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Résumé : Les nanoparticules d'or sont de plus en plus utilisées dans plusieurs applications électroniques, de fabrication
de matériaux et biomédicales. Plusieurs méthodes ont été rapportées pour préparer des nanoparticules d'or de
différentes formes et tailles avec différentes propriétés photophysiques. Bien qu’utiles pour préparer des nanoparticules
d’or, la plupart des méthodes ne sont pas suffisamment stables, ce qui conduit a la dégradation des nanoparticules si
elles sont conservées a température ambiante (jusqu’a 30 °C) pendant quelques jours. Dans cet article, nous
rapportons une méthode nouvelle et respectueuse de I'environnement pour synthétiser des nanoparticules d'or auto-
assemblées sous des formes cruciformes en utilisant I'extrait de feuille de Cannabis indica comme agent réducteur
sans l'aide de polymeéres ou de produits chimiques supplémentaires. Les nanoparticules s'averent stables pendant

plus d'un mois (45 jours) lorsqu'elles sont conservées a température ambiante (jusqu'a 30 °C). lIs ont pu former des

conjugués stables avec la protéine a-lactalbumine bovine qui pourraient posséder des propriétés anticancéreuses.

Mots clés : nanoparticules d'or ; les nanomatériaux ; protéine alpha-lactalbumine; Cannabis indica

1. Introduction

L'utilisation de nanoparticules d'or a augmenté de fagon exponentielle dans plusieurs applications
biomédicales et non biomédicales [1]. Plusieurs études ont démontré que les nanoparticules d'or
posseédent une activité anticancéreuse et, récemment, il a été cliniquement démontré qu'elles traitent
les tumeurs localisées de la prostate [2]. En raison de leurs excellentes propriétés photophysiques, ils
ont été explorés pour étre utilisés comme agents théranostiques [3]. Les nanoparticules d'or sont
apparues comme |'un des agents les plus prometteurs pour le traitement de divers types de cancer en
raison de plusieurs avantages qui leur sont associés tels que (1) la facilité d'absorption cellulaire par
endocytose, (2) la facilité de synthése et de caractérisation a grande échelle, (3) la capacité de former
des complexes stables avec une large gamme de biomolécules, (4) la biocompatibilité et (5) des
propriétés physicochimiques uniques. Les nanoparticules d'or de différentes formes et tailles ont des
propriétés uniques avec des effets différents sur les cellules cancéreuses [4]. Il a été démontré avec
succes que les conjugués de protéine a-lactalbumine bovine (BLA) avec de I'acide oléique,
communément appelés BAMLET (alpha-lactalbumine bovine rendue mortelle pour les tumeurs), sont
anticancéreux ; cependant, I'acide oléique est également toxique pour les cellules saines [5,6]. Il a été
démontré que les nanoparticules d'or biocompatibles remplacent I'acide oléique dans le conjugué
BAMLET pour former des conjugués nanoparticules d'or-BLA anticancéreux in vivo [7]. L'un des défis
majeurs de la synthése de nanoparticules d’or assemblées est de les rendre stables a des températures

allant jusqu’a 30 -C, ce qui leur donnera une longue durée de conservation et les rendra biocompatibles pour forn

Plusieurs méthodologies de synthése de nanoparticules nécessitent des températures élevées et des produits
chimiques toxiques, qui peuvent étre nocifs pour les protéines. Dans cette étude, nous rapportons la synthése
de nanoparticules d'or stables et assemblées de maniére cruciforme a l'aide de feuilles de Cannabis indica et
la formation de ses conjugués avec la protéine BLA. Normalement, les nanoparticules d’or assemblées sont

préparées a l'aide de polyméres ou d’autres produits chimiques assistés par des thiols ; cependant, dans ce rapport,

Appl. Nano2022 , 3, 143-148. https://doi.org/10.3390/applnano3030010

https://www.mdpi.com/journal/applnano


https://doi.org/10.3390/applnano3030010
https://doi.org/10.3390/applnano3030010
https://www.mdpi.com/journal/applnano
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://doi.org/10.3390/applnano3030010

Machine Translated by Google

Appl. Nano 2022, 3

144

nous n'avons pas utilisé de tels produits chimiques synthétiques pour former I'assemblage cruciforme des
nanoparticules d'or [1,9].

2. Matériels et méthodes

Matériaux : Le bromure de cétyltriméthylammonium (CTAB) a été obtenu auprés de Himedia,
Inde . L'acide oléique a été obtenu auprés de RFCL Limited, Inde. Le chlorure aurique hydraté et I'a-
lactalbumine bovine (BLA) ont été obtenus auprés de Sigma Aldrich, Inde. Toute la verrerie a été
achetée a Borosil, en Inde. De I'eau Milli-Q (qualité HPLC) a été utilisée dans toutes les préparations.

Synthése d'un assemblage cruciforme de nanoparticules d'or a I'aide d'extrait de feuilles de
Cannabis indica : Pour préparer I'agent réducteur, les feuilles de Cannabis indica ont été (2,80 g)
dissoutes dans 5 mL d'eau suivies d'une centrifugation a 5 000 tr/min pendant 10 min. Le surnageant
résultant a été filtré a l'aide d'un filtre seringue de 0,22 ym (Whatman) et le culot a été jeté. Une
solution de chlorure aurique (5 ml, 2,5 mM) dans I'eau a été mélangée a 18,65 ml d' une solution
aqueuse de bromure de cétyltriméthylammonium (CTAB) a 12,5 mM, et le mélange a été agité a 100
°C. Aprés 2 minutes, I'extrait de feuille filtré (surnageant) a été ajouté au mélange réactionnel. La
réaction a été stoppée en plagant le flacon du mélange réactionnel dans un bain de glace peu de
temps apres que la couleur du mélange soit devenue rouge rosé, couleur caractéristique des
nanoparticules d'or.

Analyse granulométrique par diffusion dynamique de la lumiére (DLS) : L'analyse granulométrique
DLS a été réalisée pour déterminer la taille moyenne et I'indice de polydispersité des nanoparticules a I'aide
d'un instrument Malvern Zetasizer Nano-ZS.

Analyses au microscope électronique a balayage (MEB) et aux rayons X a dispersion d'énergie
(EDX) : L'image SEM haute résolution a été prise a I'aide d'un instrument Jeol JSM-6480 LV. Des films
minces de I'échantillon ont été préparés sur la grille pour 'imagerie. L'analyse EDX a été réalisée par
l'instrument JEOL-JSM 5800 pour confirmer la présence d'or.

Analyse du spectre UV-Vis des PNB : L'analyse spectroscopique UV-Vis (PerkinElmer, Lambda35) du
mélange réactionnel a été réalisée a des longueurs d'onde de 400 nm a 700 nm pour tester la stabilité des
nanoparticules. Les nanoparticules ont été conservées a température ambiante (jusqu'a 30 -C) dans
I'obscurité entre les mesures.

Préparation des conjugués BAMLET et GNP — BLA : La solution mere d' a-lactalbumine bovine (BLA)
a été préparée dans un tampon phosphate 20 mM de pH 7,2. Pour préparer les conjugués, la suspension
de nanoparticules d'or (0,35 ml) a été mélangée a la solution de 0,15 ml de BLA pour obtenir une
concentration finale de BLA & 1,0 mg/mL et de PNB a 1,75 mM, suivie d'une incubation & 60 -C pendant 10
min. Pour préparer BAMLET, 10 pL d’acide oléique ont été mélangés avec 0,3 mL de solution mére de BLA
(la concentration finale était de 1 mg/mL) et 0,69 mL de tampon et incubés a 60 -C pendant 10 min [10].

Spectres d'émission de fluorescence du tryptophane : La solution de protéine a-lactalbumine
bovine (BLA) a été préparée dans un tampon phosphate 20 mM (pH = 7,2) a une concentration de 1
mg/mL. Les spectres de fluorescence du tryptophane des conjugués GNP — BLA et uniquement de la
solution BLA ont été enregistrés dans un spectrométre a luminescence Perkin-Elmer LS-55. Une
longueur d'onde d'excitation de 280 nm a été utilisée et des spectres d'émission ont été enregistrés de 280 a 55C

3. Résultats

Les nanoparticules d'or sont couramment préparées par la méthode de réduction chimique [11].
Différents extraits de plantes tels que Hibiscus rosa-sinensis et Ocimum tenuiflorum ont été utilisés
comme agents réducteurs pour la synthése de nanoparticules d'or a partir du chlorure aurique [12,13].
Ici, nous avons synthétisé un assemblage cruciforme stable de nanoparticules d'or en utilisant un
extrait aqueux de feuilles de plantes de Cannabis indica. Nous avons confirmé par diffusion
dynamique de la lumiére que les particules préparées par notre méthode étaient monodispersées
(indice de polydispersité de 0, 28) et de taille nanométrique (Figure 1a). Les tailles et les formes des
nanoparticules ont été confirmées par des expériences de microscopie électronique a balayage
(MEB) (Figure 1b, c). Les expériences SEM ont révélé un rare assemblage cruciforme des
nanoparticules. L'analyse EDX (Figure 1d) a confirmé la présence d'or dans I'échantillon.
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Les nanoparticules d'or auto-assemblées ont d'énormes applications dans le domaine des capteurs, de I'optique, de
I'optique et de I'électronique. Les nanoparticules auto-assemblees ont egalement trouvé une utilisation ameélioree
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et les propriétés physicochimiques peuvent d'abord étre synthétisées ; leurs conjugués avec la protéine BLA peuvent alors étre formés.
Les essais cliniques qui ont utilisé des nanoparticules d'or pour traiter les tumeurs ont eu recours a la thérapie photodynamique, qui
repose sur |'utilisation de lumiére de longueurs d'onde spécifiques pour exciter les nanoparticules et générer de la chaleur ou des espéces
oxygénées réactives [2,21,22]. Bien que la thérapie photodynamique ait été bénéfique pour traiter les tumeurs localisées, elle ne peut

pas étre utilisée en pratique pour tuer les tumeurs métastatiques qui se sont propagées a plusieurs parties du corps car il n’est pas

toujours possible d’éclairer différentes parties plus profondes du corps humain.

Les techniques basées sur la chimiothérapie qui utilisent des médicaments tels que la doxorubicine et le paclitaxel
sont des méthodes cliniques de référence pour tuer les cellules cancéreuses métastatiques, mais elles sont également
nocives pour les cellules saines. Des alternatives sont donc nécessaires, telles que les conjugués nanoparticules d'or
—BLA, qui ne sont pas toxiques pour les cellules saines [7,23]. Les nanoparticules d'or peuvent étre combinées avec
d'autres produits chimiques naturels, tels que le pyrophéophorbide-a et des molécules apparentées qui possedent
des propriétés anticancéreuses et photophysiques, pour former des conjugués avec une efficacité accrue [24,25].
Outre la biologie du cancer, les nanoparticules d'or ont été utilisées pour I'imagerie optique non linéaire telle que la
génération de deuxiéme harmonique (26). Il peut étre intéressant d’étudier les propriétés optiques non linéaires de
ces nanoparticules dans des cellules vivantes et des gouttelettes lipidiques monocouches en les conjuguant avec des
porphyrines, dont il a été démontré qu’elles possedent des propriétés optiques non linéaires extrémement élevées
[27]. Les nanoparticules d'or ont également été utilisées dans la modulation neuronale comme alternative a
I'optogénétique. De plus, il peut étre intéressant de fabriquer leurs conjugués avec différents colorants optiques pour
fabriquer un seul agent, capable de moduler les neurones et de détecter simultanément les potentiels d'action (28,

29). Dans I'ensemble, I'application des nanoparticules d’or augmente de fagon exponentielle et de nouvelles méthodes
plus écologiques permettant de synthétiser des nanoparticules stables et auto-assemblées sont hautement
nécessaires, ce que nous avons tenté de cibler a travers ce travail.
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