływają istotnie na obniżenie mutagenności DOX (Załącznik 2, Fig. 4). 

Taki efekt może wynikać z obserwowanej wcześniej agregacji PtNPs pod wpływem 

leku, w związku z czym część leku zostaje związana w agregatach lub/oraz na ich 

powierzchni i prawdopodobnie staje się nieaktywna. Ponadto, same nanocząstki w 

badanych stężeniach nie wykazały potencjału mutagennego. Aby porównać wpływ 

nanocząstek platyny zarówno na komórki nowotworowe jak i komórki zdrowe 

wybrano dwie linie komórkowe: MelJuSo - ludzka linia komórkowa czerniaka skóry 

oraz HaCaT - unieśmiertleniona ludzka linia komórek keratynocytów, do wykonania 
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testów żywotności komórek z wykorzystaniem resazuryny (AlamarBlue). Wyniki 

otrzymane dla samych nanocząstek wykazały, iż w linii nienowotworowej, 

wzrastające stężenia 5 nm i 30 nm PtNPs nieznacznie wspomagają wzrost komórek, 

natomiast większe nanocząstki nie wpływają na wzrost komórek. W linii 

nowotworowej, jedynie najmniejsze nanocząstki zmniejszały przeżywalność 

komórek. Mimo to, warto zaznaczyć, że dla 70 nm PtNPs efekty różniły się znacząco 

od pozostałych nanocząstek, gdyż we wszystkich stężeniach przeżywalność 

komórek linii HaCaT była wyższa niż MelJuSo, podczas gdy dla 30 nm i 50 nm efekt 

był odwrotny, a dla 5 nm zależał od stężenia (Załącznik 2, Fig. 5). Następnie 

wykonano testy dla samej doksorubicyny oraz ze wzrastającymi stężeniami 

nanocząstek platyny. Dla linii nienowotworowej w przypadku każdego rozmiaru 

nanocząstek zaobserwowano spadek cytotoksyczności zależny od stężenia PtNPs 

w porównaniu do działania samej doksorybicyny. W przypadku nowotworowej linii 

MelJuSo, nie zaobserwowano różnic w cytotoksyczności dla 5 nm, 30 nm oraz 50 nm 

PtNPs, jednak większe nanocząstki 70 nm wzmocniły istotnie efekty cytotoksyczne 

leku (Załącznik 2, Fig. 6). Na podstawie wyników testu cytotoksyczności ustalono, 

że 70 nm PtNPs są najbardziej obiecujące w kontekście wzmocnienia efektów w 

komórkach nowotworowych przy jednoczesnym efekcie ochronnym komórek 

nienowotworowych, dlatego w kolejnym etapie zobrazowano wpływ jedynie 

największych nanocząstek. Na podstawie zdjęć wykonanych przy pomocy 

mikroskopu konfokalnego nie zaobserwowano zmian w morfologii komórek HaCaT 

oraz MelJuSo pod wpływem różnych stężeń 70 nm nanocząstek platyny w 

porównaniu do hodowli kontrolnych (Załącznik 2, Fig. 7A). Następnie, porównano 

działanie samej doksorubicyny oraz nanocząstek we wzrastających stężeniach. Dla 

linii komórkowej HaCaT, potwierdzono pozytywny wpływ PtNPs zarówno na 

morfologię jak i zagęszczenie hodowli komórek keratynocytów w porównaniu do 

komórek traktowanych samym lekiem. Co więcej, przy najwyższym stężeniu 

nanocząstek zaobserwowano wygaszanie fluorescencji doksorubicyny. Odwrotne 

wyniki otrzymano w przypadku nowotworowej linii MelJuSo, gdzie dodanie 

nanocząstek platyny spowodowało zmniejszenie gęstości hodowli jak i znaczące 

zmiany w morfologii – im wyższe stężenie nanocząstek tym bardziej zaokrąglone 



35 
 

komórki z widocznymi pęcherzykami błonowymi charakterystycznymi dla procesu 

apoptozy (Załącznik 2, Fig. 7B). 

Podsumowując, badania fizykochemiczne potwierdziły występowanie 

bezpośrednich oddziaływań pomiędzy PtNPs a doksorubicyną, w tym 

występowanie efektu agregacji nanocząstek pod wpływem leku oraz obniżanie 

fluorescencji DOX przez nanocząstki. W części biologicznej potwierdzono, iż PtNPs 

wpływają na obniżenie aktywności mutagennej leku względem bakterii Salmonella 

enterica serowar Typhimurium TA98. Ponadto, w porównaniu do efektów 

cytotoksycznych samej doksorubicyny, dodanie nanocząstek we wszystkich 

badanych rozmiarach wspomogło metabolizm zdrowych komórek linii HaCaT, 

natomiast największe nanocząstki o średnicy 70 nm znacząco zmniejszały 

przeżywalność komórek nowotworowych MelJuSo. Wyniki zostały potwierdzone za 

pomocą obrazowania fluorescencyjnego, w którym zaobserwowano, że obecność 

70 nm PtNPs powoduje drastyczne zmiany w morfologii oraz zmniejszenie gęstości 

komórek nowotworowych, a w przypadku komórek zdrowych efekt jest odwrotny. 

5.3. Publikacja nr 3 (manuskrypt): Nanocząstki platyny oddziałują z 

epirubicyną zależnie od ich rozmiaru i wpływają na jej aktywność 

biologiczną.  

Niezwykle obiecujące wyniki potwierdzające wpływ nanocząstek platyny na 

aktywność doksorubicyny sprawiły, że w kolejnej części badań postanowiono 

wykorzystać inny lek z grupy antracyklin – epirubicynę. Podobnie jak w przypadku 

DOX, w badaniu zastosowano komercyjnie dostępne nanocząstki platyny o 

średnicach 5 nm, 30 nm, 50 nm i 70 nm. 

W pierwszym etapie zastosowano spektroskopię fluorescencyjną, której wyniki 

potwierdziły wygaszanie fluorescencji epirubicyny pod wpływem PtNPs różniących 

się rozmiarem. Ponadto, wygaszenie fluorescencji było zależne od średnicy 

nanocząstki, gdzie im mniejsza średnica tym silniejszy efekt był obserwowany 

(Załącznik 3, Fig. 1). Następnie zastosowano techniki spektroskopowe, FTIR oraz 

NIR, które wykazały niewielkie zmiany wibracyjne, szczególnie w próbkach z 50 nm i 

70 nm PtNPs, wskazujące na silniejsze interakcje leku z większymi nanocząstkami 
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(Załącznik 3, Fig. 2). W kolejnym etapie zastosowano pomiary kalorymetryczne z 

użyciem DSC oraz ITC. Wyniki otrzymane dla pierwszej z metod wskazały na 

najsilniejsze oddziaływania z największymi nanocząstkami o średnicy 70 nm 

(Załącznik 3, Fig. 3I-III). Zmiany entalpii wyznaczone dzięki pomiarom ITC, podobnie 

jak w przypadku oddziaływań z doksorubicyną, wskazały na występowanie reakcji 

egzotermicznych dla 5 nm, 30 nm i 50 nm PtNPs, podczas gdy dla 70 nm PtNPs efekt 

był odwrotny (Załącznik 3, Fig. 3IV-VII). Po potwierdzeniu oddziaływań między PtNPs 

a EPI, przeprowadzono analizę agregacji z wykorzystaniem DLS oraz AFM. Obie 

metody potwierdziły formowanie agregatów nanocząstek pod wpływem leku. W 

przypadku samych 5 nm PtNPs, które wykazywały polidyspersyjność z powodu 

niewielkich rozmiarów, zaobserwowano występowanie 3 populacji nanocząstek o 

różnej średnicy hydrodynamicznej. Jednak po dodaniu EPI liczba populacji uległa 

redukcji do jednego rozmiaru, a wskaźnik PdI spadł z 0,49 do 0,24 (Załącznik 3, Fig. 

4; Tabela 1). Następnie zbadano potencjał zeta dla nanocząstek przed i po dodaniu 

epirubicyny. Wyniki dla samych nanocząstek o średnicach 30 nm, 50 nm i 70 nm, na 

poziomie około -30 do -50 mV, wskazywały na dobrą stabilność układu. Dodanie 

leku spowodowało zmianę potencjału w kierunku wartości dodatnich około 2 do 5 

mV, co potwierdza występowanie zjawiska agregacji. W przypadku 5 nm PtNPs 

sytuacja, podobnie jak przy pomiarach dynamicznego rozpraszania światła, była 

inna, gdyż same nanocząstki posiadały potencjał na poziomie -0,5 mV, co oznacza 

słabą stabilność i prawdopodobną agregację w układzie. Dodanie leku również 

spowodowało przesunięcie potencjału w kierunku dodatnim, co potwierdza zmianę 

w ładunku na powierzchni nanocząstek (Załącznik 3, Tabela 2).  

Badanie biologiczne obejmujące test mutagenności Amesa przeprowadzony z 

użyciem bakterii Salmonella enterica serowar Typhimurium TA98 wykazało, iż 

nanocząstki we wszystkich rozmiarach wpływają na obniżenie mutagenności 

epirubicyny, jednak tylko w przypadku największych nanocząstek o średnicy 70 nm 

zmiana była zależna od stężenia PtNPs (Załącznik 3, Fig. 5). W ostatnim etapie 

przeprowadzono testy cytotoksyczności z użyciem resazuryny (AlamarBlue). W celu 

porównania wpływu nanocząstek na komórki nowotworowe oraz zdrowe 

zastosowano dwie linie komórkowe: MelJuSo - ludzka linia komórkowa czerniaka 
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skóry oraz HaCaT - unieśmiertelniona ludzka linia komórek keratynocytów. Wyniki 

otrzymane dla linii nowotworowej potwierdziły, iż nanocząstki platyny we wszystkich 

badanych rozmiarach znacząco wspomagają cytotoksyczność leku, w porównaniu 

do działania samej EPI, a największe efekty zarejestrowano w przypadku większych 

nanocząstek o średnicach 50 nm i 70 nm (Załącznik 3, Fig. 6B). Ponadto, w linii 

zdrowych komórek, dla większości zastosowanych stężeń epirubicyny, odnotowano 

istotny wzrost widoczności komórek w stosunku do działania samego leku. W 

przypadku najniższego zastosowanego stężenia epirubicyny nie zaobserwowano 

zmian w przypadku nanocząstek o średnicach od 30 nm do 70 nm, natomiast dla 5 

nm PtNPs zauważono niewielki spadek przeżywalności komórek (Załącznik 3, Fig. 

6A).  

Podsumowując, zastosowane metody fizykochemiczne pozwoliły zaobserwować 

występowanie bezpośrednich oddziaływań pomiędzy nanocząstkami platyny a 

epirubicyną. Obrazowanie AFM jak również pomiary DLS i zeta potencjału 

potwierdziły zachodzenie procesu agregacji PtNPs pod wpływem EPI. Ponadto, 

wykazano, że PtNPs obniżają fluorescencję EPI, a siła efektu zależy od wielkości 

nanocząstek. Metody kalorymetryczne potwierdziły występowanie interakcji między 

badanymi nanocząstkami a lekiem, z czego wyniki DSC wskazały na silniejsze 

oddziaływania z większymi NPs. Badania biologiczne z użyciem bakterii Salmonella 

enterica pozwoliły stwierdzić, że nanocząstki platyny wpływają na obniżenie 

mutagenności EPI. Ponadto, PtNPs, szczególnie o średnicach 50 nm i 70 nm 

wpływały znacząco na wzmocnienie cytotoksyczności epirubicyny wobec linii 

komórek nowotworowych MelJuSo. Jednocześnie, nanocząstki w większości 

zastosowanych konfiguracji, wspomagały wzrost komórek zdrowych HaCaT w 

porównaniu do zastosowania samej EPI.  
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6. Wnioski 

Przeprowadzone badania obejmujące identyfikację występowania potencjalnych 

interakcji pomiędzy nanocząstkami platyny, o różnych wielkościach (5 nm, 30 nm, 

50 nm, i 70 nm), a wybranymi lekami przeciwnowotworowymi, jak również 

zweryfikowanie ich wpływu na aktywność biologiczną badanych związków 

doprowadziły do następujących wniosków.  

I. Badane antracykliny (DOX i EPI) powodują agregację nanocząstek platyny, 

jednak efekt ten nie jest jednoznacznie zaobserwowany w przypadku 

cisplatyny. 

II. Nanocząstki platyny powodują wygaszanie fluorescencji (ang. quenching) 

doksorubicyny oraz epirubicyny, a intensywność obserwowanego efektu 

rośnie wraz ze zmniejszaniem wielkości nanocząstek. 

III. Badania fizykochemiczne z zakresu spektrometrii i kalorymetrii wykazały, iż 

nanocząstki platyny oddziałują bezpośrednio z badanymi lekami.  

IV. Nanocząstki platyny nie są mutagenne względem szczepów bakterii 

Salmonella enterica serowar Typhimurium TA98 oraz TA102.  

V. Nanocząstki platyny wpływają na obniżenie potencjału mutagennego 

cisplatyny, doksorubicyny oraz epirubicyny. 

VI. Nanocząstki platyny o średnicach 5 nm i 50 nm wpływają nieznacznie na 

wzmocnienie cytotoksyczności cisplatyny wobec linii komórkowych raka 

piersi MDA-MB-231 oraz SBKR-3. 

VII. Nanocząstki platyny o średnicy 70 nm wpływają istotnie na wzmocnienie 

cytotoksyczności doksorubicyny wobec komórek nowotworowych czerniaka 

skóry MelJuSo, natomiast 5 nm, 30 nm i 50 nm NPs nie wykazują widocznego 

wpływu. 

VIII. Wszystkie badane wielkości nanocząstek platyny wpływają istotnie na 

obniżenie cytotoksyczności doksorubicyny w ludzkich komórkach 

keratynocytów linii HaCaT. 

IX. Nanocząstki platyny o średnicach 5 nm, 30 nm, 50 nm, 70 nm wpływają 

istotnie wpływają na wzmocnienie cytotoksyczności epirubicyny wobec 

komórek nowotworowych czerniaka skóry MelJuSo. 
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X. Jednocześnie badane nanocząstki wykazują działanie ochronne na komórki 

zdrowe keratynocytów HaCaT w większości badanych konfiguracji stężeń 

wspomagając wzrost komórek w stosunku do działania samej epirubicyny. 

Uzyskane wyniki niewątpliwie wskazują na ogromny potencjał nanocząstek platyny, 

szczególnie tych o większych rozmiarach, jako potencjalnych czynników do 

modyfikacji terapii przeciwnowotworowych, zwłaszcza z użyciem antracyklin, w 

celu zwiększenia skuteczności leczenia przy jednoczesnej ochronie komórek 

zdrowych. Przeprowadzone badania uzupełniają dotychczasowy stan wiedzy w 

zakresie zastosowania nanocząstek platyny, zwracając szczególną uwagę na 

różnice wynikające z ich rozmiarów oraz podkreślając rolę oddziaływań 

niekowalencyjnych w optymalizacji efektów cytotoksycznych. 
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Abstract 

In 2022, nearly 20 million new cancer cases were diagnosed worldwide. Despite 

undeniable improvement in cancer treatment, chemotherapy, a frequently used 

method, remains limited due to severe side effects. Hence, in this research we 

utilized platinum nanoparticles (PtNPs) of varying sizes to investigate their 

interactions with epirubicin (EPI), a commonly used anticancer drug, and asses 

their impact on its biological activity. 

We employed various physicochemical methods, including Fluorescence and 

Infrared Spectroscopies, Differential Scanning Calorimetry, Isothermal Titration 

Calorimetry, Atomic Force Microscopy and Dynamic Light Scattering with Zeta 

Potential measurements, to investigate the interactions and aggregation patterns of 

PtNPs with EPI. Moreover, the biological effect of these interactions, with a 

particular emphasis on the differences due to nanoparticles’ sizes, was verified in 

Ames mutagenicity test on Salmonella enterica serovar Typhimurium TA98 and 

through cytotoxicity assays on MelJuSo (cancerous) and HaCaT (non-cancerous) 

cell lines. 

The obtained results confirmed the presence of PtNPs-EPI interactions depending 

on the nanoparticles’ size. The physicochemical analyses revealed the formation of 

EPI-induced aggregates of nanoparticles, which may be of great importance in the 

context of the biological effects. Consequently, the biological part indicated that 

PtNPs decrease EPI mutagenicity and increase its cytotoxicity in cancerous cell line. 

In the contrary, nanoparticles exhibited a protective effect on cells and mostly 

increased or maintained the cells viability in non-cancerous cell line. Summing up, 

our research provides valuable insights into the PtNPs influence on epirubicin with 

special focus on the differences attributed to nanoparticles sizes. 

 

Keywords 

platinum nanoparticles, epirubicin, direct interactions, aggregation, mutagenicity, 

cytotoxicity 
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1. Introduction 

According to the International Agency for Research on Cancer, nearly 20 million new 

cancer cases were diagnosed globally in 2022, which are projected to increase to 

even 35 million by 2050 [1]. Despite undeniable improvement in treatment over the 

years, chemotherapy is still a widely used treatment regimen, however, the 

anticancer agents affect both cancer and normal cells, which causes a number of 

severe side effects [2,3]. Therefore, searching for therapy modifications aimed at 

reducing the side effects and, in consequence, improving the quality of patients’ life 

is of utmost importance [4,5]. 

First anthracyclines, one of the most effective anticancer agents, were isolated in 

the 1960s from Streptomyces peucetius. This group has many analogues, but the 

most commonly used are doxorubicin, daunorubicin, epirubicin and idarubicin. 

Epirubicin (EPI) is a doxorubicin epimer, differing in the hydroxyl group in the 4’ 

position of the daunosamine ring in the structure [6–8]. The mechanism of EPI 

activity is based on three main modes of action: the DNA intercalation, the inhibition 

of topoisomerase II activity, and the generation of reactive oxygen species (ROS) [7]. 

This anthracycline is used in treatment of a wide range of malignances namely, 

breast, stomach, lung, or endometrium cancers and many others [7–9]. Despite the 

undoubted efficiency, the most severe side effect of EPI is dose-dependent 

cardiotoxicity [7,10]. Nevertheless, the risk of cardiological problems is significantly 

lower in comparison to doxorubicin, which allows for usage of higher doses and, in 

consequence, makes EPI a safer chemotherapeutic agent [7,11].  

Nowadays, nanotechnology plays a significant role in medicine, finding its function 

especially in diagnosis, drug delivery, implants, radiotherapy, and bioimaging 

applications [12–15]. Nanoparticles (NPs), as structures between 1 nm to 100 nm in 

diameter, attract much attention due to their diverse properties. NPs can be 

classified in three main groups: inorganic (including metals), organic, and carbon-

based nanoparticles [16]. Platinum nanoparticles (PtNPs), noble metal NPs, are 

gaining more attention, due to their features, such as large surface to volume ratio, 

surface functionalization, size and shape ductility, agglomeration, and 

electrocatalytic features [15]. Thereby, PtNPs have shown antimicrobial and 
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antifungal activity [15,17–20], but more importantly, they were proven to possess 

anticancer properties [18,20–24]. The mechanism of PtNPs action is mainly based 

on the ROS generation, but they can also penetrate the cell membrane and cause 

damage through the interaction with the intracellular components as well as the 

release of platinum ions [15,17]. Interesingly, some findings confirmed that PtNPs 

were not cytotoxic to the healthy tissues, and can be used as nanodelivery platforms 

for drugs, enabling more specific drug delivery to the targeted tissue, increasing the 

treatment effectiveness and also overcoming the drug resistance [25–31]. The size 

of nanoparticles and its influence on their cellular interactions are the crucial 

aspects that affect the biomedical applications such as drug delivery, cell imaging, 

or tumor targeting [32,33].  

Therefore, in this research we used platinum nanoparticles (PtNPs) in four sizes to 

investigate their potential influence on anticancer drug epirubicin (EPI) with special 

focus on the differences arising from various nanoparticles’ diameters. Moreover, 

we hypothesized that these potential interactions could influence the biological 

activity of EPI. To verify this theory, we conducted a comprehensive array of both 

physicochemical and biological methods also using human cell lines. Our results 

provide worthwhile background about nanoparticles’ impact on the analyzed 

anthracycline and its possible application potential. 

2. Materials and Methods 

2.1. Materials 

Epirubicin hydrochloride (EPI) was purchased from Selleck Chemicals (Houston, 

Texas, USA). EPI was dissolved in distilled water and its concentration was 

determined by UV-Vis spectroscopy. Platinum nanoparticles (PtNPs), in 

concentration 0.05 mg/mL for physicochemical methods and in concentration 1 

mg/mL for biological assays in 2 mM trisodium citrate dihydrate (5 nm, 30 nm, 50 

nm) and in 4 mM trisodium citrate dihydrate (70 nm), were acquired from 

nanoComposix (San Diego, California, USA; 99.99 % purity). Cysteamine 

hydrochloride used in AFM imaging was purchased from Sigma Aldrich Chemical 

Company (St. Louis, Missouri, USA). Salmonella enterica serovar Typhimurium TA98 

strain was purchased from Xenometrics AG (Allschwil, Switzerland). Nutrient Agar, 
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Nutrient Broth and Biological Agar media were purchased from BioMaxima S.A. 

(Gdansk, Poland). Histidine, biotin, and ampicillin were acquired from Sigma 

Aldrich Chemical Company (St. Louis, Missouri, USA). Human keratinocyte cell line 

(HaCaT) and human melanoma cell line (MelJuSo) were obtained from the 

Department of Microbiology, Tumor and Cell Biology, Karolinska Institute 

(Stockholm, Sweden) and the Department of Medicinal Microbiology, Leiden 

University Medical Center (Leiden, The Netherlands), respectively. Dulbecco's 

modified Eagle's medium (DMEM), Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 

Medium, 10 % fetal bovine serum (FBS), 4mM L-glutamine, glucose, antibiotic-

antimycotic solution, HEPES, and sodium pyruvate were purchased from 

ThermoFisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA). 

2.2. Fluorescence spectroscopy 

Fluorescence spectroscopy measurements were conducted at the 400 to 800 nm 

wavelength range, with an excitation wavelength of 480 nm, in quartz cuvettes at a 

temperature of 25 ± 0.1 °C. All measurements were performed in trisodium citrate 

dihydrate (2 mM for 5 nm, 30 nm and 50 nm PtNPs and 4 mM for 70 nm PtNPs) using 

a Jasco FP-8500 (Jasco Company, Tokyo, Japan) spectrofluorometer with a Peltier 

thermostat. EPI (initial concentration 21.23 µM) was titrated with PtNPs in the 

concentration range 0.24 – 10.62 µg/mL or trisodium citrate dihydrate in appropriate 

concentration to investigate the dilution effect. 

2.3. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Near Infrared 

Spectroscopy (NIR) 

FTIR and NIR spectra of complexes formed between EPI and PtNPs were recorded 

on Jasco-4700 instrument (IR: 4000–400 cm-1 NIR: 8200-4000 cm-1) with 32 scans, 4 

cm−1 resolution (Jasco Company, Tokyo, Japan). NIR transmission technique was 

applied using dry salt KBr and dry samples of EPI and other components obtained 

by lyophilization using Freeze Dryer (Labconco, Kansas City, Missouri, USA). The 

materials were compressed with potassium bromide to form a disc. All spectra were 

recorded as a background and analysis of spectra was performed using Spectra 

Analysis software (Jasco Company, Tokyo, Japan). 
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2.4. Differential Scanning Calorimetry (DSC), the constant pressure heat 

capacities 

The thermal behavior of the samples was measured and analyzed by the STAR-1 

System (Mettler Toledo, Greifensee, Switzerland) calibrated with indium, combined 

with the intercooler system. The samples were lyophilized on Freeze Dryer 

(Labconco, Kansas City, Missouri, USA). 1-5 mg of the samples were weighted into 

aluminum crucibles (40 µl) and the analysis was carried out at the temperature 

range from 20 °C to 400 °C. Samples were heated at the heating rate of 10 °C/min 

and a nitrogen flow rate 60 mL/min. All tests were standardized to the sample size. 

2.5. Isothermal Titration Calorimetry (ITC) 

The ITC measurements were performed in 2 mM (for 5 nm, 30 nm, 50 nm PtNPs) and 

4 mM (for 70 nm PtNPs) trisodium citrate dihydrate solution at 25 °C using AutoITC 

isothermal titration calorimeter (MicroCal Inc. GE Healthcare, Chicago, Illinois, 

USA). The volumes of the sample and reference cells were 1.4491 mL. The 

experiment consisted of multiple injections of 10.02 μL (15 injections, 2 μL for the 

first injection only) of EPI solution (4.13 – 49.79 µM) into the sample cell containing 

PtNPs (initial concentration 0.05 mg/mL). Background titrations were performed by 

injecting EPI into trisodium citrate dihydrate solution and trisodium citrate dihydrate 

solution into PtNPs. The results of the background titrations were subtracted from 

each experimental result to account for the heat of dilution. Each injection lasted 

20 s. To reach a homogenous mixing in the sample cell, the stirrer speed was kept 

constant at 300 rpm. 

2.6. Dynamic Light Scattering (DLS)  

The hydrodynamic diameter of PtNPs alone and PtNPs with EPI was determined on 

Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, Malvern, Worcestershire, UK) by measuring 

the intensity of the scattered light. Measurements were conducted in polystyrene 

cuvettes at 25 °C with a He-Ne laser (633 nm, 4 mW), at a 173° scattering angle. 

Each measurement was performed in triplicate. EPI initial concentration 8 µM; 

PtNPs initial concentration 2.38 µg/mL). 
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2.7. Zeta Potential  

Zeta potential measurements were conducted in Univette quartz cuvettes at 25 °C 

utilizing Litesizer DLS 500 (Anton Paar GmbH, Graz, Austria), with the voltage of 200 

V. All measurements were performed in trisodium citrate dihydrate (2 mM for 5 nm, 

30 nm, and 50 nm PtNPs and 4 mM for 70 nm PtNPs). EPI concentration 104 µM; 

PtNPs initial concentration 0.05 mg/mL). 

2.8. Atomic Force Microscopy (AFM) 

Atomic force microscopy visualization of the PtNPs alone and PtNPs with EPI 

mixtures was performed at 23 °C in air, in PeakForce Tapping mode, using BioScope 

Resolve AFM (Bruker, Bremen, Germany). PtNPs (0.05 mg/mL) were mixed with EPI 

(81.9 µM) at room temperature. Subsequently, 100 mM cysteamine was deposited 

onto a freshly cleaned mica surface for 5 min and afterwards the solution was 

aspirated. Then samples were added on mica and incubated for 5 min at room 

temperature, followed by washing with deionized water and drying with streams of 

nitrogen gas prior to AFM imaging. The ScanAsyst-Fluid+ probe (Bruker) was used 

for PtNPs alone and PtNPs-EPI mixtures imaging (resonant frequency f0= 150 kHz; 

spring constant k = 0.7 N/m). Images were registered at 512 × 512 pixels with a 

PeakForce Tapping frequency of 1 kHz and amplitude of 150 nm. A height sensor 

signal was used to display the image using NanoScope Analysis v1.9. 

2.9. Ames test 

The Ames test was performed with Salmonella enterica serovar Typhimurium TA98, 

according to the procedure described by Woziwodzka et al. [34]. A mixture 

containing 100 μL of the overnight bacteria culture, 50 μL of 3 % NaCl, and 100 μL of 

the tested solution (or sterile distilled water as a negative control) was incubated for 

4 h in darkness at 37 °C and 220 rpm. Afterwards, the mixture was centrifuged at 

11840 g for 5 min. Then, the bacterial pellet was washed with 0.75 % NaCl and 

resuspended in 300 μL of 0.75 % NaCl solution containing 0.1 μM histidine and 0.1 

μM biotin. The bacterial suspension was spread on a glucose minimal agar plate 

and incubated at 37 °C in darkness. After 48h incubation, the number of revertant 

colonies was calculated. All experiments were performed in triplicate. The optimal 
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concentration of EPI (1000 ng/plate) was selected after testing EPI mutagenic 

activity in a broad concentration range (data not shown). 

2.10. Cytotoxicity 

2.10.1. Cell culture 

The HaCaT cell line was cultivated in DMEM containing 4500 mg/L glucose, 

supplemented with 10 % fetal bovine serum, 4 mM L-glutamine, 100 units/mL 

penicillin, 100 mg/mL streptomycin. The MelJuSo cell line was cultured in RPMI 

1640 Medium supplemented with 10 % fetal bovine serum, 4 mM L-glutamine, 100 

units/mL penicillin, 100 mg/mL streptomycin. Both cell lines were maintained in a 

humidified atmosphere containing 5 % CO2 at 37 °C. 

2.10.2. Cytotoxicity assay 

HaCaT and MelJuSo cells were seeded on a 96-well plate (~2x104/well) and 

incubated in humidified atmosphere containing 5 % CO2, at 37 °C, overnight. Next, 

cells were washed three times in media devoid of FBS. Then, EPI or PtNPs with EPI 

mixtures in different dilutions were added to cell cultures (90 µL/well) in three 

replicates and incubated for 20 h. Afterwards, 10 µL of AlamarBlue (BioRad, 

Hercules, California, USA) was added to cells on each well and incubated for the 

next 4 h, in humidified atmosphere containing 5 % CO2, at 37 °C. The absorbance 

was measured at 570 nm and 600 nm. The percentage of the AlamarBlue reduction 

was calculated as a difference between treated and control cells, according to the 

manufacturer’s protocol: 

𝑑𝑖𝑓𝑓(%) =
(𝑂2 × 𝐴1) − (𝑂1 × 𝐴2)

(𝑂2 × 𝑃1) − (𝑂1 × 𝑃2)
 

diff – difference between treated and control cells; O1 – ε570 of oxidized AlamarBlue 

(80586 M-1cm-1); O2 – ε600 of oxidized AlamarBlue (117216 M-1cm-1); A1 – absorbance 

of the test wells at 570 nm; A2 – absorbance of test wells at 600 nm; P1 – absorbance 

of control wells at 570 nm; P2 – absorbance of control wells at 600 nm. 
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2.11. Statistical analysis 

Statistical analysis was conducted using Statistica 14.0 (TIBCO Software Inc., Palo 

Alto, California, USA) software. For the Ames mutagenicity test and cytotoxicity 

assay, one-way variance analysis (ANOVA) followed by the post-hoc RIR Tukey’s test 

was applied. The significance level for all the analyses was established at α = 0.05. 

3. Results 

3.1. Direct interactions between platinum nanoparticles and epirubicin 

Firstly, the potential interactions between platinum nanoparticles (PtNPs) and 

epirubicin (EPI) were verified using spectroscopic analysis. The fluorescence of EPI 

titrated with nanoparticles was reduced to 58 %, 63 %, 67 % and 71 % for 5 nm, 30 

nm, 50 nm and 70 nm PtNPs, respectively. To exclude the factor of EPI dilution, we 

performed control titrations where the fluorescence was reduced to 84 % and 90% 

for 2 mM trisodium citrate (control for 5 nm, 30 nm and 50 nm PtNPs) and 4 mM 

trisodium citrate (control for 70 nm PtNPs) (Figure 1), respectively. The recorded 

fluorescence spectra for all measurements are available in the Supplementary 

materials (Figure S1).  
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Fig. 1. Fluorescence analysis of epirubicin (EPI) titrated with platinum 

nanoparticles (PtNPs). (A) EPI with 5 nm PtNPs (filled circle; R2 = 0.999) and 2 mM 

sodium citrate (empty circle; R2 = 0.986). (B) EPI with 30 nm PtNPs (filled circle; R2 = 

0.998) and 2 mM sodium citrate (empty circle; R2 = 0.986). (C) EPI with 50 nm PtNPs 

(filled circle; R2 = 0.998) and 2 mM sodium citrate (empty circle; R2 = 0.986). (D) EPI 

with 70 nm PtNPs (filled circle; R2 = 0.999) and 4 mM sodium citrate (empty circle; 

R2 = 0.988). EPI initial concentration 21.23 µM, PtNPs concentration range 0.24 – 

10.62 µg/mL. Results are reported as the percentage of the fluorescence of EPI 

alone (21.23 µM). The fluorescence values were registered at 592 nm. 

The FTIR analysis revealed subtle changes in the spectra of EPI upon the addition of 

different platinum nanoparticles (Figure 2). Firstly, the broad bands at 3435 cm−1 

that correspond to the O–H stretching vibration of water were observed in all 

spectra. The most significant differences between the samples were noticed at 

2850 cm−1 related to the C-H vibration of aldehydes. In the case of 50 nm and 70 nm 

PtNPs a notable shift of this band to 2840 cm−1 was observed, while for 5 nm and 30 
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nm PtNPs doublets appeared in the derivatives spectra. Some minor differences 

were also visible at 1728−1720 cm-1 (C=O), and 1614 cm-1, attributed to the 

simultaneous contribution of C=C and C=O stretching mode, and 1582 cm-1 (N−H). 

The band at 1404 cm−1 corresponding to the bending vibration of C−H (methyl group) 

revealed no changes. Furthermore, the C-O stretching bond was shifted to 1166 cm-

1 for EPI, varying in all samples with PtNPs. Complementing the FTIR analysis, we 

also used NIR spectroscopy which indicates changes in hydrogen bonding. In the 

6000 cm-1 and 5700 cm-1 range, where C-H vibrations are typically observed, a 

weaker, less intensive, band was noted for 50 and 70 nm PtNPs compared to the free 

EPI molecule. At 5160 cm-1 (Figure 2) band, corresponding to O-H stretching and H-

O-H bending, combination of incorporated water molecules was recorded. 

Moreover, we noticed some differences in the vibrations at 4723 cm-1 and 4665 cm-

1, characteristic for N-H/C-N/C=O amide deformations. Additionally, there were 

deformations in the band shapes between 4500-4200 cm-1, with a point at 4367 cm-

1 characteristic for C-H aromatic, CHO, CONH2 vibrations. The spectra of 5 nm as 

well as 30 nm PtNPs with EPI were similar to the free EPI in this range, while the 

spectra of 50 and 70 nm PtNPs were slightly different, thinner, more intensive and 

similar to each other which may suggest their comparable interactions. 
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Figure 2. FTIR and NIR spectra of the investigated complexes of epirubicin (EPI) 

and platinum nanoparticles (PtNPs). FTIR spectra at (I) region 4000 – 400 cm-1 and 

the second derivatives in region (IIA) 3000 –2800 cm-1 and (IIB) 1750 – 1450 cm-1. (III) 

NIR spectra in the wavenumber region 7000 - 4000 cm-1. EPI with sodium citrate (A, 

black), EPI with 5 nm PtNPs (B, blue), EPI with 30 nm PtNPs (C, red), EPI with 50 nm 

PtNPs (D, green), EPI with 70 nm PtNPs (E, purple). 

The thermograms shown in Figure 3, indicate that the samples of free EPI and all EPI 

complexes with PtNPs exhibit glass transition (Figure 3, II) near 45 °C for EPI and 

between 50 °C to 51 °C for complexes, respectively. The DSC curves also indicated 

the presence of water in nanoparticles’ samples after lyophilization (Figure 3, I). The 

peaks at 190.88 °C and 202.53 °C corresponded to the melting process of EPI (curve 
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A), while for EPI complexed with PtNPs this process shifted to 215 °C for 5 nm, 30 

nm, and 50 nm PtNPs and to 230.15 °C for 70 nm PtNPs. Moreover, in the sample 

with the largest nanoparticles, there were strong endothermic peaks near 290-302 

°C, which started to decompose above 305 °C (curve F). Next, we examined the 

thermodynamics of PtNPs-EPI interactions using Isothermal Titration Calorimetry 

(ITC). The enthalpy change (ΔH) values for the 5 nm, 30 nm and 50 nm PtNPs were 

similar, and equated to -1.41 kcal/mol, -0.71 kcal/mol and -1.01 kcal/mol, 

respectively. In case of 70 nm PtNPs, the ΔH value was equal to 0.76 kcal/mol 

(Figure 3, IV-VI). The recorded thermograms for all measurements are available in 

the Supplementary materials (Figure S2).  
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Fig. 3. Thermal analysis of interactions between platinum nanoparticles 

(PtNPs) and epirubicin (EPI). (I) Differential scanning calorimetry (DSC) curves. (IA) 

Tg region, and (IB) derivatives region. (II) Curves in Tg region, (IIA) 1st derivatives in Tg 

region, and (III) 1st derivatives of curves from region IB. EPI (A, red), EPI with sodium 

citrate (B, yellow), EPI with 5 nm PtNPs (C, black), EPI with 30 nm PtNPs (D, blue), 

EPI with 50 nm PtNPs (E, green), EPI with 70 nm PtNPs (F, purple). Enthalpy change 

values (ΔH) calculated from Isothermal Titration Calorimetry (ITC) analysis. (IV) ΔH 

of 5 nm PtNPs-EPI interactions -1.41 ± 0.11 (±SE) kcal/mol of injected EPI. (V) ΔH of 

30 nm PtNPs-EPI interactions -0.71 ± 0.13 (±SE) kcal/mol of injected EPI. (VI) ΔH of 

50 nm PtNPs-EPI interactions -1.01 ± 0.12 (±SE) kcal/mol of injected EPI. (VII) ΔH of 

70 nm PtNPs-EPI interactions 0.76 ± 0.12 (±SE) kcal/mol of injected EPI. The results 

were calculated by the linear regression of experimental points tending to zero. EPI 

concentration range: 4.13 – 49.79 µM. 

3.2. Platinum nanoparticles aggregation 

To verify whether EPI may trigger PtNPs aggregation, we performed Dynamic Light 

Scattering. For 30 nm, 50 nm and 70 nm PtNPs the results were similar – the addition 

of EPI induced an increase in PtNPs hydrodynamic diameter (Figure 4, Table 1). 

Importantly, in all the measurements the polydispersity index (PdI) was below 0.2 

which indicates a homogenous sample. On the other hand, for 5 nm PtNPs alone we 

observed three different peaks around 10 nm, 321 nm and 4303 nm with PdI 0.49 

which can be characteristic for very small particles. However, EPI addition 

promoted aggregation, visible as formation of a single peak of 254 nm (8 µM EPI) and 

449 nm (40 µM EPI), and, in consequence, the decrease of PdI indicating increased 

samples homogeneity. These results are in conformity with AFM imaging where the 

nanoparticles formed aggregates after EPI addition. PtNPs alone were about 27 nm, 

56 nm, 67 nm, and 125 nm for 5 nm, 30 nm, 50 nm and 70 nm PtNPs, respectively. 

The addition of EPI changed the dimensions to 1064 nm, 428 nm, 823 nm and 1194 

nm (Figure 4). 
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Table 1. Aggregation analysis of platinum nanoparticles (PtNPs) in different 

sizes and PtNPs – epirubicin (EPI) mixtures. PtNPs initial concentration 2.38 

µg/mL. PdI – polydispersity index; SD – standard deviation. 

 

 
Peak mean size, nm Peak area, % (± SD) PdI 

5 nm PtNPs 

PtNPs 

10.33 

321.33 

4303.00 

39.57 ± 6.4 

46.67 ± 8.8 

12.00 ± 0.5 

0.49 

+ 8 µM EPI 253.87 100 0.25 

+ 40 µM EPI 449.47 100 0.24 

30 nm PtNPs 

PtNPs 43.46 100 0.06 

+ 8 µM EPI 101.20 100 0.16 

+ 40 µM EPI 175.93 100 0.18 

50 nm PtNPs 

PtNPs 58.54 100 0.07 

+ 8 µM EPI 75.39 100 0.14 

+ 40 µM EPI 111.63 100 0.17 

70 nm PtNPs 

PtNPs 85.25 100 0.03 

+ 8 µM EPI 104.53 100 0.11 

+ 40 µM EPI 152.03 100 0.16 
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Figure 4. Aggregation of platinum nanoparticles (PtNPs) in different sizes with 

epirubicin (EPI). Hydrodynamic diameters of PtNPs alone (solid line) or in mixtures 

with 8 µM EPI (dotted line), and 40 µM EPI (dashed line). (A) 5 nm PtNPs. (B) 30 nm 

PtNPs. (C) 50 nm PtNPs. (D) 70 nm PtNPs. PtNPs initial concentration 2.38 µg/mL. 

Results are reported as the average hydrodynamic diameter. AFM images of PtNPs 

and PtNPs - EPI mixtures. (E) 5 nm PtNPs. (F) 30 nm PtNPs. (G) 50 nm PtNPs. (H) 70 

nm PtNPs. (I) 5 nm PtNPs with EPI. (J) 30 nm PtNPs with EPI. (K) 50 nm PtNPs with 

EPI. (L) 70 nm PtNPs with EPI. EPI concentration 81.9 µM, PtNPs concentration 0.05 

mg/mL. 

After the confirmation of aggregates formation, we decided to investigate the 

electrical potential for PtNPs alone and in mixture with EPI. All tested nanoparticles 

sizes exhibited a negative charge on their surface (Table 2). Unfortunately, according 

to the manufacturer, for 5 nm PtNPs the result can be inaccurate. Nevertheless, the 

addition of EPI, in all analyzed cases changed the zeta potential to positive values in 

the range from 1.6 to 4.8 mV (Table 2). 
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Table 2. Zeta potential measurements of platinum nanoparticles (PtNPs) in 

different sizes and PtNPs – epirubicin (EPI) mixtures. PtNPs initial concentration 

0.05 mg/mL, EPI concentration 104 µM. 

 
Zeta potential, mV 

PtNPs PtNPs + EPI 

5 nm -0.5 3.6 

30 nm -28.2 4.8 

50 nm -49.1 3.0 

70 nm -43.5 1.6 

 
3.3. Platinum nanoparticles influence on EPI mutagenicity 

Due to the confirmation of PtNPs – EPI interactions, in the next step we decided to 

investigate the nanoparticles’ influence on EPI mutagenic activity in the Salmonella 

enterica serovar Typhimurium TA98 Ames assay. Importantly, all nanoparticles’ 

sizes decreased EPI mutagenicity significantly. In the case of 5 nm, 30 nm and 50 

nm PtNPs, the observed influence was similar, irrespectively of the nanoparticles’ 

concentration, while for 70 nm nanoparticles it was related to the increasing 

amount of PtNPs (Figure 5). Moreover, PtNPs alone have shown no mutagenic 

activity (see Supplementary materials, Figure S3). 
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Figure 5. Influence of platinum nanoparticles (PtNPs) on epirubicin (EPI) 

mutagenic activity towards Salmonella enterica serovar Typhimurium TA98. 

Mutagenicity of EPI with (A) 5 nm PtNPs, (B) 30 nm PtNPs, (C) 50 nm PtNPs, (D) 70 

nm PtNPs. C- negative control (sterile water; white color), C+ positive control (EPI 

1000 ng/plate; black color), PtNPs with EPI (PtNPs concentration range 0.008 – 2 

µg/plate, EPI 1000 ng/plate; grey color). Results are reported as the average number 

of revertants ± standard deviation. * significant difference from the negative control 

(p < α; α = 0.05); α significant difference from the positive control (p < α; α = 0.05). 

3.4. Platinum nanoparticles influence on EPI cytotoxicity 

In the last step, we investigated whether PtNPs affect EPI cytotoxicity in two 

contrasting cell lines: non-cancerous HaCaT (human keratinocytes) and cancerous 

MelJuSo (human melanoma). In non-cancerous cell line, in the case of EPI 

concentrations ranging from 25 to 45 µM, the addition of nanoparticles of all tested 
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sizes significantly enhanced cell viability compared to the control with the drug 

alone. Interestingly, in the lowest EPI concentration, PtNPs sized from 30 nm to 70 

nm did not affect the cell growth, but the 5 nm PtNPs increased drug’s cytotoxicity 

(Figure 6A). On the other hand, in cancerous MelJuSo cell line, the addition of PtNPs 

to EPI resulted in a significant enhancement of cytotoxicity in all nanoparticles sizes. 

The AlamarBlue reduction percentage increased with the increasing size of PtNPs. 

The most considerable difference was observed for 50 nm and 70 nm nanoparticles 

at the EPI concentration 45 µM (Figure 6B).  

 

Figure 6. Influence of platinum nanoparticles (PtNPs) on epirubicin (EPI) 

cytotoxicity. (A) HaCaT cell line (non-cancerous). (B) MelJuSo cell line (cancerous). 

EPI alone – black, EPI with 5 nm PtNPs – dark grey, EPI with 30 nm PtNPs – grey, EPI 

with 50 nm PtNPs – light grey, EPI with 70 nm PtNPs – white. PtNPs concentration 5 

µg/well. Results are reported as the percentage of AlamarBlue reduction regarding 

untreated cells (negative control, 100%) ± standard deviation. * significant 

difference from the control with EPI for the given EPI concentration (p < α; α = 0.05). 

4. Discussion 

In the presented research, a broad spectrum of both physicochemical and 

biological methods was used to analyze the interactions between platinum 

nanoparticles (PtNPs) and epirubicin (EPI), and the nanoparticles’ influence on the 

mutagenicity and cytotoxicity of the drug. Importantly, we focused on the 

differences resulting from various PtNPs sizes from 5 nm to 70 nm.  
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In the first part of the research, we used fluorescence spectroscopy to characterize 

the possible interactions between PtNPs and EPI. For all the tested nanoparticles’ 

sizes, we observed fluorescence quenching, described as a process that decreases 

the fluorescence intensity of a substance [35]. The EPI fluorescence decreased in a 

PtNPs size-dependent manner, where the smallest 5 nm PtNPs caused the greatest 

fluorescence reduction. The process of fluorescent quenching near nanoparticles 

results from the energy transfer to the metal when a molecule is close to the metal 

surface [36], which suggests the interaction between EPI and PtNPs. Similar effect 

of platinum nanoparticles was observed for PtNPs with doxorubicin (DOX) [37] and 

aromatic mutagen ICR-191 [25]. In the literature, the quenching effect was also 

observed for other metal nanoparticles such as silver or gold [38–40]. In the next 

research phase, Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) analysis, as a 

valuable method for nanoparticles characterization [41], was utilized. The results 

revealed differences between the spectra of EPI alone and in mixtures with 

nanoparticles in all analyzed sizes. The existing bands were similar indicating the 

successful aggregation of EPI with PtNPs. The most notable changes related to 

alkane stretching were observed for the larger nanoparticles, namely 50 nm and 70 

nm, which points to EPI-PtNPs interactions. In case of the smaller, 5 nm and 30 nm, 

PtNPs the signals were more complicated, as evidenced by doublets visible at the 

2850-2840 cm-1 band, which can suggest minor interactions of mixed strength. 

Moreover, some slight changes caused by EPI-PtNPs interactions related to carbon-

carbon double bonds, carbonyl groups, and nitrogen-hydrogen bonds, were noted 

in all samples. However, the bending of CH2 groups revealed no changes, indicating 

that this part of the molecule is not significantly affected by the PtNPs. Knowing that 

EPI contains hydroxy and amine groups, we also used Near Infrared Spectroscopy 

(NIR) to detect changes in hydrogen bonding. The spectra did not show significant 

interactions between nanoparticles and epirubicin, however, they revealed some 

slight changes in the vibrations. For 50 nm and 70 nm PtNPs, second overtones of 

C-H vibrations band were weaker than the one observed for EPI alone. Moreover, 

there were some vibrations differences related to amide groups, and other band 

shapes deformations particularly noticeable for the 50 nm and 70 nm PtNPs. This 

may be attributed to similar and stronger interactions for larger nanoparticles, while 
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the smaller ones induced slighter or no interactions. Subsequently, Differential 

Scanning Calorimetry (DSC) was used to investigate the thermal properties of 

epirubicin with PtNPs providing insights into the state of a drug in its complexes. 

Firstly, in comparison to free EPI, the temperature of the glass transition increased 

with the nanoparticles addition. The temperature of the EPI melting process was 

higher after the nanoparticles addition, especially in case of 70 nm PtNPs. The 

endothermic peaks around 300 °C and the decomposition that occurred in the 

sample with 70 nm PtNPs could suggest physical mixtures rather than chemical 

bonds. Nevertheless, the thermal analysis indicated stronger and more stable 

interactions in the complexes with the largest nanoparticles. In the next step, we 

employed Isothermal Titration Calorimetry (ITC) to measure the heat released or 

absorbed during the PtNPs-EPI interactions. The obtained enthalpy change (ΔH) 

values for 5 nm, 30 nm and 50 nm PtNPs indicated an exothermic reaction with the 

ΔH ranging from -1.4 to -0.7 kcal/mol. On the other hand, a value of 0.8 kcal/mol was 

obtained for the largest nanoparticles, but this could be attributed to a different 

concentration of the buffer solution. Analogously, the exothermic reaction for the 

smaller nanoparticles, and the endothermic reaction for the largest were observed 

in our previous research assessing DOX interactions with PtNPs [37]. Previous 

results confirmed the presence of the interactions, therefore, in the next phase we 

decided to perform the aggregation analysis using Dynamic Light Scattering (DLS) 

and Atomic Force Microscopy (AFM) imaging. The measured hydrodynamic 

diameters confirmed the aggregates formation depending on the EPI concentration, 

where higher concentration led to the formation of larger aggregates. However, the 

smallest nanoparticles (5 nm) suspension was polydisperse as evidenced by three 

peaks around 10 nm, 320 nm and 4303 nm. What is important, the addition of EPI 

decreased the polydispersity index from 0.49 for 5 nm PtNPs alone to around 0.25 

for nanoparticles with the drug and caused the formation of one peak instead of 

three. The dissimilarity between the AFM imaging and DLS results may be attributed 

to the difference in the experimental conditions, dry sample on mica surface and 

liquid sample, respectively. Nevertheless, both experiments confirmed the 

aggregates formation after the addition of epirubicin, which is crucial in terms of the 

biological applications. The results for platinum nanoparticles combined with other 
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agents differ, as some studies reported the presence of aggregation, e.g. PtNPs with 

DOX [37], or ICR-191[25], whereas in case of PtNPs with cisplatin [42] this effect was 

not observed. To complete the aggregation analysis, we used the Zeta potential 

measurement to assess the stability of the samples. Importantly, the absolute 

values between ±30 to ±60 mV indicate physical stability, while the values around 

0-5 mV points to strong agglomeration [43]. In this research, the values for 30 nm, 

50 nm and 70 nm were approximately -28 to -49 mV, while the EPI addition changed 

the values to 1.6 - 4.8 mV, which indicated the aggregates formation. Analogously to 

the DLS results, the zeta potential value for 5 nm PtNPs, amounting to -0.5 mV, 

suggests that nanoparticles of this size are not homogenous. However, the zeta 

potential of PtNPs with EPI also shifted to a positive value, suggesting a change in 

the surface charge properties.  

Since the physicochemical methods confirmed the presence of interactions 

between PtNPs and EPI, we decided to use both prokaryotic and eukaryotic models 

to investigate whether these interactions could affect the epirubicin biological 

activity. First, we employed Salmonella enterica serovar Typhimurium TA98 to 

perform the Ames mutagenicity assay. In accordance with literature reports [25,44], 

platinum nanoparticles alone revealed no mutagenic activity in the tested strain 

(see Supplementary materials, Figure S3). Moreover, for PtNPs with EPI mixtures in 

all the tested cases, the number of revertants decreased significantly with the 

nanoparticles addition in comparison to the positive control with EPI alone. In the 

case of 70 nm PtNPs, the change in the number of revertants per plate was 

concentration-dependent, while for the rest of nanoparticles sizes it was similar, 

irrespective of their concentration. As the previous results confirmed, aggregation 

between PtNPs and EPI occurs, which may be a critical factor in the mutagenicity 

decrease, due to the limited availability of epirubicin. The described phenomenon 

was also observed in our previous research with DOX but the effect was more 

dependent on the increasing nanoparticles concentration [37]. Also, a similar PtNPs 

influence was revealed for the biological activity of ICR-191 [25] in S. enterica TA98 

and cisplatin [42] in S. enterica TA102. Due to the undeniable effect of platinum 

nanoparticles on EPI mutagenicity, in the next step we performed cytotoxicity 



119 
 

analysis. Consequently, we used two cell lines: MelJuSo (melanoma cell line) and 

HaCaT (human keratinocyte cell line) to compare the effect in cancerous and non-

cancerous cells. The effects of nanoparticles alone were described in our previous 

research [45], where PtNPs did not change the cells viability or slightly promoted the 

growth in non-cancerous cell line compared to the cancerous one, dependently on 

the nanoparticles’ size. Other research on platinum nanoparticles confirmed the 

opposite effects in cancer versus normal cell lines [46,47]. Importantly, this effect 

has also been widely described in the context of using platinum nanoparticles as 

drug delivery platforms [15,26,29,30]. In this research, in non-cancerous HaCaT cell 

line, the effect of all nanoparticles sizes with most of the epirubicin concentrations 

(25 – 45 µM) was similar; nanoparticles significantly promoted the cell growth in 

comparison to the EPI alone. However, at the lowest EPI concentration, 5 nm PtNPs 

decreased the cell viability, but other sizes did not significantly affect the 

cytotoxicity. The lowest EPI concentration has the smallest capability of inducing 

aggregation with PtNPs, therefore the cumulative effect of drug and 5 nm PtNPs 

alone could account for a significant decrease in cell viability. Nevertheless, 

considering all the results in non-cancerous cell line, PtNPs mostly promoted the 

cell growth, which can be interpreted as a protective effect of nanoparticles in the 

healthy tissue. An analogous effect was observed for epirubicin loaded iron oxide 

nanoparticles, where the complex demonstrated reduced cytotoxicity in the control 

cells while maintaining the efficiency in cancerous cell line [48]. Moreover, in 

MelJuSo cancerous cell line, the addition of PtNPs in all the tested sizes enhanced 

the EPI cytotoxicity and in consequence the cell viability reduction was higher than 

for EPI alone. Also, the observed effect was size-dependent, with larger 

nanoparticles inducing a greater decrease in cell viability. The contrasting cytotoxic 

effects of nanoparticles observed between non-cancerous and cancerous cell lines 

may be attributed to differences in the cellular metabolism and membrane 

characteristics of the healthy and cancer cells, as well as variations in nanoparticle 

uptake or oxidative stress response [49]. Furthermore, Literature reports indicate 

that usage of unmodified or functionalized platinum nanoparticles as delivery 

platforms for anthracyclines improve the therapeutic effectiveness and may even 

overcome the drug resistance [28,50,51]. 



120 
 

Conclusions 

In summary, our research consisted of investigating potential interactions between 

platinum nanoparticles (PtNPs) and epirubicin (EPI), that might impact its biological 

effects, with particular emphasis on the differences due to nanoparticles size. The 

results of spectroscopic and calorimetric analyses revealed direct interactions 

between nanoparticles and EPI, with slight differences depending on the 

nanoparticles size. Additionally, DLS with Zeta potential measurements and AFM 

analysis demonstrated that epirubicin promotes nanoparticles aggregation. The 

biological part revealed that PtNPs reduce the mutagenicity of EPI towards 

Salmonella enterica serovar Typhimurium TA98. Moreover, in the cancerous 

MelJuSo cell line, PtNPs in all the tested sizes enhanced the epirubicin cytotoxic 

effect. However, in the non-cancerous HaCaT cell line, nanoparticles, particularly 

the larger sizes, either promoted the cell growth or had no significant effect. All 

results provided valuable insights into the possible application of platinum 

nanoparticles to potentially improve anthracycline-based chemotherapy.  
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Supplementary materials 

 

Figure S1. Fluorescence spectra of epirubicin (EPI) titrated with platinum 

nanoparticles (PtNPs). (A) EPI with 2 mM sodium citrate – control for 5 nm, 30 nm 

and 50 nm PtNPs. (B) EPI with 4 mM sodium citrate – control for 70 nm PtNPs. (C) 

EPI with 5 nm PtNPs. (D) EPI with 30 nm PtNPs. (E) EPI with 50 nm PtNPs. (F) EPI with 

70 nm PtNPs. The arrow indicates EPI dilution. EPI initial concentration 21.23 µM 

(red line); PtNPs concentration range 0.24 – 10.62 µg/mL. 
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Fig. S2. Thermal effects of interactions between platinum nanoparticles 

(PtNPs) and epirubicin (EPI). Thermograms presenting microcalorimetric titrations 

of PtNPs with EPI (solid line), sodium citrate solution with EPI (dash-dotted line), 

water with PtNPs (dashed line), and water with sodium citrate solution (dotted line) 

for (A) 5 nm PtNPs, (B) 30 nm PtNPs, (C) 50 nm PtNPs, (D) 70 nm PtNPs, shown as 

heat released in time. 
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Fig. S3. Mutagenic activity of platinum nanoparticles (PtNPs) towards 

Salmonella enterica serovar Typhimurium TA98. (A) 5 nm PtNPs. (B) 30 nm PtNPs. 

(C) 50 nm PtNPs. (D) 70 nm PtNPs. C- negative control (sterile water; white color), 

C+ positive control (EPI 1000 ng/plate; black color), PtNPs (0.008 – 2 µg/plate; grey 

color). Results are reported as the average number of revertants ± standard 

deviation. * significant difference from the positive control (p < 0.05); a no significant 

difference from the negative control (p > 0.05). 
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interactions and modulation of biological effects” - Kinga Konkel, Barbara 

Galikowska-Bogut, Patrycja Bełdzińska, Katarzyna Bury, Marcin 

Zakrzewski, Kamila Butowska, Rajmund Kaźmierkiewicz, Rafał Sądej, 

Jacek Piosik, Grzegorz Gołuński. 5th Congress of Polish Biosciences 

BIO2023 – “Different faces of biosciences”. 13-16.09.2023 

V. Poster – “Platinum nanoparticles and their interactions with 

daunorubicin” - Marcin Zakrzewski, Patrycja Bełdzińska, Grzegorz 

Gołuński, Jacek Piosik. 5th Congress of Polish Biosciences BIO2023 – 

“Different faces of biosciences”. 13-16.09.2023 

VI. Poster – „Interactions of platinum nanoparticles and daunomycin – 

binding, release, and biological activity” - Marcin Zakrzewski, Patrycja 

Bełdzińska, Jacek Piosik, Grzegorz Gołuński. 18th Congress of the Polish 

Biophysical Society. 06-09.09.2022 

10.5. Kursy i szkolenia 

Bioinformatics and Comparative Genomics (George DiCenzo) - 06.03-10.03.2023 

Szkolenie z oprogramowania Statistica (Statsoft Polska) - 24.02.2023 

Mikroskopia przyszłości - Morze możliwości (KAWA.SKA) - 23-24.11.22 

Systems biology - computational biology (Marco Fondi) - 08-18.11.22 

Zaawansowane szkolenie z zasad działania i obsługi analizatora Malvern 

NanoSight NS300 - 24.06.2021 

Zarządzanie karierą - projekt ProUG - 06.11.2020 
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10.6. Inna działalność 

Aktywność dydaktyczna 2021 – 2025 

▪ Statystyka w biotechnologii  

▪ Zastosowanie wybranych metod analizy statystycznej w biotechnologii  

Członek Rady Doktorantów Międzyuczelnianej Szkoły Doktorskiej Biotechnologii 

Uniwersytetu Gdańskiego i Gdańskiego Uniwersytetu Medycznego – 2023 - 2025 

Członek Polskiego Towarzystwa Biofizycznego (PTBF) - 2021 – obecnie  

▪ w tym Sekretarz Oddziału Gdańskiego PTBF - 2022 – 2025 

▪ Prowadzenie seminarium PTBF pt. „Nanocząstki platyny jako potencjalne 
modulatory aktywności wybranych leków przeciwnowotworowych” - 
21.03.2023 

Członek Koła Naukowego BIO-MED – 2019 - 2022 

 


