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ABSTRACT 

According to World Health Organization, cancer remains the second leading cause of mortality 

worldwide, accounting for approximately 10 million deaths in 2020. Among various cancer types, breast 

cancer has consistently been the most frequently diagnosed malignancy in women and a leading cause of 

female cancer related deaths, with an estimated 2.3 million new cases and 685,000 deaths reported globally 

in 2020. Conventional treatment strategies for solid breast tumors rely heavily on surgery, radiation 

therapy and chemotherapy. Among chemotherapeutic agents, anthracyclines, particularly Doxorubicin 

(Dox), have been widely employed due to their broad-spectrum anti-cancer activity. However, the clinical 

utility of Dox is significantly limited by its dose-dependent cardiotoxicity and multidrug resistance. 

Pirarubicin (Pira), a semi-synthetic analogue of Dox with a tetrahydropyranyl (THP) substitution at the 4-

O position, has emerged as a promising alternative due to its enhanced cellular uptake, reduced 

cardiotoxicity and efficacy in Dox-resistant tumor models. Combination chemotherapy remains a 

cornerstone strategy for overcoming drug resistance and achieving synergistic therapeutic effects by 

attacking cancer cells via multiple mechanisms. However, challenges such as mismatched 

pharmacokinetics of individual drugs and increased systemic toxicity hinder its clinical effectiveness. 

Nanotechnology based drug delivery platforms offer a promising solution by enabling site-specific drug 

accumulation through the enhanced permeability and retention (EPR) effect. In this context, polymeric 

nanoparticles have gained particular attention due to their tunability, biodegradability and ability to 

respond to tumor-specific stimuli such as pH or redox conditions. In the first phase of this research, 

Pirarubicin and Gemcitabine (Gem), an FDA-approved antimetabolite with limited therapeutic efficacy 

due to rapid deamination and systemic toxicity, were conjugated to an amphiphilic block copolymer 

(mPEG-b-PLA) via a Schiff base linker (Levulinic acid) to formulate pH-sensitive dual-drug-loaded 

nanoparticles. The resulting polymeric nanoparticle system exhibited uniform size distribution, low 
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polydispersity and favourable biocompatibility profiles. In-vitro release studies demonstrated accelerated 

drug release in acidic environments, corresponding to the tumor microenvironment. Furthermore, cellular 

uptake assays revealed enhanced internalization, while cytotoxicity studies indicated a synergistic effect 

of the Pira-Gem combination in some breast cancer cell lines. However, two critical limitations were 

encountered (i) The nanoformulation exhibited low drug-loading efficiency, attributed to the limited 

number of available conjugation sites on the polymer backbone, thereby necessitating a higher polymer-

to-drug ratio, which poses potential concerns regarding systemic safety (ii) The observed therapeutic 

synergy between the drug combination was inconsistent across different breast cancer cell lines, 

underscoring the need for broader validation to establish universal applicability. To overcome these issues, 

a second nanoparticle system was designed using polyethyleneimine (PEI), a branched polyamine polymer 

known for its high density of functional groups. Polyethyleneimine (PEI) was used to form Schiff base 

linkages with both Pirarubicin (Pira) and Salinomycin (Sal). Sal is an ionophore antibiotic known for its 

strong ability to target and eliminate cancer stem cells (CSCs), which are major drivers of tumor recurrence 

and resistance. It was strategically combined with Pirarubicin to achieve a more potent and synergistic 

anticancer response. The resulting PEI-Pira/Sal conjugates were encapsulated within mPEG-b-PLA to 

improve biocompatibility and systemic circulation. The dual-loaded nanoparticles achieved a significantly 

higher drug loading (~90%) compared to the initial system and maintained excellent colloidal stability 

while retaining a moderately negative surface charge. In-vitro studies confirmed the enhanced 

cytotoxicity, synergistic therapeutic effects and effective CSC inhibition by Pira–Sal co-loaded 

nanoparticles across various drug ratios (1:1, 3:1, 1:3) and multiple breast cancer cell lines. The Pira–Sal 

(3:1) co-loaded nanoparticles showed the highest synergy and was selected for in-vivo evaluation. In 

syngeneic EAC tumor-bearing Balb/c mice, these nanoparticles led to ~95% tumor regression after 

biweekly intravenous injections. However, the survival analysis showed signs of systemic toxicity, as 
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most mice in both the single and dual-loaded nanoparticles treatment groups did not survive until the end 

of the study. This was likely caused by the release of free polyethyleneimine (PEI) upon degradation of 

the nanoparticle matrix, which is known to be toxic in its unbound form. These findings prompted the 

exploration of a safer, yet equally effective, alternative strategy. In the final phase of this work, a folic 

acid (FA)-conjugated, redox-responsive block copolymer system [S-(PLA-b-PEG-CONH)]₂, was 

developed to achieve active targeting and controlled drug release. Folic acid was employed as a targeting 

ligand to exploit the overexpression of folate receptors on various breast cancer subtypes, enhancing 

cellular uptake and tumor-specific accumulation. The copolymer, [S-(PLA-b-PEG-CONH)]₂, was 

synthesized through a multistep process and characterized by ¹H NMR spectroscopy and gel permeation 

chromatography (GPC). The number average (Mn) and weight average molecular weights (Mw) were 

determined to be 27,726 g/mol and 38,386 g/mol, respectively, with a polydispersity index of 1.384. Dual-

loaded nanoparticles incorporating Pira and Sal in varying ratios (1:1, 3:1, 1:3) were formulated using the 

FA-conjugated redox-responsive polymer. The nanoparticles demonstrated excellent physicochemical 

stability, enhanced drug loading and prominent biocompatibility under physiological conditions. In-vitro 

assays showed significant improvements in cellular uptake in both 2D monolayer cultures and 3D tumor 

spheroids. The redox-sensitive disulfide bonds facilitated drug release in glutathione-rich environments 

typical of tumor intracellular conditions, while maintaining drug integrity under normal physiological 

conditions. Cytotoxicity and proliferation inhibition studies indicated that the Pira/Sal dual-loaded 

nanoparticles were significantly more effective than either free drug or singly-loaded nanoparticles. 

Moreover, the combination index (CI) analysis revealed consistent synergy across all tested ratios and 

folate receptor-positive breast cancer cell lines. The Pira/Sal (3:1) formulation was again selected for in-

vivo evaluation due to its superior in-vitro performance. In-vivo studies in EAC tumor-bearing mice 

involved biweekly tail vein injections for 3 weeks, followed by monitoring for 60 days. The FA-
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conjugated redox-responsive nanoparticles achieved nearly complete tumor regression with no observable 

tumor recurrence during the study duration. Importantly, there was no significant body weight loss in 

treated mice and histopathological evaluation of major organs revealed no signs of notable toxicity. These 

findings confirmed the in-vivo safety and therapeutic effectiveness of the formulation, in clear contrast to 

the earlier PEI-based system, which exhibited prominent toxicity. In conclusion, this work presents a 

comprehensive comparison of multiple polymeric nanoparticle-based strategies for combination 

chemotherapy in breast cancer. FA-conjugated, redox-responsive polymeric nanoparticles co-loaded with 

Pirarubicin and Salinomycin not only resolved critical limitations of previous formulations such as low 

drug loading, systemic toxicity and variable therapeutic responses but also demonstrated exceptional in-

vivo compatibility and anti-tumor efficacy. This dual-targeted nanoformulation emerges as a potent and 

safe candidate for breast cancer therapy, with potential for clinical translation. Future investigations will 

focus on validation in higher animal models and advancement toward clinical trials. 
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साराांश 

विश्व स्वास्थ्य संगठन के अनुसार, कैं सर अब भी िैवश्वक स्तर पर मृतु्य का दूसरा सबसे बडा कारण बना हुआ है, और 

िर्ष 2020 में लगभग 1 करोड लोगो ंकी मृतु्य कैं सर के कारण हुई। विवभन्न प्रकार के कैं सर में स्तन कैं सर मवहलाओ ंमें 

सबसे अविक वनदान वकया जाने िाला कैं सर है और मवहला कैं सर-जवनत मृतु्य का एक प्रमुख कारण है, वजसके िर्ष 

2020 में लगभग 2.3 वमवलयन नए मामले और 6.85 लाख मौतें दजष की गईं। ठोस स्तन टू्यमर के पारंपररक उपचार 

में शल्य वचवकत्सा, विवकरण वचवकत्सा और कीमोथेरेपी शावमल हैं। कीमोथेरेपी एजेंट्स में, विशेर् रूप से 

एंथ्रासाइक्लिन्स जैसे डॉक्सोरूवबवसन (Dox) का उपयोग व्यापक रूप से हुआ है। हालांवक, Dox की खुराक-वनभषर 

हृदय विर्ाक्तता और बहु-दिा प्रवतरोि इसके नैदावनक उपयोग को सीवमत कर देते हैं। डॉक्सोरूवबवसन का एक 

अिष-प्राकृवतक एनालॉग वपरारूवबवसन (Pira), 4-O पोजीशन पर टेटर ाहाइडर ोपायवनल (THP) प्रवतस्थापन के कारण, 

बेहतर कोवशकीय अिशोर्ण, कम हृदय विर्ाक्तता और Dox-प्रवतरोिी टू्यमर मॉडलो ंमें प्रभािशीलता के कारण 

एक आशाजनक विकल्प बन कर उभरा है। संयोजन कीमोथेरेपी, कैं सर कोवशकाओ ंपर विवभन्न जैविक मागों के 

माध्यम से हमला कर, दिा प्रवतरोि को दूर करने और संयुक्त वचवकत्सीय प्रभाि प्राप्त करने की एक प्रमुख रणनीवत 

है। हालांवक, व्यक्लक्तगत दिाओ ंकी असंगत फामाषकोकाइनेवटक्स और बढी हुई प्रणालीगत विर्ाक्तता इसकी नैदावनक 

प्रभािशीलता को बावित करते हैं। नैनोटेक्नोलॉजी आिाररत डर ग वडलीिरी पे्लटफॉमष, टू्यमर स्थल पर लवित दिा 

संचय को EPR (Enhanced Permeability and Retention) प्रभाि के माध्यम से संभि बना कर इस चुनौती का 

समािान प्रदान करते हैं। इस संदभष में, पॉलीमर नैनोपावटषकल्स अपनी अनुकूलनशीलता, बायोवडगे्रडेवबवलटी और 

टू्यमर-विवशष्ट उते्तजनाओ ं(जैसे pH या रेडॉक्स क्लस्थवतयााँ) के प्रवत उत्तरदायी होने के कारण विशेर् ध्यान आकवर्षत 

करते हैं। इस शोि के पहले चरण में, वपरारूवबवसन और जेमवसटाबीन (Gem) — एक FDA अनुमोवदत 

एंटीमेटाबोलाइट वजसे तीव्र डीअमीनेशन और प्रणालीगत विर्ाक्तता के कारण सीवमत प्रभािशीलता वमलती है — को 

एक अम्फीवफवलक ब्लॉक कोपॉलीमर (mPEG-b-PLA) से लेिुवलवनक एवसड आिाररत वशफ बेस वलंकसष के माध्यम 
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से जोडा गया तावक pH-संिेदनशील दै्वत्य-दिा-युक्त नैनोपावटषकल्स तैयार वकए जा सकें । ये नैनोकण समान आकार 

वितरण, कम पॉलीवडस्पवसषटी और बेहतर बायोअनुकूलता दशाषते हैं। इन विटर ो ररलीज़ अध्ययनो ंने अम्लीय िातािरण 

(जैसे टू्यमर माइक्रोइनिायरनमेंट) में तेजी से दिा ररलीज़ को वदखाया। सेलुलर अिशोर्ण परीिणो ंसे यह स्पष्ट हुआ 

वक इन नैनोकणो ंका अंतग्रषहण अविक था, और साइटोटॉक्लक्सवसटी अध्ययनो ंने कुछ स्तन कैं सर सेल लाइनो ंमें Pira-

Gem संयोजन के सहयोगी प्रभाि को दशाषया। हालांवक, दो महत्वपूणष सीमाएाँ  सामने आईं — 

(i) नैनोफॉमुषलेशन में सीवमत संयोजन स्थलो ंके कारण कम दिा-लोवडंग िमता पाई गई, वजससे अविक पॉलीमर-से-

दिा अनुपात की आिश्यकता हुई, वजससे प्रणालीगत सुरिा पर प्रभाि पडा, 

(ii) विवभन्न स्तन कैं सर सेल लाइनो ंऔर दिा अनुपातो ंमें वचवकत्सीय समन्वय में असंगवत देखी गई, वजससे इसकी 

सािषभौवमकता पर प्रश्नवचह्न लगा। इन समस्याओ ं से वनपटने के वलए, दूसरे चरण में पॉलीइथाइलीनइमीन (PEI) 

आिाररत नैनोपावटषकल वसस्टम को वडजाइन वकया गया, जो एक शाक्लखत पॉलीअमाइन है और इसकी उच्च कायाषत्मक 

समूह घनता के वलए जाना जाता है। PEI को वपरारूवबवसन (Pira) और सैवलनोमाइवसन (Sal) — एक आयोनोफोर 

एंटीबायोवटक जो कैं सर से्टम कोवशकाओ ं(CSCs) को लवित करने और समाप्त करने में सिम है — दोनो ंसे वशफ 

बेस वलंकसष के माध्यम से जोडा गया। सैवलनोमाइवसन को वपरारूवबवसन के साथ संयोजन में इस उदे्दश्य से चुना गया 

वक वमलकर िे अविक शक्लक्तशाली और सहयोगी कैं सर-रोिी प्रभाि उत्पन्न करें । इन PEI-आिाररत यौवगको ंको 

mPEG-b-PLA से लपेटा गया तावक उनकी बायोअनुकूलता और रक्त में स्थावयत्व में सुिार हो। इस प्रणाली ने पहले 

की तुलना में ~90% तक उच्च दिा-लोवडंग और उतृ्कष्ट कोलॉइडल क्लस्थरता वदखाई। इन विटर ो अध्ययनो ंमें विवभन्न 

अनुपातो ं (1:1, 3:1, 1:3) और विवभन्न स्तन कैं सर सेल लाइनो ं में Pira–Sal युक्त नैनोकणो ं ने प्रभािशाली 

साइटोटॉक्लक्सवसटी, सहयोगी प्रभाि और CSCs को दबाने की िमता प्रदवशषत की। इनमें से Pira–Sal (3:1) संयोजन 

सिषशे्रष्ठ पररणाम देने िाला पाया गया और इसे इन वििो परीिण के वलए चुना गया। Balb/c माइस में EAC टू्यमर 

मॉडल पर यह प्रणाली ~95% टू्यमर प्रवतगमन तक पहुाँची। हालांवक, पशुओ ंकी उत्तरजीविता विशे्लर्ण में यह सामने 
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आया वक अविकांश माइस अध्ययन की समाक्लप्त से पहले ही मर गए, संभितः  फ्री PEI के कारण हुई विर्ाक्तता की 

िजह से। इसने एक अविक सुरवित और प्रभािशाली िैकक्लल्पक रणनीवत की आिश्यकता को जन्म वदया। तीसरे और 

अंवतम चरण में, एक फोवलक एवसड (FA)-संयुक्लित रेडॉक्स-संिेदनशील ब्लॉक कोपॉलीमर वसस्टम विकवसत वकया 

गया, वजसका उदे्दश्य सवक्रय लक्ष्यीकरण और वनयंवित दिा ररलीज़ प्राप्त करना था। FA को एक लक्ष्यीकरण वलगैंड 

के रूप में उपयोग वकया गया तावक स्तन कैं सर उपप्रकारो ंमें अविक व्यक्त फोलेट ररसेप्टसष का लाभ उठाया जा सके, 

वजससे कोवशकीय अिशोर्ण और टू्यमर-विवशष्ट संचय को बढािा वमले। बहु-चरणीय संशे्लर्ण प्रवक्रया द्वारा तैयार 

इस [S-(PLA-b-PEG-CONH)]₂ को ¹H NMR और GPC के माध्यम से विशेर्ता प्रदान की गई। इसका Mn और 

Mw क्रमशः  27,726 g/mol और 38,386 g/mol पाया गया, और polydispersity index 1.384 था, जो एक समान 

पॉलीमर वितरण को दशाषता है। Pira और Sal को विवभन्न अनुपातो ं(1:1, 3:1, 1:3) में FA-युक्त रेडॉक्स-संिेदनशील 

पॉलीमर से लोड वकया गया। नैनोकणो ंने उतृ्कष्ट स्थावयत्व, बेहतर दिा लोवडंग और उतृ्कष्ट जैि-अनुकूलता प्रदवशषत 

की। इन विटर ो अध्ययनो ंमें 2D और 3D कैं सर मॉडल में बेहतर कोवशकीय अंतग्रषहण देखा गया। GSH-समृद्ध टू्यमर 

िातािरण में मौजूद रेडॉक्स-संिेदनशील वडसल्फाइड बॉन््डस ने लवित दिा ररलीज़ सुवनवित की, जबवक सामान्य 

शारीररक क्लस्थवतयो ंमें दिा की क्लस्थरता बनी रही। साइटोटॉक्लक्सवसटी और सेल प्रसार अिरोिन अध्ययनो ंमें यह देखा 

गया वक यह दै्वत्य-दिा युक्त प्रणाली मुक्त दिाओ ंया एकल-दिा युक्त नैनोकणो ंकी तुलना में कही ंअविक प्रभािशाली 

थी। संयोजन सूचकांक विशे्लर्ण ने सभी अनुपातो ंऔर FA-रेसेप्टर पॉवजवटि स्तन कैं सर कोवशकाओ ंमें लगातार 

सहयोगी प्रभाि वदखाया। शे्रष्ठ प्रदशषन िाले Pira/Sal (3:1) फॉमुषलेशन को इन वििो परीिण के वलए वफर से चुना गया। 

EAC टू्यमर-बेयररंग माइस में 3 सप्ताह तक बायिीकली इंजेक्शन के बाद 60 वदनो ंतक मॉवनटररंग की गई। इस 

वसस्टम ने टू्यमर के लगभग पूणष प्रवतगमन को सुवनवित वकया और अध्ययन अिवि में कोई पुनरािृवत्त नही ंहुई। शरीर 

के िजन में कोई महत्वपूणष वगरािट नही ंदेखी गई और अंगो ंकी वहस्टोपैथोलॉवजकल जांच में कोई विर्ाक्तता नही ंपाई 

गई। इन पररणामो ंने पहले के विर्ाक्त PEI आिाररत वसस्टम की तुलना में इस प्रणाली की सुरिा और प्रभािशीलता 
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को प्रमावणत वकया। वनष्कर्षतः , यह कायष स्तन कैं सर की संयोजन कीमोथेरेपी के वलए विवभन्न नैनोपावटषकल आिाररत 

रणनीवतयो ं की एक समग्र तुलना प्रसु्तत करता है। FA-संयुक्लित, रेडॉक्स-संिेदनशील पॉलीमर नैनोकणो ं ने 

वपरारूवबवसन और सैवलनोमाइवसन के साथ वमलकर पूिषिती फॉमुषलेशनो ंकी सीमाओ ं— जैसे कम दिा लोवडंग, 

प्रणालीगत विर्ाक्तता और असंगत वचवकत्सीय प्रवतवक्रयाओ ं— को सफलतापूिषक हल वकया और असािारण जैि-

संगतता ि टू्यमररोिी प्रभािशीलता वदखाई। यह दै्वत्य लवित प्रणाली स्तन कैं सर उपचार के वलए एक शक्लक्तशाली 

और सुरवित उम्मीदिार के रूप में उभरती है, वजसके नैदावनक अनुिाद की प्रबल संभािनाएं हैं। भविष्य के अध्ययनो ं

में इसे उच्च स्तरीय प्राणी मॉडल में सत्यावपत करना और नैदावनक परीिण की वदशा में अग्रसर होना प्रस्तावित है। 
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