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Résumeé

Les matériaux a base de graphene apparaissent comme des matériaux attrayants pour
les applications biomédicales. Comprendre comment ces matériaux sont pergus par le
systéme immunitaire et interagissent avec lui est d'une importance fondamentale. La
phagocytose est un mécanisme majeur déployé par le systéeme immunitaire pour
éliminer les agents pathogénes, les particules et les débris cellulaires. Nous présentons
ici des études récentes sur les interactions des matériaux a base de graphene avec
différentes cellules phagocytaires, notamment les macrophages, les neutrophiles et les
cellules dendritiques. Nous discutons de l'importance d'évaluer la contamination des
GBM par I'endotoxine, qui peut fausser les résultats. Nous explorons également le réle
de la bio-corona dans les interactions des matériaux a base de graphéne avec les
cellules immunitaires. Enfin, nous soulignons les preuves récentes d'interactions
directes entre les matériaux a base de graphene et la membrane plasmique.

O brave new worlds, that have such people in them !

Edwin A. Abbott, Flatland. A Romance of Many Dimensions (1884).



Introduction

Le graphene et ses dérivés ont attiré une attention considérable pour diverses
applications en science et technologie (1, 2). L'oxyde de graphéene, en particulier, fait
I'objet de recherches intensives pour diverses applications biomédicales, notamment
I'administration de médicaments et la bioimagerie, et comme biocapteurs (3). L'oxyde
de graphene présente des propriétés physicochimiques intéressantes, notamment une
grande surface, une facilité de fonctionnalisation de la surface et une stabilité colloidale
supérieure en milieu aqueux (4). Cependant, I'augmentation de la production et de
['utilisation de matériaux a base de graphene nécessite également un examen
minutieux de l'impact de ces matériaux sur les cellules et les tissus (5). La
compréhension des interactions avec le systeme immunitaire revét une importance
particuliere (6). Une fois a l'intérieur du corps, un matériau étranger rencontrera des
cellules phagocytaires du systeme immunitaire inné, comme les neutrophiles, les
macrophages et les cellules dendritiques. Ces cellules représentent la premiere ligne
de défense contre les intrusions étrangeres (micro-organismes, particules), et elles
éliminent également les débris cellulaires, jouant ainsi un rble important dans
I'noméostasie des tissus. Les macrophages sont impliqués dans l'initiation, la
propagation et la résolution de I'inflammation (7), tandis que les cellules dendritiques
sont des cellules présentatrices d'antigénes qui font le lien entre les branches innées et
adaptatives du systeme immunitaire. Les neutrophiles sont spécialisés dans la
destruction des bactéries et d'autres micro-organismes, bien que des études récentes
aient suggéré que ces cellules peuvent également orchestrer des réponses
immunitaires adaptatives (8). Il est important de noter que les macrophages qui
résident dans différents tissus ne sont pas seulement des effecteurs importants de la
réponse immunitaire innée, mais qu'ils peuvent également contribuer aux lésions
tissulaires aigués ou chroniques résultant de I'exposition a des substances toxiques
par la libération d'une multitude de médiateurs solubles, par exemple des espéces
réactives de I'oxygene ou de |'azote, des enzymes protéolytiques et des cytokines ou
chimiokines pro-inflammatoires (9). Ainsi, comme |'ont déja souligné Laskin et al. (9),
les macrophages sont des médiateurs a la fois de “défense et de destruction”.

Récemment, un systeme de classification (Figure 1) a été proposé par les chercheurs
du projet phare GRAPHENE, financé par I'UE, comme point de départ pour la
catégorisation des différents types de graphéne (10). En bref, trois propriétés physico-
chimiques des matériaux a base de graphene ont été mises en évidence : (i) le nombre
de couches de graphéne, (i) les dimensions latérales moyennes, et (iii) le rapport
atomique carbone/oxygene (C/O) ; l'inclusion du rapport C/O comme propriété



fonctionnelle peut étre justifiée par le fait que les matériaux a base de graphéne sont a
la fois structurellement et chimiquement hétérogénes. En effet, comme indiqué par
Wick et al. (10), les différents membres de la famille des matériaux a base de graphene
ne partagent pas la méme surface “standard”. La surface du graphene vierge est
hydrophobe alors que dans le cas de l'oxyde de grapheéne, les surfaces sont
constituées d'llots hydrophobes entrecoupés de régions hydrophiles. Cela pourrait
potentiellement influencer les interactions de ces matériaux avec les systemes
biologiques. Nous présentons ici des études récentes sur I'interaction des matériaux a
base de graphene avec les cellules du systeme immunitaire inné, notamment les
macrophages, les neutrophiles et les cellules dendritiques. Notamment, alors que ces
cellules partagent toutes une propension a la phagocytose, nous explorons également
les preuves émergentes que les matériaux a base de graphéene peuvent exercer des
effets directs sur la membrane plasmique des cellules immunitaires en |'absence
d'absorption cellulaire. La biodégradation des matériaux a base de carbone par les
cellules immunitaires, notamment les neutrophiles et les macrophages, a été mise en
évidence dans d'autres articles de synthése récents (3, 11, 12) et n'est pas abordée ici.
Nous concentrerons principalement notre discussion sur les études utilisant des
macrophages ou des lignées cellulaires semblables aux macrophages, car il existe peu
d'études a ce jour sur les effets des matériaux a base de graphéne sur les neutrophiles
et les cellules dendritiques. Néanmoins, comme de plus en plus d'études voient le jour,
nous commencerons peut-étre a comprendre comment le systéme immunitaire réagit
aux objets en 2D - un voyage dans le plat pays.

FIGURE 1. Ci-dessous. Classification des matériaux a base de graphene. Dans le
cadre du projet phare GRAPHENE financé par la Commission européenne, trois
descripteurs physico-chimiques ont été définis pour permettre la classification des
matériaux a base de graphene : le nombre de couches de graphéne, la dimension
latérale moyenne et le rapport atomique carbone/oxygene. Le cadre de classification
proposé aidera a déterminer le rle des propriétés physicochimiques spécifiques sur le
profil de santé et de sécurité des matériaux a base de graphene. Reproduit de : Wick et
al. (10) avec la permission de John Wiley & Sons, Inc.
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L'importance de I'évaluation des endotoxines

Les endotoxines, également connues sous le nom de lipopolysaccharides, sont de
grosses molécules (200 a 1 000 kDa), hydrophobes et thermostables, qui font partie de
la membrane externe des bactéries gram négatives (13). Les lipopolysaccharides sont
un puissant médiateur inflammatoire qui active les cellules immunitaires par
I'intermédiaire de récepteurs de reconnaissance des formes, ce qui entraine la
sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires, par exemple le facteur de nécrose
tumorale (TNF)-a et 'interleukine (IL)-1B (14). Etant donné que de nombreux supports
médicamenteux ou dispositifs de diagnostic basés sur des nanomatériaux sont congus
pour cibler le systeme immunitaire (ou pour éviter les interactions avec celui-ci), il est
de plus en plus important de comprendre la réponse immunitaire a ces matériaux (15,



16). Dans ce contexte, il est particulierement important de savoir que les
nanobiomatériaux et les produits pharmaceutiques sont couramment contaminés par
des endotoxines qui peuvent entrainer un choc septique et une défaillance des
organes s'ils sont administrés aux patients (17). La détection des endotoxines dans les
produits pharmaceutiques est effectuée a I'aide de deux méthodes différentes. Le test
pyrogene du lapin permet de détecter les pyrogénes en général par la mesure du
développement de la fievre apres l'injection de I'échantillon testé ; il est colteux et
nécessite ['utilisation d'un grand nombre d'animaux (18). Le deuxieme type de
méthode de détection des endotoxines, le test au lysat d'amébocytes de Limulus
(LAL), est basé sur le sang de populations sauvages de limules. Alors que le test
pyrogene du lapin ne peut détecter qu'indirectement la présence d'endotoxines, le test
LAL est plus spécifique aux endotoxines car il tire parti de la protéase a sérine sensible
aux LPS, le facteur C. Une fois activé, le facteur C induit une cascade de coagulation
conduisant a l'amplification du stimulus lipopolysaccharides et a la formation d'un
caillot de gel ferme. Tous les tests LAL sont en principe basés sur cette cascade de
coagulation, mais ils ont été encore modifiés pour permettre la détermination
quantitative des endotoxines (18). Ces deux tests ont une longue histoire d'utilisation
pour les produits pharmaceutiques et les dispositifs médicaux traditionnels et sont
couramment utilisés dans le développement de médicaments. Plus récemment, le test
du facteur C recombinant (rfFC) et le test d'activation des macrophages ont été
reconnus comme des alternatives au test LAL.

Le test d'activation des macrophages, qui imite la réaction fébrile humaine, a été établi
comme un test alternatif pour les tests pyrogenes (19). Il est important de noter que la
directive européenne 2010/63/UE relative a la protection des animaux utilisés a des fins
scientifiques impose le remplacement des tests sur animaux lorsqu'il existe des
alternatives validées. Bien que le test LAL soit connu pour étre tres sensible, plusieurs
laboratoires ont signalé des problemes d'interférence de divers types de
nanomatériaux avec un ou plusieurs des formats de test LAL (20-22). En effet, il a été
démontré que les nanomatériaux a base de carbone, y compris les matériaux a base
de graphene, interferent avec le test LAL, ce qui peut conduire a des résultats erronés
ou masquer les effets des matériaux eux-mémes (23, 24). Dans une étude récente, les
auteurs ont suggéré que des cycles répétés d'autoclavage peuvent réduire la teneur en
endotoxines des nanomatériaux a base de carbone, y compris le graphene vierge, et
que les matériaux natifs par rapport aux matériaux dépyrogénés provoquent des
réponses distinctes des macrophages in vitro (25). Cependant, le test chromogene LAL
a été utilisé pour évaluer la contamination par les endotoxines, ce qui remet en
question le fonctionnement de la procédure de dépyrogénation proposée (25). Les



cellules rapporteuses TLR4 ont été suggérées comme un test alternatif pour évaluer la
contamination par I'endotoxine des nanoparticules de métal/oxyde métallique (21).
Cependant, des travaux récents ont impliqué que I'oxyde de graphéne pourrait
déclencher la mort cellulaire dans les macrophages via TLR4 (discuté ci-dessous), ce
qui signifie que I'utilisation de telles cellules rapporteuses pourrait également donner
des résultats ambigus. Mukherjee et al. (23) ont mis au point un nouveau test de
détection des endotoxines pour contourner les problemes d'interférences des
matériaux a base de graphene. Ce test, appelé test d'expression du TNF-a (TET), est
basé sur la détection de la sécrétion de TNF-a dans des macrophages primaires
humains dérivés de monocytes, incubés en présence ou en |'absence d'un inhibiteur
d'endotoxine spécifique. Il a été démontré que lorsque des doses non cytotoxiques de
matériaux a base de graphéene étaient appliquées, le TET permettait une détection non
équivoque du LPS avec une sensibilité comparable a celle du test LAL. Des directives
pour la préparation d’oxyde de graphene sans endotoxine ont également été
présentées (23).

Formation Bio-Corona : Un abri contre la tempéte
Lorsqu'un nanomatériau est introduit dans un systéme vivant, il interagit avec des
molécules biologiques (protéines, lipides, etc.), ce qui entraine la formation d'un "bio-
corona" a la surface (26), ou, en termes immunologiques, le nanomatériau est opsonisé
(processus par lequel les agents pathogenes ou les cellules sont rendus plus sensibles
a la phagocytose). Des études détaillées de différents types de nanoparticules ont
montré que la formation de bio-corona ne dépend pas seulement de la taille ou de la
courbure de la surface de la particule, mais aussi des propriétés de surface telles que
le degré d'hydrophobie (27-29). Il a été démontré que la bio-couronne modulait
I'absorption cellulaire des nanomatériaux (30), et une étude récente a suggéré que les
protéines présentes dans la couronne protéique d'origine sont retenues sur les
nanoparticules jusqu'a ce qu'elles atteignent les lysosomes (31). De plus, |'adsorption
des protéines peut atténuer les effets cytotoxiques des nanomatériaux. En effet, des
études in vitro ont montré que |'adsorption de protéines sériques réduit la cytotoxicité
des nanotubes de carbone. (32) ainsi que de I’oxyde de graphéene (33), et sur la base
d'une combinaison d'approches expérimentales et théoriques, il a été suggéré que la
bio-corona atténue la cytotoxicité de I'oxyde de graphéne en limitant sa pénétration
dans la membrane cellulaire (34). En outre, des études de modélisation ont suggéré
que le graphéne, en raison de sa nature hydrophobe, peut interrompre les interactions
hydrophobes protéine-protéine (35). En effet, il est important de reconnaitre les



différences de propriétés physicochimiques entre les différents membres de la famille
des GBM, notamment en ce qui concerne l'interaction potentielle avec les protéines.
Le graphene est essentiellement une feuille unique atomiquement mince d'atomes de
carbone liés sp2, alors que I'oxyde de graphene est une feuille de graphene oxydée,
dérivée par des groupes carbonyle et carboxyle sur les bords et présentant des
groupes époxyde et hydroxyle sur le plan basal (36). De plus, le graphene et 'oxyde de
graphene ont des énergies de surface différentes - un parametre important affectant la
dispersibilité. Ainsi, le graphene est hydrophobe et dispersable dans les solvants
organiques alors que I'oxyde de graphene peut étre dispersé dans I'eau (37). Cette
derniére propriété provient principalement des groupes carboxyle ionisables du bord,
le plan basal étant essentiellement un réseau d'llots hydrophobes de cycles
benzéniques non oxydés entourés de groupes polaires (38). De plus, les petits feuillets
de I’oxyde de graphene sont plus hydrophiles que les plus grands en raison d'une plus
grande densité de charge, ce qui pourrait avoir un impact sur les bio-interactions.

Les nanomatériaux injectés par voie intraveineuse peuvent adsorber une large gamme
de protéines dans le sang (39). La bio-corona des protéines sanguines se forme
rapidement, et il a été démontré qu'elle affecte I'hnémolyse et I'activation des
thrombocytes (40). En outre, l'activation du complément a la surface des
nanomatériaux est particulierement préoccupante lorsqu'il s'agit d'applications
cliniques. En effet, des protéines du complément ont été systématiquement identifiées
dans ou sur les corons des nanoparticules (28, 30, 40, 41). Le systeme du complément
est un composant critique de I'immunité innée dans le sang ; il s'agit d'une cascade
protéolytique généralement déclenchée par trois voies distinctes (classique, lectine et
alternative) qui convergent pour générer le méme ensemble de molécules effectrices
au niveau du troisieme composant du complément (C3) (42). Les protéines du
complément opsonisent les agents pathogenes et les cellules pour les engloutir par
I'intermédiaire des récepteurs du complément et pourraient, en théorie, favoriser
également |'absorption des nanomatériaux. Cependant, certains facteurs du
complément peuvent au contraire conférer des propriétés “furtives” aux nanomatériaux
en empéchant toute autre activation du complément, comme le montre une étude
récente sur 'oxyde de graphéne. (43). L'activation du complément libere également
deux molécules effectrices puissantes (C3a et C5a) qui jouent un role important dans le
recrutement et |'activation des cellules inflammatoires ainsi que dans I'anaphylaxie, une
réaction allergique grave qui se déclenche rapidement et peut entrainer la mort (44).
Plusieurs rapports ont documenté I'activation du complément par différents types de
nanomatériaux, y compris les nanomatériaux a base de carbone tels que les nanotubes
de carbone (45, 46) et 'oxyde de graphéne (47, 48). La question est la suivante : les



surfaces des particules peuvent-elles étre modifiées pour éviter |'adsorption de
protéines et/ou I'activation imprévue du complément ? La fixation de polymeres tels
que le poly(éthylene glycol) (PEG) sur les surfaces des particules est une approche
courante en nanomédecine, et I'opinion traditionnelle veut que la PEGylation empéche
compléetement |'adsorption des protéines, empéchant ainsi la clairance des particules
par le systeme réticulo-endothélial. Cependant, si cela était vrai, comment expliquer
I'activation du complément sur les particules PEGylées ? Ces dernieres années,
I'opinion a émergé que la PEGylation des nanomatériaux ne bloque que partiellement
I'adsorption des protéines et peut méme favoriser la formation d'une bio-couronne
distincte par rapport a la couronne formée sur les nanomatériaux vierges (49, 50). En
effet, dans une étude récente utilisant des cellules RAW264.7 semblables a des
macrophages, il a été démontré que l|'adsorption de protéines spécifiques était
nécessaire pour empécher |'absorption de particules de polystyrene recouvertes de
PEG ou de poly(éthyl éthylene phosphate) (PEEP) (51).

Le choix du revétement polymere est important. Luo et ses collaborateurs (52) ont
signalé que I'enrobage de PEG empéchait |'absorption de I’oxyde de graphéne par les
macrophages péritonéaux murins, tandis que I'enrobage de poly(éther imide) (PEI)
cationique favorisait |'absorption a faible dose, mais compromettait la viabilité cellulaire
a forte dose. Dans une autre étude récente, les auteurs ont prouvé que I'oxyde de
graphéne PEGylé d'une taille latérale d'environ 200 nm induisait des réponses
immunitaires (libération de cytokines) dans les macrophages péritonéaux murins ; il est
intéressant de noter que des niveaux d'activation comparables ont également été
observés apres la PEGylation d'un matériau 2D non carboné, le disulfure de
molybdene (MoS2) (53). Les auteurs ont émis I'hypothése que la signalisation des
intégrines pourrait expliquer I'augmentation des réponses cytokines dans les cellules
exposées au PEG-oxyde de graphene. Dans l'ensemble, I'étude suggere que la
PEGylation ne sert pas a passiver les surfaces des matériaux 2D. Xu et al. (54) ont
préparé une série de dérivés de I'oxyde de graphéne, notamment de I'oxyde de
graphene aminé (GO-NH2), de I'oxyde de graphene fonctionnalisé par du
poly(acrylamide) (GO-PAM), de I'oxyde de graphéne fonctionnalisé par de l'acide
poly(acrylique) (GO-PAA) et de I'oxyde de graphene fonctionnalisé par du PEG (GO-
PEG), et ont comparé leur toxicité avec celle de I'oxyde de graphene vierge. Les
matériaux oxyde de graphene présentaient tous des dimensions latérales comprises
entre 100 et 500 nm et le potentiel T était négatif pour tous les matériaux dans le milieu
de culture cellulaire en raison de I'adsorption des protéines. Parmi ces dérivés d’oxyde
de graphene, GO-PEG et GO-PAA ont induit moins de toxicité envers les cellules
macrophages murines J774A.1 que I'oxyde de graphéne vierge, et GO-PAA s'est avéré



étre le plus biocompatible, a la fois in vitro et chez la souris (54). |l a été suggéré que
les différences de biocompatibilité étaient dues a des différences de composition de la
bio-corona, en particulier la présence ou non d'immunoglobuline G (IgG) ; GO-PAA et
GO-PEG avaient une teneur en IgG inférieure dans leurs coronas protéiques (30-40%)
que I'oxyde de graphéne, GO-NH2 et GO-PAM (50-70%). L'lgG est une opsonine bien
connue qui joue un réle clé dans I'élimination des agents pathogenes. Cette étude
indique des stratégies pour une conception slire de I'oxyde de graphéne pour des
applications biomédicales et souligne I'importance de la bio-corona (54).

Effets sur les macrophages : Effraction et pénétration

Les macrophages (“gros mangeurs”) sont des phagocytes professionnels issus de la
moelle osseuse ; ces cellules sont appelées monocytes lorsqu'elles sont présentes
dans la circulation périphérique et “macrophages” lorsqu'elles résident dans les tissus.
La phagocytose des agents pathogenes par les macrophages est facilitée par
I'opsonisation par les immunoglobulines et les composants du systeme du
complément, mais I'engloutissement peut aussi étre non spécifique. Nous avons
constaté que les macrophages primaires humains dérivés de monocytes
engloutissaient efficacement 'oxyde de graphéne sans signes de mort cellulaire aigué
(24 h) (Figure 2). Loxyde de graphene a été trouvé dans des vésicules fermées par une
membrane dans le cytoplasme, ce qui suggere une absorption par endocytose.
D'autres études récentes utilisant des cellules THP.1 semblables a des macrophages
ont suggéré que la phagocytose influence dans une certaine mesure le degré de
cytotoxicité d’oxyde de graphene (55). Cependant, alors que l'inhibition de la
phagocytose a atténué la cytotoxicité d’oxyde de graphéne monocouche, les effets
d’oxyde de graphéene multicouche se sont avérés similaires, qu'il y ait ou non
phagocytose. En outre, d'autres études récentes ont signalé que les feuilles d’oxyde
de graphéene ayant de grandes dimensions latérales pouvaient s'aligner avec la
membrane plasmique des macrophages (effet dit de “masquage”) et I'hypothese a été
émise que cette disposition paralléle des feuilles d’oxyde de graphene a la surface des
cellules pouvait soit favoriser leur internalisation, soit isoler les cellules de leur
environnement, compromettant ainsi la viabilité et/ou la fonction des cellules (56). De
méme, Ma et al. (57) ont rapporté que les grandes feuilles d’oxyde de graphéne
présentaient une “adsorption” plus forte sur la membrane plasmique des cellules
J774.A1 de type macrophage murin, avec une phagocytose moindre, tandis que les
petites feuilles d’oxyde de graphene étaient plus facilement absorbées par les cellules.



Les auteurs ont également constaté que les grandes feuilles d’oxyde de graphéne
favorisaient une polarisation pro-inflammatoire des macrophages, tant in vitro qu'in
vivo. En revanche, d'autres chercheurs ont signalé que les petites feuilles d’oxyde de
graphene provoquaient des effets plus profonds sur les cellules immunitaires humaines
(monocytes) par rapport aux grandes feuilles d’oxyde de graphéene(58). Li et al. (59) ont
suggéré, sur la base d'études expérimentales et théoriques, que les feuilles de
graphene de taille micrométrique pénetrent dans les cellules en percant ou en
tranchant la membrane (absorption “edge-first”). En fait, plusieurs études menées ces
dernieres années sur différents modeles cellulaires ont suggéré que l'oxyde de
graphéne pouvait exercer des effets directs sur la membrane plasmique des cellules,
avec ou sans mort cellulaire. Par exemple, on a constaté que des feuilles d’oxyde de
graphene de taille micrométrique induisaient la formation de vacuoles dans le
compartiment cytosolique des cellules, entrainant une augmentation de la perméabilité
de la membrane cellulaire aux petites molécules ; cette vacuolisation n'a été observée
que dans les cellules qui surexprimaient le canal de I'eau, I'aquaporine (AQP1) (60). Il a
également été démontré que I'oxyde de graphéne compromettait la fonction de la
membrane plasmique et du cytosquelette dans diverses lignées cellulaires sans signes
significatifs de mort cellulaire, et des interactions avec les intégrines de la membrane
cellulaire ont été impliquées dans ce processus (61). Les auteurs ont proposé que ce
phénomene puisse étre exploité pour sensibiliser les cellules cancéreuses aux agents
chimiothérapeutiques, mais il n'a pas été démontré que ces effets étaient spécifiques
aux cellules cancéreuses. En outre, on a constaté que le graphéne monocouche
produisait des trous (pores) dans les membranes des cellules de carcinome pulmonaire
A549 et des cellules RAW264.7 semblables a des macrophages, entrainant une perte
substantielle de viabilité cellulaire (62). La formation des pores s'est produite méme en
présence de sérum, et des simulations de dynamique moléculaire ont suggéré que la
formation des pores dépendait de I'extraction des lipides. En effet, des études
expérimentales et théoriques précédentes ont suggéré que le comportement
antibactérien du graphéne provient de la formation de pores dans la paroi cellulaire
bactérienne (63), peut-étre en raison de l'extraction des lipides des membranes
bactériennes (64). Enfin, dans une autre étude récente, il a été démontré que des
feuilles d’oxyde de graphéene de taille nanométrique induisaient un remaniement de la
membrane dans une variété de lignées cellulaires différentes avec I'excrétion
concomitante de fragments de membrane (65). Le mécanisme sous-jacent n'a pas été
révélé, bien que I'on sache que les modifications des niveaux de Ca2+ dans la cellule
régulent la formation de ces protubérances membranaires induites par I'actine. Ainsi, il
semble que matériaux a base de graphene soient capables d'interagir avec les cellules
de différentes manieres, notamment en les masquant, en les percant, en les ébouriffant



ou en les décollant, en formant des pores (éventuellement par extraction des lipides
membranaires) et/ou en les internalisant dans les cellules. Comment donner un sens a
des observations aussi disparates ? Tout d'abord, il pourrait y avoir des différences
importantes dans le matériau d'essai lui-méme, notamment |'épaisseur et les
dimensions latérales (et, bien sdr, la dose de matériau ajoutée aux cultures cellulaires).
De plus, des différences dans les conditions de culture cellulaire (y compris le fait que
le milieu de culture cellulaire soit complété ou non par du sérum) peuvent entrer en jeu.
En effet, il a été noté que la composition du milieu de culture cellulaire lui-méme
pouvait affecter de maniére critique la fagcon dont 'oxyde de graphéne (et d'autres
nanomatériaux) interagit avec les cellules (66). Enfin, le fait que différents modeles
cellulaires soient utilisés peut expliquer les différences frappantes dans les résultats
cellulaires des études rapportées ici. Ainsi, il est important de comprendre que les
lignées cellulaires transformées ne sont qu'un modele de cellules normales, et que les
lignées cellulaires dites “macrophages” ne récapitulent pas compléetement le
comportement des macrophages primaires (67). |l est également important de réaliser
qu'il existe de nombreuses populations de macrophages différentes et que le
phénotype ou I'état d'activation des macrophages peut affecter la fagcon dont ces
cellules répondent aux nanomatériaux, comme nous et d'autres |'avons récemment
montré (68, 69). Néanmoins, il semble que I’oxyde de graphene puisse avoir des effets
directs sur la membrane cellulaire et des études supplémentaires sont nécessaires
pour comprendre ces interactions. Cela est évidemment important si les GBM doivent
étre utilisés comme des transporteurs “intelligents” d'une charge thérapeutique vers
des populations cellulaires spécifiques de I'organisme.




FIGURE 2. Les macrophages sont des cellules phagocytaires professionnelles
capables d'ingérer de I'oxyde de graphene de taille micrométrique. Ces images TEM
montrent des macrophages primaires humains dérivés de monocytes, cultivés pendant
24 heures dans un milieu cellulaire seul (A) ou avec 10 ug/mL d’oxyde de graphene (B).
Les cellules ont facilement internalisé I’oxyde de graphéene (présent dans des vésicules
cytoplasmiques) sans signes ultrastructuraux de mort cellulaire. Les cellules ont été
maintenues dans un milieu RPMI-1640 complété par 10% de sérum fcetal bovin. TEM :
Kjell Hultenby, service central de microscopie électronique, Karolinska Institutet.

Effets sur les macrophages : Activation des inflammmasomes

Les inflammmasomes sont des complexes multiprotéiques qui activent la caspase-1,
ce qui entraine la maturation et la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-13 et
IL-18 (70). L'activation des inflammasomes est importante pour la défense de I'h6te et
la clairance des pathogénes. De plus, I'activation de I'inflammasome est impliquée
dans le développement de diverses maladies inflammatoires chroniques, et
I'inflammasome NLRP3 est activé par des signaux de “danger” endogenes tels que
I'urate monosodique, I'agent causal de la goutte (71), et par les cristaux de cholestérol
présents dans les Iésions athérosclérotiques (72). De plus, un ensemble émergent de
publications montre que les nanomatériaux a base de carbone, y compris les nano-
tubes de carbone a multiparois longs et fibreux (73, 74) ainsi que les nano-oignons de
carbone sphériques de petite taille (75) et les sphéres de carbone creuses (76), sont
capables d'activer le complexe inflammasome dans les cellules phagocytaires
(macrophages) avec la sécrétion ultérieure d'IL-1B. Il a été récemment démontré que
I’oxyde de graphene déclenche la production d'IL-1p dans les cellules myéloides (THP.
1) et épithéliales (BEAS-2B), respectivement (77). Nous avons constaté que le GO de
dimensions latérales variables déclenchait l'inflammasome dans des macrophages
primaires humains dérivés de monocytes et nous avons noté que I'absorption cellulaire
de I'oxyde de graphene était nécessaire a la production d'IL-1B (Mukherjee et al.,
observations non publiées). De méme, Cho et al. (55) ont signalé que l'inhibition de la
phagocytose abolissait la sécrétion d'IL-13 dans les cellules THP.1 exposées a de
I'oxyde de graphene monocouche, mais pas dans les cellules exposées a de I'oxyde
de graphéne multicouche. Dans |'ensemble, une série de nanomatériaux a base de
carbone, y compris non seulement des matériaux en forme de fibres, mais aussi des
particules sphériques et des matériaux plats comme I’oxyde de graphene, déclenchent
I'activation de l'inflammasome. Il va sans dire qu'il est important d'exclure toute



contamination du matériau testé par |'endotoxine lors de la réalisation de telles
expériences, car le LPS est connu pour agir comme un co-signal pour |'activation de
I'inflammasome (78). En effet, I'endotoxine est souvent utilisée pour stimuler les
cellules in vitro lors de I'évaluation de I'activation de l'inflammasome NLRP3 (73), ce
qui est certainement pertinent dans le contexte d'un défi microbien. Cependant, il est
pertinent de se demander comment I'inflammasome est activé lors d'une inflammation
induite par un milieu stérile (hanomatériau). Dans une publication récente, Jessop et al.
(79) ont fourni des preuves du role de la boite 1 du groupe a haute mobilité (HMGB1)
dans l'activation de ['inflammasome induite par les nano-tubes de carbone a
multiparois in vitro et in vivo. Les cristaux de cholestérol sont connus pour agir comme
des signaux de “danger” et une étude récente a démontré que les cristaux de
cholestérol déclenchaient la libération par les neutrophiles de pieges extracellulaires
pour neutrophiles (NET) (voir ci-dessous) qui, a leur tour, amorcaient les macrophages
pour la libération de cytokines (80). Cette découverte suggere qu'un signal de “danger”
peut entrainer une inflammation stérile par son interaction avec les neutrophiles.
D'autres études devraient déterminer si la libération de HMGB1 ou d'autres signaux de
“danger” joue un réle dans l'activation de l'inflammasome induite par I'oxyde de
grapheéne.

Les récepteurs Toll-like (TLR) sont des récepteurs de reconnaissance de motifs qui
reconnaissent des molécules structurellement conservées exprimées par des
microbes, ce qui entraine I'activation de réponses immunitaires (81). Il a été suggéré
que le TLR4, le récepteur de reconnaissance de motifs pour le LPS (endotoxine),
reconnait une multitude d'autres facteurs endogenes, allant des protéines aux ions
métalliques. Cependant, I'activation directe d'un seul récepteur par un tel éventail de
signaux moléculaires est difficile a expliquer d'un point de vue structurel, et il faut
prendre soin d'exclure une éventuelle contamination par I'endotoxine (82). D'autre part,
il a été suggéré que les TLRs pourraient détecter la présence de taches hydrophobes
sur une variété de molécules, ce qui pourrait expliquer la promiscuité apparente de
cette classe de récepteurs de reconnaissance des formes (83). Il est intéressant de
noter que Qu et al. (84) ont rapporté que I'oxyde de graphene d'une taille d'environ 1-2
pum induisait une mort cellulaire dépendante de TLR4 dans des macrophages de souris
dérivés de la moelle osseuse et ont présenté des preuves que cela se produisait, au
moins en partie, par un mécanisme paracrine dépendant du TNFa. Dans des travaux
antérieurs, Chen et al. (85) ont montré que I'oxyde de graphene induisait I'autophagie
et la sécrétion de cytokines de maniere TLR-dépendante dans la lignée cellulaire de
macrophages de souris RAW264.7. En revanche, nos études récentes ont suggéré que
'oxyde de graphéne déclenche lI'activation de I'inflammasome avec la sécrétion



d'IL-1B dans les macrophages primaires humains dérivés de monocytes sans engager
la voie de signalisation TLR (Mukherjee et al., résultats non publiés). Notamment,
aucune mort cellulaire n'a été observée dans les macrophages exposés a I'oxyde de
graphene, ce qui contraste fortement avec les études susmentionnées. Des
précautions ont été prises pour controler la contamination par I'endotoxine avant
I'exposition des cellules. Nous suggérons que les tests d'endotoxine devraient étre

obligatoires lors de I'étude des interactions putatives de I'oxyde de graphéne avec les
TLR.

Dans la plupart des exemples présentés ici, I'impact de I'oxyde de graphéne sur des
macrophages isolés ou des cellules semblables a des macrophages a été étudié. Bien
que ces études puissent fournir des informations importantes sur le mode d'entrée de
I'oxyde de graphéne dans les cellules et sur les voies de signalisation affectées a la
suite d'interactions cellulaires, des études sur des organismes vivants sont nécessaires
pour évaluer la réponse globale a I'oxyde de graphéne et l'interaction entre les deux
branches du systeme immunitaire. Shurin et al. (86) ont récemment fourni une analyse
détaillée de la facon dont I'exposition a I'oxyde de graphéne module la réponse
allergique pulmonaire. A cette fin, les auteurs ont utilisé un modéle murin d'asthme
induit par I'ovalbumine et ont constaté que I'oxyde de graphéne, administré au stade
de la sensibilisation, augmentait I'hyperréactivité des voies aériennes (AHR) et le
remodelage des voies aériennes, alors qu'en méme temps, les niveaux des cytokines
Th2, IL-4, IL-5 et IL-13 étaient supprimés dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire
(BAL) des souris exposées (86). De plus, I'exposition a 'oxyde de graphéene pendant la
sensibilisation a I'ovalbumine a diminué I'accumulation d'éosinophiles et augmenté le
recrutement de macrophages dans le liquide de LBA. L'exposition a I'oxyde de
graphene a également augmenté la production par les macrophages des chitinases de
mammiferes, de la chitinase 3-like 1 et de I'AMCase, dont |'expression est associée a
I'asthme (87), et la modélisation moléculaire a suggéré que I'oxyde de graphene
pourrait interagir directement avec les chitinases, affectant leur activité (Figure 3).
L'ensemble de ces résultats indique que I'exposition pulmonaire a I'oxyde de graphéne
déclenche un nouveau mécanisme de remodelage des voies respiratoires et de
procréation assistée induit par les nanomatériaux dans un modele murin d'asthme,
indépendant de I'inflammation éosinophile des voies respiratoires et des réponses
immunitaires a médiation Th2, avec I'implication possible de chitinases mammaliennes
(86).
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FIGURE 3. L'oxyde de graphene déclenche la production par les macrophages des
chitinases de mammiferes, la chitinase 3-like 1 (CHI3L1) et la chitinase acide de
mammifere (AMCase), dont |'expression est associée a l'asthme. (A) L'oxyde de
graphéne stimule I'accumulation d'AMCase et de CHI3L1 dans les poumons de souris.
Les niveaux de CHI3L1 et d'AMCase ont été mesurés dans le liquide LBA de souris 7
jours apres l'exposition a l'oxyde de graphéne, ou dans les surnageants de
macrophages cultivés isolés du liquide LBA de souris exposées a I’oxyde de graphene



ou au véhicule 24 heures aprées |'exposition. (B) La modélisation moléculaire suggére
que I'oxyde de graphéne peut interagir directement avec les chitinases. Les deux sites
de liaison prédits de I'oxyde de graphéne, le site 1 et le site 2, sont représentés pour
AMCase et CHI3L1, respectivement. L'occlusion de I'entrée du site de liaison a la
chitine dans I'AMCase pourrait entrainer l'inhibition de son activité. Reproduit de :
Shurin et al. (86), avec la permission de The American Chemical Society.

Effets sur les neutrophiles : Enchevétrés dans le bleu

Les neutrophiles sont le type de globules blancs le plus abondant et jouent un role clé
dans la défense contre les agents pathogenes envahissants. Les neutrophiles utilisent
diverses stratégies pour éliminer les microbes envahisseurs : (i) absorption microbienne
suivie d'une destruction intracellulaire par un ensemble d'enzymes protéolytiques et
oxydatives, (i) dégranulation et sécrétion de facteurs antimicrobiens tels que la
myéloperoxydase conduisant a la destruction extracellulaire des microbes, et (iii)
libération de neutrophiles avec piégeage et destruction non phagocytaire des microbes
(88, 89). Les neutrophiles consistent en un réseau de fibres chromatiniennes décorées
de protéines antimicrobiennes telles que I'élastase neutrophile et la myéloperoxydase
pour permettre la destruction extracellulaire des bactéries ou des champignons. Il est
intéressant de noter que les neutrophiles sont apparemment capables de détecter la
taille des microbes et de libérer les neutrophiles de maniere sélective en réponse a des
agents pathogenes de grande taille, minimisant ainsi le risque de dommages tissulaires
associés a la libération des neutrophiles (90). De plus, de plus en plus de preuves
suggerent que la libération de neutrophiles peut également se produire dans des
inflammations stériles et non infectieuses, et peut contribuer aux dommages tissulaires
(91). Par exemple, il a été démontré que les cristaux d'urate monosodique, I'agent
responsable de la goutte, induisent la libération de neutrophiles (92). Les cristaux de
cholestérol peuvent également déclencher la formation de neutrophiles, entrainant
I'amorcage des macrophages pour la libération de cytokines (80). En outre, dans une
étude tres récente, I'exposition a de fortes doses de nanoparticules de polystyrene et
de nanodiamants a déclenché une inflammation “autolimitée” (résolutive) induite par
les neutrophiles chez les souris (93). Aucune formation de neutrophiles n'a été
observée en réponse a de grandes particules (100-1 000 nm). Nous avons récemment
observé le déclenchement de neutrophiles en fonction de la taille dans des
neutrophiles humains primaires exposés a de I'oxyde de graphéne, avec un effet plus
prononcé pour les feuilles de 'oxyde de graphene de taille micrométrique par rapport



aux feuilles de I'oxyde de graphéne de dimensions latérales nanométriques ; nous
avons également observé une perturbation des radeaux lipidiques dans les
neutrophiles incubés avec de I'oxyde de graphene (Mukherjee et al., résultats non
publiés). Nous avons pris soin de controler la contamination par les endotoxines, car le
LPS est connu pour préparer les neutrophiles a la production de neutrophiles. Les
effets des matériaux a base de graphéne sur les neutrophiles in vivo pourraient avoir un
impact négatif sur la défense immunitaire innée ; ceci reste a étudier.

Effets sur les cellules dendritiques : Aide et complicité

Les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices d'antigenes professionnelles
(94) et, a ce titre, elles sont indispensables a la régulation de I'équilibre entre I'immunité
(qui signifie littéralement “exemption”, c'est-a-dire la capacité d'un organisme a
résister aux micro-organismes) et la tolérance (c'est-a-dire |'indifférence ou la non-
réactivité a I'égard de substances qui, autrement, provoqueraient une réponse
immunitaire ; un état actif plutét que passif). Les cellules dendritiques absorbent les
molécules étrangeres ainsi que les protéines dérivées de I'hdte et les transforment au
niveau intracellulaire en antigenes qui sont présentés dans le contexte des molécules
d'histocompatibilité majeure de classe | et Il a la surface des cellules. Dans une étude
in vitro récente, on a constaté que I’oxyde de graphéne pur supprime la présentation
d'antigenes aux cellules T en utilisant I'ovalbumine comme antigene modele (95). Les
cellules dendritiques ont été exposées a I'oxyde de graphéne avant d'étre chargées
d'ovalbumine, puis mélangées avec des cellules T CD8+ B3Z86/90.14 (B32)
spécifiques du peptide ovalbumine 257-264 (SIINFEKL) anti-souris a restriction H-2Kb.
La production d'IL-2 a été suivie comme un signe d'activation des cellules T lors de la
reconnaissance de |'épitope ovalbumine 257-264 dans le contexte des molécules
H-2Kb (histocompatibilité majeure de classe |). Il est intéressant de noter que si I’oxyde
de graphéne a également stimulé la maturation des cellules dendritiques, |'effet
immunosuppresseur de I'oxyde de graphene était dominant (95). D'autres études sont
nécessaires pour comprendre si tous les matériaux a base de graphene se comportent
de cette maniére. En fait, comme nous le verrons plus loin, certaines variétés de
I’oxyde de graphéne se sont révélées prometteuses en tant que porteurs d’antigenes.

Les adjuvants couramment utilisés (c'est-a-dire les agents qui sont ajoutés a un vaccin
pour stimuler la réponse immunitaire a un antigene spécifique) comprennent des
substances telles que I'huile minérale et I'alun ou d'autres composés inorganiques.



Cependant, bien que ces composés soient utilisés en clinique depuis de nombreuses
années, leur mécanisme d'action précis reste mal compris (96). Des études récentes
ont montré que I'adjuvant d'aluminium, I'alun, déclenchait la libération d'IL-1B dans les
macrophages et les cellules dendritiques d'une maniere dépendante de NLRP3 (97), et
que les souris déficientes en Nalp3 ne parvenaient pas a développer une réponse
anticorps significative a un antigene administré avec des adjuvants d'aluminium (98).
En revanche, |'adjuvant complet et incomplet de Freund (c'est-a-dire I'huile minérale
avec ou sans mycobactéries inactivées) semble agir de maniere indépendante de
I'inflammasome. Sun et al. (99) ont démontré que les adjuvants a base d'aluminium
peuvent étre modifiés pour optimiser leurs propriétés immunostimulantes. Plus
précisément, les auteurs ont synthétisé une bibliotheque de nanorobots
d'oxyhydroxyde d'aluminium (AIOOH) et les ont comparés a de |'alun commercial. lls
ont pu montrer que la forme, la cristallinité et la teneur en hydroxyle jouaient un réle
important dans l'activation de l'inflammasome NLRP3 (99). Rettig et al. (100) ont
apporté la preuve que la taille des particules peut également influencer la réponse
immunitaire au “danger”. En utilisant de I'ARN simple brin (un signal de “danger”
connu) mélangé a de la protamine pour former des particules de différentes tailles, les
auteurs ont pu montrer que la taille des particules déterminait le déclenchement d'une
réponse immunitaire antivirale ou antibactérienne/antifongique. lls ont suggéré que
cela était d(, au moins en partie, a la phagocytose sélective des particules de taille
nanométrique par les cellules dendritiques plasmacytoides, qui produisaient de
I'interféron-a. Il sera intéressant d'étudier les effets potentiels des GBM de différentes
dimensions latérales sur les cellules dendritiques et de voir si ces matériaux pourraient
également étre exploités comme adjuvants pour stimuler les réponses immunitaires.
Les GBMs pourraient également s'avérer avantageux en tant que porteurs d'antigenes.
Li et al. (101) ont exploité le fait que I'oxyde de graphene peut spontanément adsorber
des protéines pour explorer |'utilisation de ce matériau pour |'administration
intracellulaire de vaccins. A I'aide d'un modéle in vitro, les auteurs ont pu montrer que
les protéines adsorbées par 'oxyde de graphéne étaient efficacement internalisées par
les cellules dendritiques, ce qui a conduit a une présentation croisée de I'antigene aux
cellules T CD8+. Dans une étude in vivo plus récente, il a été démontré que I'oxyde de
graphene modifié par un polymere (oxyde de graphene-PEG-PEI) avec des dimensions
latérales a I'échelle nanométrique agissait comme un transporteur d'antigenes pour
faire passer les antigenes dans les cellules dendritiques (102). En outre, par rapport a
I'antigene Uréase B d'Helicobacter pylori libre et au vaccin a base d'adjuvant
d'aluminium cliniquement approuvé (Alum-Ure B), 'oxyde de graphéne-PEG-PEI-Ure B
s'est avéré induire une immunité cellulaire plus forte lors de I'administration
intradermique (102). L'oxyde de graphéne pur ou I’oxyde de graphéne-PEG n'ont pas



eu le méme effet. La surface élevée de I'oxyde de graphéne, qui permet une grande
capacité de chargement d'antigénes, ainsi que la charge positive conférée par le
revétement polymere pourraient contribuer a expliquer cet effet. La possibilité que
I’oxyde de graphene en soi puisse avoir des propriétés adjuvantes doit également étre
explorée, a la lumiere du fait que les petites et grandes feuilles de I'oxyde de graphéene
déclenchent l'inflammasome NLRP3 (discuté ci-dessus). Enfin, Meng et al. (103) ont
récemment rapporté que des feuilles de I'oxyde de graphéene de tres petite taille
décorées avec le composé antioxydant carnosine modulent l'immunité innée et
améliorent I'immunité adaptative. Les auteurs ont pu montrer que I'oxyde de graphene
modifi€ de maniére covalente avec de la carnosine, lorsqu'il est mélangé avec
I'antigene modele, I'ovalbumine, favorise des réponses anticorps robustes et durables
spécifiques a I'ovalbumine, augmente |'efficacité de la prolifération des lymphocytes et
améliore |'activation des cellules T CD4+ et T CD8+. Les auteurs ont proposé que
'oxyde de graphene-carnosine puisse étre utile comme adjuvant pour améliorer
efficacement les réponses immunitaires humorales et innées in vivo.

Remarques finales

Dans le présent essai, nous avons mis en évidence les recherches récentes sur les
interactions des matériaux a base de graphene, en particulier de I’oxyde de graphéne,
avec le systeme immunitaire, en axant notre discussion principalement sur les études
in vitro. Bien que nous soyons loin d'une compréhension complete de ces interactions,
on peut se demander s'il existe des conclusions générales a ce stade. Une question
technique, mais non triviale, lors de la réalisation d'études sur les matériaux a base de
graphene et les cellules immunocompétentes, concerne l'importance de connaitre non
seulement le matériel d'essai (10), et de savoir s'il y a des traces d'endotoxine car cela
peut avoir un impact sur les réponses immunitaires ultérieures, mais aussi le systeme
d'essai, c'est-a-dire le modele cellulaire, y compris la composition du milieu cellulaire,
et si celui-ci est complété ou non par du sérum. En outre, il est important de réaliser
que la membrane plasmique n'est pas seulement une barriere impassible entre
I'intérieur d'une cellule et I'espace extracellulaire, mais qu'elle sert également de plate-
forme importante pour la communication cellulaire entre les cellules, et entre I'extérieur
et l'intérieur d'une cellule (104). Cela est vrai en particulier pour les cellules
immunocompétentes qui sont spécialisées dans la détection et I'échantillonnage de
leur environnement. |l découle de cet argument que les effets d'un biomatériau sur la
membrane cellulaire pourraient avoir des ramifications pour la communication et la



fonction des cellules immunitaires. Il est intéressant de noter qu'il a été démontré
précédemment que l'adjuvant, I'alun, déclenchait des réponses dans les cellules
dendritiques en modifiant les structures lipidiques de la membrane, ce qui démontre
que la signalisation immunitaire n'est pas toujours médiée par les récepteurs et
suggere que la membrane plasmique pourrait se comporter comme un “capteur” de
structures solides (105). Ainsi, I'impact d'un biomatériau n'est pas nécessairement lié¢ a
I'internalisation ou non du matériau, car des effets directs sur la membrane plasmique
pourraient également entrer en jeu. Dans le domaine de la nanotoxicologie, beaucoup
de temps et d'efforts ont été consacrés a la détermination de la dose de
nanoparticules délivrée aux cellules et internalisée par celles-ci, mais pour les
matériaux atomiquement minces avec de grandes dimensions latérales, certains
résultats toxicologiques peuvent dépendre des effets directs sur la membrane
plasmique, et pas seulement de I'absorption cellulaire du matériau. En d'autres termes,
alors que nous continuons a étudier les réponses immunologiques aux matériaux a
base de graphene et a d'autres matériaux en 2D, nous ne devons pas oublier que
I'étude d'interactions apparemment superficielles peut apporter des informations
importantes.

Ou, comme I'a dit un jour I'actrice Ava Gardner, «Au fond, je suis plutdt superficielle ».
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