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Les nanocristaux semi-conducteurs colloidaux fluorescents, également connus sous le
nom de Quantum Dots (QDs), possedent des propriétés optiques uniques, ce qui les rend
attrayants dans les domaines de I’optoélectronique et de I’imagerie biomédicale. Ils améliorent
la pureté et la précision de la reproduction des couleurs grace a certaines caractéristiques telles
gue : une résistance élevée au photoblanchiment, une forte photoluminescence avec un spectre
d’excitation trés large et un spectre d’émission étroit pouvant aller du visible au proche
infrarouge. Leur rendement quantique est également intéressant avec une stabilité en milieux

aqueux qui reste supérieure aux fluorophores organiques [1].

Méme si leur découverte remonte aux années 80s, ce n’est qu’au cours de ces 20
derniéres années que le marché des QDs a explosé, notamment dans 1’industrie des écrans de
télévisions et tablettes ainsi que celle des panneaux photovoltaiques [2]. Les plus populaires
sont les QDs a base de cadmium (CdSe et CdTe). Cependant, depuis 2012, le cadmium (Cd)
est classé dans la catégorie des agents cancérogénes certains (groupe 1) par le Centre
International de Recherche sur le Cancer (CIRC) [3]. Les études de toxicité in vivo réalisées par
injection des QDs a base de Cd dans des rats et des souris mettent en avant une augmentation
des marqueurs de I’inflammation et du stress oxydant. Elles montrent également une élévation
du taux de cassures de ’ADN ainsi que I’apparition d’aberrations chromosomiques, ce qui
révéle une forte génotoxicité [4]. Ces résultats sont confirmés par des études in vitro qui
démontrent une forte cytotoxicité de ces QDs ainsi qu’une augmentation du niveau d’especes
réactives de 1’oxygene (ROS), responsable de 1’élévation du stress oxydant et a 1’origine de
Iésions de I’ADN [4]. Ces Iésions, si elles s’accumulent dans les cellules, peuvent donner lieu
a des mutations et au développement de cancers chez ’'Homme. Les mécanismes de toxicité
des QDs, qui ne sont pas totalement connus de nos jours, sont en partie dus a leur dissolution.
Ils libérent alors des ions toxiques, comme par exemple les ions Cd?* [4]. L’utilisation du Cd,
a I’origine de nombreux débats, a été réglementé par la directive européenne RoHS 2002/95/CE
(Restriction of the use of certain Hazardous Substances in electrical and electronic equipment)
qui vise a limiter I’utilisation de substances dangereuses notamment dans les équipements
électriques et électroniques [5]. Cela a poussé les industries et les laboratoires de recherche a

trouver des alternatives pour réduire la toxicité des QDs.

Actuellement, I’alternative en plein essor est 1’approche « safer by design », qui a pour
but d’optimiser le rapport bénéfices/risques des nanomatériaux des leur conception [6]. Une des
solutions pour réduire la toxicité des QDs est de les recouvrir d’une ou plusieurs coquilles

constituées de soufre et de zinc (ZnS) pour protéger le cceur qu’elles renferment. Ces coquilles

19



Préambule

ont pour double effet de renforcer les propriétés optiques et d’éviter la dissolution du cceur,
empéchant ainsi le relargage des ions toxiques [4], [7]. Cependant, la présence de coquilles
ralentit la dégradation des QDs mais n’empéche pas leur dissolution a long terme [8]. Une autre
alternative complémentaire a la précédente est de remplacer le cceur de Cd par un élément moins
toxique. Actuellement, I’élément trés étudié et prometteur est le phosphure d’indium (InP).
C’est sur cet élément que repose ce travail de thése. De précédentes études sur les QDs a base
d’InP montrent une nette diminution de la toxicité en comparaison avec les QDs a base de CdSe,
tout en conservant les méme propriétés optiques [9], [10]. D’autres paramétres pouvant
influencer la toxicité des QDs ont également été étudiés comme ’influence de la taille, de la
réactivité de surface ou encore de la fonctionnalisation par différents ligands et notamment de
la charge globale que ces derniers conferent aux QDs [11]-[14]. Ces différents points seront

détaillés dans ce manuscrit.

Un autre enjeu important de I’approche « safer by design » est de concevoir un
nanomatériau qui reste stable et peu toxique tout au long de son cycle de vie. Méme si des
techniques de recyclage de I’indium commencent a voir le jour en Allemagne et au Japon, la
plupart des nanomatériaux finissent leurs vies enfouis sous terre [15]. Ces déchets, présents en
trés grande quantité, sont en partie a 1’origine de la pollution des sols. En effet, les QDs sont
composés de métaux lourds qui peuvent, si leur stabilité n’est pas maitrisée, libérer des éléments
toxiques dans le sol, qui sont ensuite lixivié par les eaux de pluies et qui se retrouvent
bioaccumulés dans les plantes, puis dans les animaux et plus généralement dans notre chaine
alimentaire. Il est donc important de connaitre la toxicité des QDs aprés synthése mais
¢galement apres vieillissement dans 1’environnement. Cette approche reste peu mise en ceuvre

et peu de données sont présentes dans la littérature [8], [16].

Le travail de cette these repose sur trois grands axes, le premier étant la caractérisation
de trois types de QDs a base d’InP, synthétisés au laboratoire. 1ls sont composés d'un noyau de
phosphure d’indium et de zinc (InZnP), recouvert soit d'une coquille de type gradient composée
de zinc, de sélénium et de soufre (Zn(Se,S)), soit d’une double coquille. La premicre coquille
de Zn(Se,S) est alors recouverte d'une couche supplémentaire de ZnS (Figure 1). Nos
collaborateurs chimistes ont également congu des coquilles dont 1’épaisseur est soit fine soit
épaisse, ce qui permet d’obtenir des QDs d’environ 4 a 6 nM [8]. La caractérisation de ces trois
types de QDs a été réalisée sur les composés natifs ou vieillis, grace aux techniques de
microscopie électronique en transmission associés a 1’analyse dispersive en énergie par

rayonnements-X (MET-EDX), spectroscopie d’absorption des rayons X (EXAFS et XANES),
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spectroscopie UV-visible et fluorescence. Le deuxieme axe correspond a la mise au point de
tests de toxicité divers, sur un microscope automatisé, pour le screening des effets de
nanoparticules, ce qui pourrait permettre de systématiser les tests afin d’obtenir une banque de
données en nanotoxicologie qui pourrait éventuellement servir pour la réglementation. Enfin,
le troisiéme axe correspond a 1’étude toxicologique détaillée des trois types de QDs vieillis
versus non-vieillis, ainsi que la recherche des mécanismes de toxicité grace aux mesures de
cytotoxicité et de génotoxicité, I’évaluation du stress oxydant ainsi que des mesures de

I’expression de certains génes et protéines.

ZnS ZnS
@ Zn(Se,S) @ Zn(Se,S) @ n(Se,S)
Coeur/Coquille Coeur/Coquille/Coquille Coeur/Coquille/Coquille
Gradient shell* Thin shell Thick shell
*coquille de zinc (Zn) et de sélénium (Se) qui est substituée progressivement durant la synthése par du Zn et du soufre (S).

Figure 1 : Schéma récapitulatif de la composition chimique des trois QDs étudiés au cours de ces travaux
de thése.

Ce manuscrit est divisé en 6 chapitres :

e Le chapitre 1 résume I’état de I’art sur la toxicité des QDs a base d’InP, les potentielles
voies d’expositions ainsi que I’approche « safer by design ». Il fait également le bilan
de la réglementation en vigueur sur ces composés. L’objectif de 1’étude est présenté a
la fin de ce chapitre.

e Le chapitre 2 détaille les différentes méthodes et approches expérimentales utilisées.

e Le chapitre 3 est consacré aux résultats de caractérisation des différents QDs d’InZnP
ainsi que leur évolution physico-chimique au cours de vieillissements accélérés dans
une enceinte climatique mimant une dégradation environnementale.

e Le chapitre 4 présente le developpement et I’optimisation de méthodes de criblage a
moyen débit sur un microscope automatisé pour la réalisation de tests de toxicité.

e Le chapitre 5 décrit tous les résultats de toxicité des différents QDs d’InZnP vieillis
versus non vieillis sur des keratinocytes primaires humains. Les mécanismes de toxicité
sont egalement recherchés dans ce chapitre.

e Le chapitre 6 conclut le travail effectué par une discussion générale et présente les

perspectives qui découlent de cette étude.
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Les références bibliographiques sont répertoriées a la fin de chaque chapitre et les annexes sont

placées a la fin du manuscrit.
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Chapitre 1 : Contexte de I’étude

1. Les nanomatériaux

1.1. Définition des nanomatériaux

Les nanomatériaux font partic du nanomonde, ¢’est-a-dire de I’infiniment petit (Figure
2). En effet, le préfixe « nano » trouve son origine dans le grec ancien « nanos » qui signifie
« nain/de tres petite taille ». 1l peut s’agir de poudres, d’aérosols, de gels, de suspensions
liquides ou colloidales constitués d’¢léments de taille nanométrique. L’unité de référence
établie par le systéme international est le nanometre (nm). Un nanomeétre correspond a un
milliardiéme de métre (1 nm = 10" m), ce qui est environ 50 000 fois plus petit que 1’épaisseur

d’un cheveu [1].

TR g T

molécule  protéine ADN cellule cheveux nucc paplllon étre humain

| | | | | |

0,1 nm 1nm 10 nm 100 nm 1pm 1U|‘m 100pm 1mn 1cm 10cm im
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quantique bancaire

Figure 2 : Les frontiéres du nanomonde par rapport au monde du vivant [2].

Les nanomatériaux sont issus des nanotechnologies, faisant appel aux nanosciences qui
étudient la matiere a 1’échelle atomique et moléculaire. Un nanomatériau est défini par la
commission européenne en octobre 2011 comme étant «un matériau naturel, formé
accidentellement ou manufacturé contenant des particules libres, sous forme d’agrégat ou sous
forme d’agglomérat, dont au moins 50 % des particules, dans la répartition numérique par
taille, présentent une ou plusieurs dimensions externes se situant entre 1 nm et 100 nm ». Cette
recommandation prévoit également de prendre en compte la surface spécifique de ces objets:
« Tout matériau est a considérer comme relevant de la définition établie précédemment dés

lors qu’il présente une surface spécifique en volume supérieure & 60 m?/cm® » [3].

Méme si certains nanomatériaux sont d’origine naturelle comme, par exemple, les
particules ultrafines dans les fumées de volcans, la plupart sont produits par I’Homme. Ils
peuvent étre produits de fagon intentionnelle, c’est ce que 1’on appelle « nanomatériaux
manufacturés » et c’est le cas des quantum dots, qui sont le sujet de cette thése. Ils peuvent

aussi étre le résultat de procédés thermiques et mécaniques produits de maniere non-
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intentionnelle, comme par exemple les particules s’échappant du pot d’échappement des
voitures. Les nanomatériaux sont classés en deux grandes familles : les nano-objets et les
matériaux nanostructurés. Parmi les nano-objets, il existe trois catégories : les nanoparticules
qui possédent 3 dimensions nanométriques, les nanofibres, nanotubes, nanofilaments ou
nanobatonnets qui n’ont que 2 dimensions nanométriques et les nano-feuillets, nano-films ou
nano-plaquettes qui ne possédent qu’une dimension nanométrique (on entend ici par
nanométrique une dimension comprise entre 1 et 100 nm). En ce qui concerne les matériaux
nanostructurés, ce sont des matériaux qui ont une structuration (interne ou de surface) a
1’échelle nanométrique. Leur rapport surface/volume est alors trés important ce qui leur permet
d’acquérir des propriétés uniques, comme par exemple, le confinement des électrons dans les
quantum dots [4].

1.2. Les applications des nanomatériaux

Les nanomatériaux sont omniprésents et les secteurs d’activité dans lesquels ils sont
employés sont vastes. lls sont présents, par exemple, dans le secteur de 1’automobile, mais aussi
dans le secteur de la cosmétique en passant par les secteurs de 1’agroalimentaire ou encore de
la défense (Tableau 1). Un nanomatériau peut avoir diverses applications et sert, en général,
dans plusieurs domaines. Par exemple, les QDs qui nous intéressent particulierement dans cette
thése, servent dans les domaines de 1’optoélectronique, dans la conception de panneaux
photovoltaiques et également dans le domaine de I’imagerie biomédicale [5]. Le marché des
nanomatériaux est trés important et n’a cessé de croitre ces dernieres années. L’intérét
scientifique est trés important, comme en témoigne la forte augmentation du nombre d’articles
publiés au cours des 20 dernieres années (Figure 3).

Tableau 1 : Exemples d’applications des nanomatériaux classés par secteurs d’activité (tableau adapté
du rapport de I'INRS [1]).

SECTEURS EXAMPLES D'APPLICATIONS ACTUELLESET
Matériaux renforcés et plus légers, peintures extérieures avec effets
de couleur (plus brillantes, anti-rayures, anti-corrosion et anti-

Automobile, . .
. . salissures), capteurs optimisant les performances des moteurs,
aéronautique et . : L . :
, . détecteurs de glace sur les ailes d'avion, additifs pour diesel
aerospatial

permettant une meilleure combustion, pneumatiques plus durables
et recyclables, ...

Mémoires a haute densité et processeurs miniaturisés, cellules
solaires, bibliothéques électroniques de poche, ordinateurs et jeux
électroniques ultra-rapides, technologie sans fil, écrans plats ...

Electronique et
communications
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Emballages actifs, additifs, colorants, anti-agglomérants,
émulsifiants, ...

Pigments, charges, poudres céramiques, inhibiteurs de corrosion,
Chimie et matériaux | catalyseurs multi-fonctionnels, textiles et revétements anti-
bactériens et ultra-résistants, ...

Ciments autonettoyants et anti-pollution, vitrages autonettoyants et
anti-salissures, peintures, vernis, colles, mastics, ...

Médicaments et agents actifs, surfaces adhésives médicales anti-
allergénes, médicaments sur mesure délivrés a des organes précis,
surfaces bio-compatibles pour implants, vaccins oraux, imagerie
meédicale, ...

Crémes solaires transparentes, pates a dentifrice abrasives,
maquillage avec une meilleure tenue, ...

Cellules photovoltaiques nouvelles générations, nouveaux types de
Energie batteries, fenétres intelligentes, matériaux isolants plus efficaces,
entreposage d'hydrogéne combustible, ...

Diminution des émissions de dioxyde de carbone, production d'eau
Environnement et | ultrapure a partir d'eau de mer, pesticides et fertilisants plus

Agroalimentaire

Construction

Pharmacie et santé

Cosmétique

écologie efficaces et moins dommageable, analyseurs chimiques
spécifiques, ...
Détecteurs d'agents chimiques et biologiques, systemes de
Défense surveillance miniaturisés, systéemes de guidage plus précis, textiles

Iégers et qui se réparent d'eux-mémes ...

25000
(%]
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£
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Figure 3 : Evolution du nombre de publications sur les nanomatériaux par an depuis 2000 (recherche
PubMed le 20/02/2020).
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1.3. La réglementation des nanomatériaux

Pour permettre une tracabilité des substances a 1’état nanoparticulaire produites,
utilisées et importées, la France a mis au point en 2009 un dispositif de déclaration pour
I’utilisation, I’importation et la fabrication de nanomatériaux (loi Grenelle I du 03/08/2009) qui
a été rendue obligatoire le 1° janvier 2013. Ainsi, les entreprises doivent déclarer toutes les
substances fabriquées, utilisées ou importées en quantité supérieure a 100 grammes sur le
registre R-Nano [6]. Ces données sont ensuite traitées par 1’Agence Nationale de SEcurité
Sanitaire de 1’alimentation, de I’environnement et du travail (ANSES) qui publie un rapport de
synthése chaque année. Par exemple, en 2018, le rapport mentionne 387 886 tonnes de

substances « nano » importées, fabriquées ou distribuées en France en 2017 [7].

En ce qui concerne I’évaluation des risques pour la santé et 1’environnement,
I’utilisation des nanomatériaux est a 1’origine de nombreux débats. Actuellement, les
nanoparticules sont reglementées au niveau européen, comme toute substance chimique, par le
reglement REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of CHemicals).
Pour se conformer a cette réglementation, les entreprises doivent démontrer la bonne gestion
du risque des produits chimiques qu’elles commercialisent dans I’Union Européenne auprés de
I’Agence Européenne des produit CHimiques (ECHA). Il est a noter que cette réglementation
européenne posseéde une portée mondiale puisque les industriels non européens qui souhaitent
commercialiser leurs produits sur le marché européen doivent étre en accord avec celle-ci.
Jusqu’a récemment, ce réglement ne tenait pas compte de 1’état nanoparticulaire des substances.
L’évaluation des risques était donc basée sur la composition chimique des substances « nano ».
Cependant, un certain nombre d’études mettant en évidence une variation de la toxicité des
substances chimiques en fonction de leur taille ont commencé a voir le jour ces derniéres
années. C’est pourquoi les autorités ont revu et modifié le réglement pour intégrer les
substances de formes nanoparticulaires dans 1’évaluation des risques. Il s’agit du Reglement

(UE) 2018/1881 de la commission du 03/12/2018 qui est entré en vigueur le 1*" janvier 2020.
(8], [9]

Il est important de noter qu’actuellement, aucune réglementation spécifique aux
nanomatériaux n’est définie pour protéger les travailleurs. En attendant, les travailleurs qui sont
potentiellement exposés a ces substances « nano » sont soumis aux regles du code du travail
concernant la prévention des risques mises au point pour les agents chimiques dangereux,

cancérogenes, mutagenes et reprotoxiques. Certaines valeurs limites d’exposition
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professionnelle (VLEP) aux nanomatériaux sont données a titre indicatif par différents
organismes, et visent a réduire au maximum 1’exposition. Par exemple, pour le dioxyde de titane
(TiO2), une agence fédérale américaine (le NIOSH : National Institute for Occupational Safety
and Health) a établi deux VLEP, & savoir 2,4 mg/m? pour le TiO: fin et 1 ug/m? pour le TiO>
ultrafin (< 100 nm). Cependant ces valeurs ne garantissent pas une sécurité absolue puisqu’elles
ne sont pas basées sur des études toxicologiques [1]. Ainsi, I’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS), a publié un rapport basé sur le principe de précaution et recommande des études
épidémiologiques pour suivre I’état de santé des travailleurs exposés aux substances
nanoparticulaires [10]. L’Institut National de Recherche et de Sécurité (INRS) a également
rédigé un guide sur la prévention des risques des nanomatériaux dans les laboratoires [4]. Des
certifications commencent aussi a se développer dans le domaine de la sécurité au poste de
travail comme NanoCERT, développé par I’Institut National de I’Environnement Industriel et
des RISques (INERIS), avec la mise en place de référentiels [11]. Une étude de surveillance
épidémiologique des travailleurs exposés aux nanomatériaux (EpiNano) a été mise en place en
2014 par I’Institut national de Veille Sanitaire (InVS). Cette étude permet de suivre 1’état de
santé des travailleurs exposés aux nanoparticules au cours du temps. Elle cible principalement
les nanoparticules de dioxyde de titane ainsi que les nanotubes de carbone pour lesquels un
certain nombre de données toxicologiques sont déja disponibles, et qui présentent un danger

pour la sante.

Pour les consommateurs, un autre reglement est entré en vigueur le ler juin 2015. Il
concerne 1’obligation d’étiquetage et d’emballage des substances et mélanges avant leur mise
sur le marché (réglement européen CLP : Classification, Labelling and Packaging) [12]. Pour
les substances nanoparticulaires, 1’étiquetage de la mention [nano] est obligatoire en Europe sur
trois classes de produits : dans les produits cosmétiques depuis juillet 2013 (reglement
cosmétique (CE) n°1223/2009), les produits biocides depuis septembre 2013 (réglement
biocides (UE) n°528/2012) et dans I’alimentation, initialement prévu en décembre 2014 puis
retardé par la pression des lobbys industriels a octobre 2015 (réglementation nouveaux aliments
(UE) n°2015/2283) [13]. Ces réglements s’appliquant seulement a quelques secteurs d’activité
spécifiques, d’autres produits, auxquels la population est tres exposée et qui sont susceptibles
de contenir des nanomatériaux, ne sont pas réglementés, notamment les textiles, détergents,

peintures, dispositifs médicaux, ...

Les associations citoyennes et organisations non gouvernementales (ONG) font preuve

d’une grande vigilance face aux nanomatériaux. lIls veillent a ce que la réglementation en
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vigueur soit appliquée et ménent des actions de communication pour inciter a la prise en compte
des risques liés a I’exposition aux nanomatériaux. En France par exemple, la suspension de la
mise sur le marché des denrées contenant 1’additif alimentaire E171 (dioxyde de titane - TiO2)
a ét¢ fortement incitée par I’association citoyenne AVICENN. Cette suspension est prévue pour
une durée de 1 an renouvelable a compter du ler janvier 2020 (arréte JORF n°0097), pour
permettre a ’EFSA (Agence Européenne de Sécurité des Aliments) et a I’ANSES de fixer une
dose journaliére admissible. Cela fait suite a une étude de I’'INRA (Institut National de la
Recherche Agronomique) qui met en évidence un potentiel effet cancérogene du E171 chez le
rat [14]. Au niveau européen, le reglement n°2018/848 (article 7) prévoit, a compter du ler
janvier 2021, « d’exclure les denrées alimentaires contenant des nanomatériaux manufacturés

ou consistant en de tels nanomatériaux. » [15].

2. L’approche « safer by design »
2.1. Définition

L’approche « safer by design » est une théorie de conception qui permet d’améliorer le
rapport bénéfices/risques d’une substance ou d’un produit. Elle prévoit de concevoir le
nanomatériau le plus sir possible des I’étape de fabrication, mais aussi lors de son utilisation et
jusqu’a sa fin de vie, que celle-ci consiste en une mise en décharge ou un recyclage (Figure 4).
Cette approche associe les aspects socio-économiques du risque ainsi que les aspects

environnementaux et de santé publique [16].

Pour les nanomatériaux, le but de cette approche est de diminuer le risque pour la
population (travailleurs et consommateurs, le risque étant la combinaison de 1’exposition au
nanomatériau et du danger inhérent a ce nanomatériau), tout en conservant ou en améliorant les
propriétés. Par exemples en fonctionnalisant la surface des nanomatériaux ou en substituant

certaines substances par d’autres, moins toxiques.
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Figure 4 : Principales étapes de ’approche « safer by design » des nanomatériaux [17].

2.2. Aspects socio-économiques

De nos jours, les nanoparticules et nanomatériaux sont omniprésents au quotidien. 1ls
sont incorporés dans les cosmétiques et dans les produits d’hygiéne (dans les crémes solaires
comme filtre UV, dans les produits de maquillage et de coloration capillaire comme pigments,
mais aussi dans les dentifrices comme agents blanchissants). 1ls sont également présents dans
I’alimentation (dans le sel et le sucre comme anti-mottant ou dans certains bonbons et plats
cuisinés comme agent opacifiant), dans les médicaments, dans les peintures, dans les écrans...
Leur utilité, tres controversée, peut aller du ciblage moléculaire dans certains traitements, a un

simple aspect esthétique en patisserie.

Les potentiels effets toxiques de ces nanomatériaux sont a 1’origine de nombreuses
craintes pour les consommateurs. Celles-ci proviennent de plusieurs facteurs. Le mangue de
données de toxicologie avant la mise sur le marché des nanomatériaux est 1’une des principales
sources d’inquiétude. En effet, une meilleure connaissance des produits, par le biais de tests
toxicologiques au sein des laboratoires, suivie d’une sensibilisation du grand public,
permettraient d’instaurer une relation de confiance avec le consommateur qui s’exposerait plus
facilement au produit. Un deuxieme probleme est la réticence des entreprises a se plier a la
réglementation et d’exposer la mention [nano] sur leurs produits par peur, soit de voir le
consommateur se détourner du produit, soit d’étre la seule responsable en cas de probléme.
Apres de nombreuses sollicitations d’acteurs de la société comme 1’association Agir pour
I’Environnement ou 60 millions de consommateurs qui publient la présence de nanoparticules
non étiquetées sur I’emballage de nombreux produits alimentaires et cosmétiques, la Direction

Générale de la Concurrence, de la Consommation et de la Répression des Fraudes (DGCCRF)
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confirme ces résultats depuis novembre 2017. Des associations citoyennes, comme UFC Que
Choisir, ont déposé des plaintes contre les fabricants. 1l va de soi que ce manque de transparence
de la part des entreprises ne rassure pas le consommateur qui pense que 1’entreprise cherche a
lui cacher la présence de composés dangereux. De leur coté, les entreprises, bien qu’elles
sachent ce qu’elles mettent dans les produits finaux, ne disposent pas toujours de toutes les
informations de la part des fournisseurs et en particulier ne savent pas toujours si les matiéres

premiéres contiennent des nanomatériaux [13].

Dans ce contexte, I’approche « safer by design » est une solution pour rapprocher les
secteurs privés et la société civile qui sont souvent en désaccord. Le développement de
nanomatériaux plus sdrs pour la santé et I’environnement ainsi qu’une meilleure connaissance
du rapport bénéfices/risques pourraient permettre aux entreprises de mieux étiqueter leurs

produits et aux consommateurs d’étre rassurés.

2.3. Aspects environnementaux et de santé publique

L’émergence des nanomatériaux a entrainé¢ I’apparition de nouveaux risques qu’il

convient d’évaluer et de maitriser (Figure 5).
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Figure 5 : Dispersion et transformation des nanomatériaux au cours de leur cycle de vie induisant des
risques pour la santé et I’environnement [18].

Tout d’abord, des risques environnementaux principalement dus aux rejets des
nanomatériaux sont apparus. Il est important de prendre en compte des aspects comme la

pollution (de I’air, de I’eau et des sols), mais aussi la gestion des déchets et le recyclage des
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produits. En effet, a I’heure actuelle, trés peu de nanomatériaux sont recyclés. Si leur inclusion
dans des matrices réduit fortement le risque environnemental au stade de la conception et de la
fabrication, il en est différemment en ce qui concerne la fin de vie de ces produits. Par exemple,
les nanomatériaux provenant des déchets électroniques (smartphones, tablettes, écrans
plats, ...) qui finissent leur vie brisés dans des décharges, peuvent potentiecllement se répandre
dans les sols puis dans I’eau via le ruissellement de surface di a la pluie. D’autres exemples
comme les déchets nanocomposites et pneumatiques peuvent rejeter des nanoparticules dans
’air via les fumées d’incinérations. Les filtres utilisés pour limiter ce phénomeéne ne sont pas
toujours adaptés pour les composés de tailles nanométriques [16]. Ces relargages peuvent
correspondre au composé initial, qui est simplement réémis dans 1’environnement, ou a des
composés plus complexes issus du composé initial qui a subi une transformation physique ou
chimique. Celles-ci peuvent étre dues, par exemple, a un changement de pH dans le sol ou au
changement de température lors de I’incinération. Cela peut avoir un impact considérable sur

la faune et la flore a tous les niveaux (aquatique ou terrestre).

D’autre part, ’omniprésence des nanomatériaux génere des risques en termes de santé
publique. I1 a été démontré aujourd’hui que 1’échelle nanométrique pouvait rendre un matériau
volatile dangereux pour la santé, notamment puisqu’il se déposera plus profondément dans
I’arbre respiratoire (Figure 6). D’autres exemples montrent une toxicité des nanomatériaux en
fonction de leur forme. Des études sur I’animal ont montré que les nanotubes de carbone
possedent des formes caractéristiques (semblables aux fibres d’amiantes), qui sont
probablement a 1’origine de développement de mésothéliomes pulmonaires. Ils ont été classés
par le CIRC dans la catégorie 2B, a savoir, cancérogenes possibles pour I’Homme [19]. Ces
exemples montrent qu’il faut rester vigilant quant aux potentiels effets toxiques des éléments
nanoparticulaires. Des études de toxicité doivent étre menées systématiquement pour écarter
les risques de cancérogénicité. Ces etudes peuvent se réveler trés complexes, notamment lors
d’expositions croisées a divers nanomatériaux. Par exemple, les consommateurs peuvent étre
exposés a de nombreux additifs présents dans leur alimentation, ou encore les travailleurs
peuvent étre exposés a plusieurs nanomatériaux en mélange. C’est ce qui est appelé « effet
cocktail », qui est I’effet conjugué de divers produits chimiques pouvant avoir des interactions

combinées. Ce type d’effet peut également étre abordé par I’approche « safer by design ».
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Figure 6 : Dépot des particules le long de I’arbre respiratoire en fonction de leur taille (modéle de la
commission internationale de protection radiobiologique) [20].

Au niveau de la réglementation spécifique au « safer by design », une norme est
mondialement utilisée par les entreprises, la norme 1SO 14040 : 2006. Elle est internationale et
permet de réaliser des analyses de cycle de vie de divers produits. Elle est associée a de
nombreuses bases de données, comme la base ECOINVENT qui possede des milliers

d’inventaires sur I’évaluation du cycle de vie de divers produits.

2.4. Nanomatériaux « safer by design » générés dans le cadre du LabEx
SERENADE

Le LabEx SERENADE (Laboratory of Excellence for Safer Ecodesign Research and
Education applied to NAnomaterial DEvelopment), qui a cofinancé cette these, est dédié a
I’approche « safer by design ». Il s’agit d’un réseau dynamique de laboratoires de recherche
académique et de partenaires industriels, financeé par le Programme investissement d’avenir
pour une durée de huit ans (2012-2020). L’objectif principal est de développer des
nanomatériaux innovants plus stirs pour la santé et ’environnement, en prenant en compte
toutes les étapes de leur cycle de vie. Cette theése se focalise principalement sur I’étude de la
toxicité de nouvelles formulations de QDs « safer by design » qui ont été étudiées dans le cadre
du projet SAQUADO financé par le LabEx SERENADE. Elle a également permis de tester des
nanomatériaux provenant d’autres partenaires du LabEx via le projet TILT, en particulier pour
le développement de méthodes de criblage a haut débit afin d’évaluer leurs effets toxiques.
Ainsi des données toxicologiques, sur certains nanomatériaux « safer by design » générés par

les partenaires du LabEx SERENADE, sont rapportées dans ce manuscrit, comme par exemple,
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des nanoparticules de dioxyde de titane dont la surface a été modifiée pour une utilisation plus
sre dans la fabrication de peintures photocatalytiques. Ces nanomatériaux ont été testés sous
leur forme brute, et apres incorporation dans une matrice de peinture, étalage et séchage de cette
peinture, suivis d’un vieillissement en enceinte climatique et d’une abrasion, qui mime le cycle
de vie d’une peinture commerciale. D’autres exemples ont été testés mais ne sont pas abordés
dans ce manuscrit, comme des nanoparticules d’argent utilisées pour leurs propriétés
antibactériennes dans divers produits, mais aussi des dérivés sulfurés qui miment la
transformation des nanoparticules d’argent en fin de vie lors du relargage dans I’environnement
et notamment les eaux usées. Des nanoparticules d’oxyde de cérium utilisées comme additif
dans le diesel sont également étudiées avant et apres vieillissement a 850 °C, mimant une
combustion moteur. Ce travail a été mené en étroite collaboration avec des partenaires
industriels (ALLIOS) et des partenaires académiques provenant du CEA (Commissariat a
I’Energie Atomique et aux Energies Alternatives) a Grenoble, du laboratoire ISTERRE a
Grenoble, du CEREGE (Centre de Recherche et d’Enseignement de Géosciences de
I’Environnement) a Aix en Provence, de 'INRAE (I’Institut National de Recherche pour
I’ Agriculture, I’ Alimentation et I’Environnement) a Nantes, de I’IMBE (Institut Méditerranéen

de Biodiversité et d'Ecologie marine et continentale) a Marseille...

3. Les quantum dots a base de phosphure d’indium (InP)
3.1. L’indium

L’indium, de symbole In, est un élément chimique métallique malléable et ductile avec
un point de fusion bas et un point d’ébullition €levé. Relativement stable, sa cinétique de
dissolution dans des acides minéraux augmente cependant en fonction de la température et de
I’acidité du milieu. Il s’agit du 49™ élément du tableau périodique de Mendeleiev. 11 se situe,
colonne 13 dans le bloc p. 1l se place au 61°™ rang de par son abondance sur Terre (abondance
similaire au cadmium et environ deux fois plus élevée que 1’argent). Dans la nature, il n’est pas
directement accessible mais est généralement lié a des minéraux sulfurés qui sont difficilement
exploitables. Son extraction provient en grande partie des gisements de zinc, mais aussi de
cuivre, de plomb et d’étain. Les plus grandes réserves sont localisées au Canada, aux Etats-

Unis, en Amérique du sud et en Chine [21]. 1l s’agit donc d’un sous-produit de métallurgie.

L’indium est utilisé en alliage avec d’autres éléments non métalliques tels que N, P, Sb,
As, Te et Se pour former des composes semi-conducteurs comme le phosphure d’indium InP.

Les oxydes d’indium comme In,O3 sont également tres utilisés et sont obtenus en chauffant le
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métal en présence d’oxygene. Les applications sont principalement électroniques, avec plus de
50 % de I’'indium produit qui est transformé en oxyde d’indium dopé a 1’étain (ITO). Ce dernier
joue le réle de conducteur en optoélectronique et plus précisément dans la conception d’écrans
plats. L’inconvénient de I’ITO est que son procédé de fabrication nécessite des quantités
importantes d’indium et génére beaucoup de déchets. Dans une moindre mesure, 1’indium est
utilisé dans d’autres applications, tel qu’en bijouterie, ou il fait partie des alliages de métaux
dans la confection de bijoux en or teinté. Puisqu’il est peu disponible et trés demand¢, 1’indium
est un métal onéreux, méme si son prix s’est stabilisé depuis que des méthodes de recyclage ont

été développées.

En effet, malgré les ressources limitées en indium sur Terre, la demande ne cesse
d’augmenter ces derni¢res années avec 1’engouement pour les ordinateurs portables, les
tablettes et tout autre écran plat. L approvisionnement devient de plus en plus critique, ce qui
crée un déséquilibre entre 1’offre et la demande. Le risque de pénurie étant fort, le recyclage
devient indispensable, mais aujourd’hui le procédé existant est complexe et son rendement est
faible. De nombreux pays ont investi dans le recyclage des déchets issus de la fabrication d’ITO
qui est & I’origine de nombreux gaspillages. Son processus de fabrication peu efficace est a
I’origine d’un rejet de plus de 70 % du produit. Le Japon, par exemple, a déja mis en place un
systeme de recyclage de ces déchets et récupére plus de la moitié de I’'TTO pour en extraire a
nouveau de I’indium appelé indium secondaire. D’autre pays, comme la Belgique, recyclent
également une partie des autres déchets a base d’indium. Le manque d’infrastructures pour la
collecte des produits en fin de vie et le colt du procédé de récupération de I’indium sont les
principaux freins pour une généralisation du recyclage dans tous les pays. Cependant,
I’appauvrissement des ressources primaires d’indium et le recyclage partiel ne répondent pas
correctement a la demande. Il est donc essentiel d’investir dans le recyclage des produits
manufacturés qui, de plus, ont une durée de vie courte, comme les écrans qui sont réguliérement
remplacés [21], [22].

3.2. Les quantum dots colloidaux a base de métaux

3.2.1. Généralités

Les Quantum dots (QDs) sont des nanocristaux semi-conducteurs fluorescents. Ils
possedent des propriétés optiques uniques, qui en font des nanocristaux de choix pour une
utilisation dans les domaines de 1’optoélectronique et de I’imagerie biomédicale. Par exemple,

lorsqu’ils sont incorporés dans des écrans, ils améliorent la pureté de la reproduction des
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couleurs. lls possedent un rapport surface/volume important du fait de leur taille nanométrique.
Ils sont généralement constitués d’un cceur inorganique de semi-conducteurs possédant un
nombre fini d’atomes, a la différence des métaux massif. Ils peuvent étre recouverts ou non de
coquilles, composées d’autres semi-conducteurs dans le but de protéger et d’améliorer les
propriétés optiques du cceur. De plus, leur surface est généralement recouverte de ligands
(molécules organiques) qui induisent la répulsion des nanocristaux entre eux (Figure 7). Cela
permet aux QDs d’étre transférés dans des solvants adaptés, d’augmenter leur stabilité et
d’acquérir des fonctions spécifiques en surface pour le ciblage moléculaire, par exemple. Les
QDs se présentent donc généralement sous forme de suspensions colloidales et peuvent étre
synthétisés de diverses maniéres, soit directement en milieu aqueux, soit en milieu organique
puis transférés en milieu aqueux si besoin, notamment pour les applications en milieu
biologique [23], [24]. lls peuvent également étre directement incorporés aprés synthese dans

des matrices polyméres pour la fabrication d’écrans par exemple.
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Figure 7 : Schéma de la structure d’un quantum dot.

3.2.2. La physique des QDs

Les propriétes exceptionnelles des QDs proviennent de leur petite taille (généralement
inférieure a dix nanometres) qui se traduit par des éléments semi-conducteurs possédant une
bande interdite modulable et des niveaux d’énergie discrets pour les électrons (Figure 8). Il
s’agit du phénomene de confinement quantique. Les termes de bande de valence et bande de
conduction tendent alors respectivement vers les orbitales moléculaires la plus haute occupee
(HOMO) et la plus basse vacante (LUMO). Le principe est le méme que pour les semi-
conducteurs classiques. Lorsqu’une énergie suffisante (supérieure a celle de la bande interdite)

excite le composé, un exciton est créé (paire électron-trou). L’électron qui a été arraché de la
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bande de valence (pleine) vers la bande de conduction (vide) tend ensuite a retourner vers son
¢tat fondamental en émettant un photon, c’est la fluorescence. Dans le cas des QDs, le rayon de
Bohr de I’exciton (moitié de la distance moyenne entre le trou et I’électron) devient comparable,
voire plus grand que le rayon du QD. L’énergie de la bande interdite varie alors en fonction de
la taille de ce dernier, ce qui induit un décalage des spectres et I’observation de différentes
couleurs. Les QDs peuvent absorber toutes les énergies supérieures a la bande interdite mais ne
peuvent émettre les photons qu’a une longueur d’onde spécifique, celle qui correspond a
I’énergie de la bande interdite. Cela leur confére un spectre d’absorption large et un spectre

d’émission étroit [25], [26].
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Figure 8 : Schéma adapté de 1’évolution de la bande interdite en fonction de la taille du cristal pour les
matériaux semi-conducteurs [27].

3.2.3. Lacaractérisation des QDs

L’analyse des propriétés optiques des QDs comprend classiquement la mesure
d’absorbance et de photoluminescence. L’aspect des spectres obtenus renseignent sur la qualité
des QDs. En effet, plus le pic d’émission de fluorescence est fin et symétrique, plus la qualité
est élevée. La largeur a mi-hauteur de ce pic correspond a la polydispersité des QDs en solution,
paramétre crucial a contréler lors de la synthése (Figure 9). L’énergie du pic est égale a celle

de la bande interdite et 1’intensité du pic est fonction de la passivation de la surface des QDs.
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Les défauts de surfaces peuvent également élargir le pic [25], [28]. Un spectre d’absorbance est
aussi réalisé par spectroscopie UV-visible. Cette mesure permet de calculer le diamétre des
QDs, ainsi que leur concentration en solution. Le maximum d’absorption (Amax) proche du seuil
est appelé premier pic excitonique. Il s’agit d’un épaulement bien distinct sur le spectre (Figure
9). La encore, la largeur de ce pic varie en fonction de la polydispersité de 1’échantillon [28].
Entre le pic excitonique et le pic de photoluminescence, il y a un léger décalage, appelé Stokes
shift. Un retour a la ligne de base est également important dans les deux types de spectres pour
pouvoir les exploiter correctement ; le cas contraire indique la formation d’agrégats de QDs,
induisant la diffusion de la lumiére. D’autres caractérisations permettent de compléter ces
données. Par exemple, des mesures de DLS (dynamic light scattering) permettent d’évaluer la
taille et la distribution de tailles des QDs en solution colloidale. D’autre part, 1’analyse
structurale des QDs grace a la diffraction des rayons X et a la microscopie électronique a
transmission éventuellement couplée a la spectroscopie a rayons X a dispersion d’énergie
(MET-EDX), ou encore 1’analyse chimique de ces derniers par la spectrométrie d’absorption
des rayons X (EXAFS et XANES) des QDs, renseignent sur leur morphologie, leur structure et

leur composition chimique.
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Figure 9 : Schéma adapté de 1’absorption et de 1’émission des QDs de CdSe-ZnS [29].
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3.2.4. Applications des QDs

Les QDs sont trés utilisés en optoélectronique dans la conception de diodes
électroluminescentes (LED) pour améliorer la qualité des couleurs dans les écrans (tablettes,
smartphones, ...). Cette derniére application, a savoir la conversion de la couleur bleue émise
par des LEDs InGaN en vert et rouge par des QDs dans le rétroéclairage blanc, utilisée dans
des écrans LCD, est actuellement intégrée dans certains téléviseurs (Samsung) pour améliorer
le rendu et la vivacité des couleurs. Leur grande capacité a absorber la lumiére peut également
permettre d’augmenter ’efficacité des panneaux photovoltaiques, domaine dans lequel ils sont
tres étudiés [26]. Par ailleurs, ils sont aussi utilisés comme marqueurs fluorescents en biologie.
Ils ont I’avantage d’étre plus stables que les fluorophores organiques qui sont trés sensibles au
photoblanchiment. Leur spectre d’émission étant étroit, ils évitent également le recouvrement

spectral dans le cas d’une utilisation simultanée de plusieurs sondes, ce qui est un autre avantage

[28].

3.3. Le développement des nouvelles générations de quantum dots

La majeure partie des QDs commercialisés jusqu’a ces derni¢res années était composée
de cadmium (Cd), en particulier le séléniure de cadmium (CdSe) car il posséde de trés bonnes
propriétés optiques. Cependant, du fait de nombreuses preuves scientifiques de la dangerosité
du Cd, son utilisation est devenue de plus en plus controversée. Le CIRC 1’a classé dans la
catégorie des éléments cancérogenes certains en 1993. Il a ensuite été séverement réglementé
(réglement (CE) n° 552/2009 de la Commission du 22 juin 2009, reglement (UE) n°® 494/2011
de la Commission du 22 mai 2011 et reglement (UE) n° 835/2012 de la Commission du 18
septembre 2012 modifiant I'annexe XVII du réglement (CE) n° 1907/2006) ce qui a nettement
réduit son usage avec une interdiction totale dans les produits de consommation comme les
colorations et peintures, les bijoux et les polymeéres. Néanmoins, s’agissant d’un élément
essentiel dans de nombreux procédés industriels, des dérogations ont été obtenues pour certains
produits, notamment pour 1’aéronautique, 1’aérospatiale, le nucléaire et les composants
électroniques (dont les semi-conducteurs). La directive RoSH pour Restriction of Hazardous
Substances in electrical and electronic equipments adoptée en 2011 puis modifiée en 2017,
limite 1’utilisation de substances dangereuses a 0,1 % (massique) dans les équipements
¢lectriques et électroniques, a I’exception du cadmium pour lequel la limite est fixée a 0,01 %

[30].
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Ces réglementations ont pousse les industriels et les laboratoires de recherche a trouver
des solutions alternatives pour réduire la quantité de cadmium dans les QDs. Un des axes de
recherche est de recouvrir le ceeur contenant du cadmium par une coquille composée de zinc et
soufre (ZnS). Ce procédé, en plus d’améliorer les propriétés optiques du QD, permet de ralentir
la dissolution du cceur au cours du temps. Un autre axe est de substituer le Cd par un élément
moins toxique mais qui conféere tout de méme aux QDs de bonnes propriétés optiques. Parmi
ces alternatives, I’indium est un bon candidat. Ce dernier est tres étudié, en particulier sous
forme de phosphure d’indium (InP) qui confére aux QDs une émission modulable en fonction

de leur taille allant du visible au proche infrarouge, similaire aux QDs de CdSe (Figure 10).
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Figure 10 : Gammes d’émission de différents QDs, modulables en fonction de leurs tailles [31].

Dans ce contexte, les travaux de cette thése ont été réalisés en collaboration avec
I’équipe de Peter Reiss, qui travaille depuis plusieurs années sur la synthése de QDs a base
d’InP ainsi qu’a I’amélioration de leur formulation dans le but de développer des QDs possédant
des propriétés optiques toujours plus élevées ainsi qu’une meilleure résistance a 1’oxydation,
tout en limitant la toxicité de ces composes. Dans le cadre du LabEx SERENADE, les propriétés
de ces QDs d’InP ont été améliorées par enrichissement du cceur avec du Zn ou du ZnS ainsi
que par ajout d’une coquille synthétisée sous forme d’un gradient de ZnSe/ZnS. Suite a ces
syntheses, une diminution de la toxicité des QDs recouverts d’une coquille a ét¢ mise en
évidence en comparaison avec les cceurs seuls [32]. De meilleures propriétés optiques ont
¢galement été observées avec les cceurs InZnP comparés aux InZnPS [32]. De nouvelles

générations de QDs ont alors été développées pour améliorer leur résistance face a la
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dégradation au cours du vieillissement et diminuer leur toxicité ; ils sont 1I’objet principal des
travaux présentés dans ce manuscrit. Des QDs d’InZnP recouverts d’une double coquille
(Zn(Se,S)/ZnS) ont été pensés et développés par 1’équipe, en travaillant sur différentes
épaisseurs de coquille de ZnS [33]. La coquille intermédiaire contenant du sélénium a comme
role de se lier plus facilement au cceur (grace au plus faible désaccord de maille cristalline
comparé au ZnS) et permettre la bonne cohésion de la seconde coquille (ZnS) sur le QD [24].
Ces éléments dans les coquilles permettent une meilleure stabilité photochimique des
nanocristaux tout en améliorant les propriétés optiques puisqu’ils augmentent 1’intensité de
photoluminescence. Finalement, pour les applications en biologie, il est nécessaire de transférer
les QDs en phase aqueuse, sans perdre les propriétés acquises. Pour cela il y a deux approches

principales : I’encapsulation par des polyméres amphiphiles ou I’échange de ligands [34].

Une meilleure stabilité physicochimique est recherchée en travaillant sur le ligand de
surface pour éviter 1’agrégation des QDs, notamment la D-pénicillamine qui semble étre un
ligand prometteur en termes de stabilité et de résistance face a 1’oxydation [35], [36]. Le
caractére zwitterionique induit une faible interaction du ligand avec les cellules et biomolécules
ainsi qu’une stabilité sur une large gamme de pH, ce qui peut étre utile en termes de
biocompatibilité [35], [36]. Par rapport a d’autres molécules zwitterioniques, comme par
exemple la cystéine, la pénicillamine a une tendance plus faible & former des diméres par

oxydation de la fonction thiol.

4. Les effets des QDs sur la santé

4.1. Généralités

Le risque qu’engendre un composé chimique (ou autre) sur la santé est la probabilité de
créer des dommages en fonction de I’exposition. Il peut étre vu comme la combinaison du
danger, qui est une propriéeté intrinséque du compose définie par sa toxicité, et de I’exposition
a ce composé. L’exposition concerne la population exposée. Quel est le profil des personnes
exposées et quel est leur niveau d’exposition (dose, fréquence). Pour connaitre le risque encouru
pour la santé lors d’expositions aux QDs, il convient donc de connaitre également le type de

population exposé ainsi que les principales voies d’exposition.

4.1.1. Population exposée
Les travailleurs forment une premiere population a risque pouvant étre exposée aux

QDs. Ils peuvent étre en contact avec ces composés lors de leur fabrication, en tant que matiére
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premiére, mais aussi lors de leurs assemblages (dans les écrans par exemple). Ils peuvent
également étre exposés aux QDs ou a leur produits de dégradation en manipulant les produits
en fin de vie, lors du traitement en décharge [16], [18].

Les consommateurs représentent une deuxiéme population a risque. lls peuvent étre
exposés lors de ’utilisation des produits. En effet, les produits comme les écrans de tablettes et
smartphones, ou sont inclus les QDs, sont en permanence manipulés par le consommateur qui
peut potentiellement rentrer en contact avec ces derniers si les écrans se fissurent ou se cassent.
De plus, les effets du vieillissement de ces composés sous les irradiations du soleil sont
méconnus mais peuvent entrainer leur dégradation ainsi que la libération d’éléments toxiques.
Cette population inclut également les patients dans le cas de futures applications biomédicales

des QDs en imagerie et thérapies ciblées.

Plus généralement, I’ensemble de la population peut étre exposée via I’environnement.
Le risque est double, puisque I’exposition peut se faire d’une part par le relargage des QDs eux
méme ou par I’exposition a leurs produits de dégradation, car il a été démontré qu’en
vieillissant, les QDs se dissolvent et liberent des éléments toxiques [32]. Cela laisse penser que,
lors du stockage des produits en fin de vie dans les décharges, ces éléments toxiques vont
pouvoir étre libérés dans 1’environnement (écrans casses, exposés au soleil, vent...). Ils peuvent
alors étre lixiviés par les eaux de pluies et se retrouver dans 1’eau et le sol puis dans la chaine
alimentaire. Une autre source de contamination peut provenir de 1’élimination par le corps des
QDs injectés en imagerie qui se retrouvent alors dans les eaux usées. Le traitement en station
d’épuration n’ayant pas été congu pour ce type de composés nanométriques, des ¢léments
peuvent passer la barriére des filtres et retourner dans 1’eau de consommation ou se retrouver

dans le sol via les boues d’épandage [18].

4.1.2. Voies d’exposition et principaux effets

Les QDs se présentent généralement sous forme de suspensions colloidales, ils sont
synthétisés en phase liquide. Il est donc peu probable de les retrouver dans 1’air. De ce fait, la
voie d’exposition par inhalation n’est pas la plus pertinente a étudier. Ainsi, quelques études
démontrent que les QDs de Cd, par administration intratrachéale chez des souris (CdSe) et par
inhalation chez des rats (CdS/Cd(OH).), induisent une réaction inflammatoire locale des
poumons avec un recrutement de lymphocytes co-localisés avec les QDs chez les souris [37].
Néanmoins, chez les rats, I’inflammation régresse aprés trois semaines de récupération [38].
Aucune dégradation des QDs n’est observée chez les souris et aucune preuve formelle de la

translocation a travers la barriére pulmonaire n’est mise en évidence [37]. Ces études montrent
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une toxicité¢ localisée des QDs au niveau pulmonaire mais ne suggerent pas d’effets

systémiques.

Parmi les autres voies d’exposition, la voie par ingestion est envisageable par un contact
main-bouche. Les travailleurs et les consommateurs pourraient étre concernés par ce type
d’exposition lors de la manipulation des QDs au cours de leur fabrication ou lors du contact
avec des écrans brisés. Cependant, cette voie reste accidentelle. Par ailleurs, la population
génerale pourrait également étre exposée par ingestion dans le cas ou les QDs seraient transférés
via I’environnement dans 1’eau de boisson et dans I’alimentation. Pour ce type d’étude, il serait
nécessaire de connaitre la biodisponibilité des QDs dans I’eau et dans le sol, c’est-a-dire la
fraction de QDs qui peut étre absorbée par les organismes vivants en fonction de leur spéciation
chimique et de leur mobilité dans les différents milieux. Cependant, ces études, extrémement
longues et complexes a réaliser ne sont pas retrouvées dans la littérature. Dans 1’hypothése ou
les QDs sont ingérés, une étude in vivo sur des rats exposés a une prise orale de QDs CdSe/ZnS
(21,5 nM) montre que, dans le tractus gastro-intestinal, les QDs se dégradent progressivement
sous D’effet des faibles pH, notamment au niveau de 1’estomac ou le fluide gastrique est
particulierement acide [39]. Cette dégradation est plus ou moins rapide et dépend de la
fonctionnalisation par les ligands de surface qui vont étre impactés en premier [40]. Les études
in vitro montrent que les QDs de CdSe/ZnS hydrophobes (sans fonctionnalisation) se dégradent
plus rapidement que les CdSe/ZnS recouverts de fonctions hydrophiles [39], [41]. La perte des
ligands entraine alors la dégradation du ZnS, lorsqu’il est soumis aux pH acides, entrainant la
libération du cceur des QDs [42]. Une autre étude, in vivo, démontre que I’administration orale
de 200 pmol de QDs CdSe/ZnS fonctionnalisés avec un ligand polythiol et encapsulés dans une
coquille de silice sont en grande partie retrouvés dans les feces des souris exposees.
L’encapsulation des QDs dans des coquilles de silice les rend plus résistants a la dégradation
[43].

La principale voie d’exposition directe aux QDs est la voie cutanée. Les consommateurs,
qui représentent une trés grande partie de la population, sont en contact permanent avec les
écrans (tablettes, smartphones...). Lorsque ces derniers sont congus, les QDs qui les composent
sont piégés et recouverts d’une matrice polymere, ce qui limite I’exposition. Cependant, lorsque
les écrans se fissurent ou vieillissent, sous 1’effet des irradiations solaires par exemple, ils sont
susceptibles de libérer les produits de dégradation des QDs, engendrant potentiellement un
risque pour la santé. De plus, les travailleurs sont également concernés par ce type d’exposition

cutanée. Les QDs sont manipulés lors de la fabrication des écrans ou des agents d’imagerie. Ils
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se présentent en suspensions dans des matrices liquides donc le risque de projection sur la peau
est supérieur aux autres types d’expositions. Le danger est d’autant plus élevé pour les
travailleurs qui s’occupent de la fin de vie des produits car les QDs peuvent étre en partie
dégradés et étre plus toxiques. Une étude a mis en évidence la pénétration des QDs a travers la
peau saine porcine [44]. Dans cet article, des peaux de porc sont prélevées et exposees a
62,5 pmol/cm? de QDs CdSe/ZnS (de formes et de fonctionnalisations différentes) en diffusion
continue pendant 8 h ou 24 h. Les QDs testés dans cette étude sont de forme sphérique ou en
forme d’ellipse, fonctionnalisés avec des acides carboxyliques (COO?) ou du polyéthyléne
glycol (PEG) neutre ou encore des PEG amines (PEG-NHs"). Il est démontré que la barriére
cutanee est permeéable a ces QDs qui se retrouvent dans la barriére épidermique aprés 8 h
d’exposition, excepté pour les QDs-COOH en forme d’ellipse, qui ne traversent la barriére
qu’aprés 24 h de diffusion. Les QDs-PEG-NHz3* sphériques sont également capables de migrer
plus loin que les autres (jusqu’au derme). Le niveau de pénétration des QDs a travers la barriere
épidermique dépend donc de leurs tailles/formes/ligands et de la charge en surface. La suite de
cette étude évalue la cytotoxicité ainsi que la réponse inflammatoire de ces QDs sur des
kératinocytes primaires humains. En particulier, aprés 24 h d’exposition a 20 nM, les QDs
fonctionnalisés par des COOH entrainent une €lévation de la cytotoxicité ainsi que la libération
de cytokines (IL1B, IL6 et IL8) [45]. La charge de surface modifie donc le potentiel
inflammatoire des QDs, ce qui a été démontré par la suite dans de nombreuses études [41],
[45]-[49]. Par exemple, dans une étude in vitro, I’exposition de kératinocytes (HaCaT) aux
QDs de CdSe/ZnS entraine une diminution de la viabilité cellulaire et une accumulation de
ROS. Cet effet est amplifié¢ par 1’exposition en paralléle aux rayons UV [50], [51]. Cependant,
toutes ces études sont réalisées a partir de peaux saines. Le niveau de pénétration des QDs

lorsque la peau est 1ésée, ainsi que les éventuels effets systémiques sont alors inconnus.

D’autres voies d’exposition particuliéres peuvent également faire 1’objet d’études,
comme 1’exposition oculaire par projection de QDs (par exemple chez les travailleurs, s’ils ne
sont pas correctement protégés). Pour ce type d’exposition, aucune étude n’a été trouvée dans
la littérature. Un autre exemple est celui de I’exposition pour les applications en imagerie
biomédicale. Les patients sont alors exposés par voie intraveineuse, comme pour les agents de
contraste classiques. Des études d’exposition de souris par voie intra-veineuse a 25 mg/kg de
QDs InP/ZnS montrent une diminution rapide de 1’indium (mesuré par ICP-MS) dans le sang
des souris (inférieur a la limite de détection aprés 24h) et une accumulation dans certains

organes comme la rate et le foie (et dans une moindre mesure dans les poumons, les reins et le
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ceeur), 3 jours apres 1’exposition. Un retour a la normale, lent et progressif, est ensuite observé
dans ces organes (84 jours aprés 1’exposition). Les coupes histologiques observées au
microscope a fluorescence confirment I’intégrité et la stabilité des QDs au cours du temps

d’élimination [52].
4.2. Toxicité des quantum dots

4.2.1. Mécanismes de toxicité cellulaire relatifs aux QDs

A cause du développement constant de nouvelles formulations, les données
toxicologiques relatives aux nanomatériaux manquent cruellement. Ce manque de
connaissances, a 1’origine de nombreux débats et inquiétudes ces derniéres années, a poussé les
industries et laboratoires de recherche a multiplier les études de toxicité. Les principaux
mécanismes répertoriés sont représentés dans la Figure 11. Cependant, chague nanomatériau a

son propre mode d’action en fonction de sa taille, sa composition, sa fonctionnalisation...
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Figure 11: Schéma adapté des principaux mécanismes de toxicité cellulaire induits par les
nanoparticules [53].

En ce qui concerne les QDs de CdSe, il a éte démontré que la toxicité provient
principalement de leur dissolution, qui est le résultat d’une oxydation des éléments en surface
[54]. Dans un premier temps, les QDs perdent leurs ligands de surface qui les maintenaient en
suspension. Cela a pour effet ’agrégation (liaisons chimiques fortes et difficilement réversibles
entre les particules) et I’agglomération (interactions physiques faibles et facilement réversibles

entre les particules) des particules qui ne sont alors plus stables et qui sédimentent [42]. Dans
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un second temps, la surface des QDs est attaquée par I’oxygene de 1’air et peu a peu dissoute.
S’il y a une coquille, elle est dégradée en premier, retardant ainsi la dégradation du ceeur qui,
dans le cas des QDs a base de Cd, contient les éléments chimiques les plus toxiques. Par ailleurs,
il est démontré que I’irradiation de QDs CdSe aux rayons UV amplifie 1’oxydation de surface
et donc la libération des ions Cd?*, ce qui a pour effet d’augmenter la cytotoxicité [54].
Cependant, une réduction de la mortalité cellulaire est observée lorsqu’une coquille de ZnS est
présente. D’autres études montrent que 1’ajout d’une coquille, dans les nouvelles générations
de QDs, réduit davantage la photo-oxydation et augmente leur stabilité ainsi que le rendement
quantique (QY) [23].

La toxicité des QDs peut également provenir d’une dégradation intracellulaire. Pour
pénétrer dans la cellule, il a été démontré que les QDs CdSe/ZnS recouverts du ligand D-
penicillamine utilisent principalement la voie de 1’endocytose médiée par la clathrine et la
macropinocytose pour penétrer dans les cellules HeLa [55], [56]. lIs se retrouvent ensuite en
grande partie accumulés dans des endosomes et transportés en périphérie de la membrane
plasmique pour étre éliminés de la cellule via la voie d’exocytose. Une fraction de ces QDs est
également localisée dans les lysosomes [56]. Cette seconde voie d’excrétion peut étre complexe
puisque une étude plus récente a mis en évidence la dégradation des QDs d’InP/ZnS et
CdSe/ZnS lorsqu’ils sont soumis a des pH acides, simulant des conditions lysosomales (37 °C,
pH 4,5) [57]. Ces derniers deviennent ainsi de Vvéritables réservoirs a ions (Cd?* ou In®),
potentiellement toxiques. Par ailleurs, la présence d’especes réactives de I’oxygeéne (ROS) a
I’intérieur des cellules peut aussi oxyder les QDs et les dégrader, en particulier dans les cellules
phagocytaires tels que les macrophages qui en contiennent beaucoup. Une étude a mis en
évidence une perte de fluorescence des QDs (CdSe/CdS/ZnS), traduisant leur dégradation,
lorsqu’ils sont mis en présence des especes H20. et HOCI (acide hypochloreux), qui font partie

des ROS impliqués dans les mécanismes oxydatifs intracellulaires [58], [59].

Lorsque les QDs se dissolvent, ils liberent les éléments chimiques contenus dans leurs
ceeurs, tels que le Cd, le Te, le Pb ou I’In, sous forme ionique [54]. Pour rentrer dans les cellules,
ces ions peuvent détourner des transporteurs membranaires, comme les transporteurs de zinc,
ou entrer par endocytose et ensuite étre libérés par les endosomes et lysosomes. Ils se retrouvent
alors dans le compartiment cytoplasmique ou ils sont pris en charge par les différents
mécanismes de détoxication cellulaire des métaux, comme les métallothionéines (MT) ou le
glutathion (GSH) [24].
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Les ions libérés par les QDs, notamment Cd?*, agissent sur les mécanismes de
génération de ROS et induisent des lésions oxydatives de I’ADN [60]. Il a été reporté que les
QDs de CdSe/ZnS sont responsables de 1’¢lévation du stress oxydant a I’intérieur des cellules,
ce qui entraine des lésions de I’ADN, en particulier lorsqu’ils sont photoactivés [60], [61]. En
addition a ces résultats, une étude in vivo montre que 1’exposition de souris aux QDs CdSe/ZnS
et CdTe/ZnS par voie intraveineuse induit I’augmentation du niveau de métallothionéines, ainsi
que I’expression de nombreux marqueurs de stress et d’inflammation, comme 1’héme
oxygeénase 1, interleukine 6 et TNF-alpha [62]. Cette étude met également en évidence une

augmentation du niveau des bases oxydées de I’ADN (8-0xo0dG).

4.2.2. Toxicité de I’indium non nanométrique

L’utilisation accrue de I'indium dans le monde industriel a fortement augmenté
I’exposition professionnelle, entrainant une attention particuliére des scientifiques vis-a-vis du
risque encouru pour la santé. La premiére étude a mettre en évidence de potentiels effets
néfastes de I’indium sur la santé date de 2003 [63]. Elle rapporte un cas de pneumonie
interstitielle chez un homme de 27 ans ayant travaill¢ trois ans dans I’industrie de I’ITO (pour
rappel, oxyde d’indium-étain), avec la présence de particules d’étain et d’indium dans des
biopsies de ses poumons. En 2005, un cas de fibrose pulmonaire et d’emphyséme est rapporté
chez un homme de 30 ans, travaillant aussi dans 1’industrie d’ITO. Suite a ces observations, des
études de cohortes se sont mises en place et ont confirmé le risque élevé de maladies
pulmonaires interstitielles chez les travailleurs dans I’industrie d’ITO [64], [65]. En paralléle,
des études montrent que I’effet de 1’étain par inhalation induit des pneumoconioses bégnines
(stannose) sans fibrose ou perte des fonctions pulmonaires [66], [67]. L hypothése émise est
que D’effet cancérogeéne observé chez I’Homme est certainement dii a I’indium, cependant,
aucune étude ne le prouve a I’heure actuelle. Des résultats sur I’animal viennent enrichir ces
données, en particulier, un rapport sur 1’exposition de rats a du phosphure d’indium par
inhalation met en évidence une forte inflammation ainsi que des zones de fibrose pulmonaire
[68]. Suite a ces résultats, en 2006, I’InP est classé dans la catégorie des éléments cancérogénes

probables chez I’Homme (groupe 2A) par le CIRC [69].

Diverses etudes in vivo montrent que 1’indium absorbé s’accumule dans certains organes
comme les reins, la rate, le foie et les testicules avec une concentration en indium dans le sérum
qui dépend de la dose d’exposition [70]-[72]. Cependant, la question des mécanismes
moléculaires et cellulaires conduisant a 1’absorption de I’indium se pose. La littérature est peu

exhaustive a ce sujet car ces derniers sont assez mal connus de nos jours. Il a été démontré que
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le phosphure d’indium se solubilise dans un environnement mimant le fluide gastrique alors
qu’il ne se solubilise pas dans un environnement mimant le fluide alvéolaire [71]. L’InP peut
donc se dégrader et libérer des ions In** dans certains milieux biologiques, notamment dans le
fluide gastrique, en raison de son faible pH. Cela signifie par ailleurs, qu’a I’intérieur des
cellules, dans certains compartiments acides comme les lysosomes, 1’InP pourrait
¢ventuellement se solubiliser comme observé avec les QDs d’InP/ZnS soumis a des pH acides
simulant des conditions lysosomales (37 °C, pH 4,5) [57]. La solubilisation de 1’indium conduit
a la libération de cations In®*, plus réactifs et plus facilement assimilables par la cellule. Une
étude récente a évalué les effets de ces cations sur les fonctions mitochondriales et met en
¢vidence des impacts sur 1’état oxydatif des cellules ainsi que sur les fonctions des canaux
ioniques [73]. Les effets décrits dans cette étude sont une diminution des transports ioniques
due a une inhibition des canaux a protons de la membrane interne mitochondriale et une
diminution de la respiration mitochondriale, entrainant des augmentations de la motilité de la
membrane, une modification de la pression osmotique, une réduction du potentiel membranaire
mitochondrial ainsi qu’une ouverture des pores membranaires avec un gonflement de la matrice
mitochondriale. Une autre étude portant sur 1’exposition de rats a de 1’acétate d’indium par voie
intrapéritonéale met aussi en évidence 1’apparition d’un stress oxydant (par I’augmentation du

nombre de ROS), induisant des anomalies sur les spermatozoides de ces animaux [70].

En revanche, une étude montre qu’apres I’instillation d’InP chez des rats, 73 % de la
dose d’In est excrétée via les feces. En paralléle, 1I’exposition par voie orale privilégie également
ce type d’excrétion [74]. Cela montre une faible absorption de I’InP par la barriére intestinale.
Par ailleurs, il est a noter que les données sur la toxicité cutanée de I’indium sont souvent

manguantes.

4.2.3. Toxicité des quantum dots d’InP

Les QDs d’InP ont été développés comme alternative aux QDs CdSe qui ont démontré
une forte toxicité par le passé. Cette hypothese a été vérifiée dans quelques études, dont une en
particulier, combinant la toxicité in vivo et in vitro des QDs CdSe/ZnS et des InP/ZnS [57].
Ainsi, cette étude met en évidence une perte de 1’intégrité membranaire des cellules
(pulmonaires et neuronales) a 5 nM de CdSe/ZnS, alors qu’a cette concentration, aucun effet
des InP/ZnS n’est visible. Il est également décrit que les CdSe/ZnS entrainent une élévation du
stress oxydant intracellulaire (augmentation de 1’expression des genes SOD, CAT, GPx). Une
internalisation des deux types de QDs est observée dans le cytoplasme des cellules et en

périphérie du noyau. Par ailleurs, 1’exposition de drosophiles a ces différents QDs par voie orale
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montre également une élévation de I’expression des génes de stress HSP 70 et de p53, ainsi
qu’une augmentation de [’apoptose dans les hématocytes, avec un effet beaucoup plus
important pour les CdSe/ZnS. De plus, une expérience mimant les conditions lysosomales
(37 °C, pH 4,5) montre la dissolution des QDs InP/ZnS et CdSe/ZnS en milieu aqueux ainsi
que le relargage d’ions In®* et Cd?* (en quantité plus élevée pour Cd?*) [57]. Cette étude montre
que [Palternative InP/ZnS est plus sire. Cependant, les QDs se dégradent dans un
environnement acide, ce qui entraine une libération et une accumulation d’ions In et Zn dans la
cellule qui, selon les auteurs, seraient responsables d’une augmentation du niveau de ROS dans
les cellules et, plus généralement, de I’apparition d’un stress oxydant. Deux études in vivo
montrent que les QDs InP/ZnS s’accumulent principalement dans le foie et la rate des animaux
rapidement aprés I’injection par voie intra-veineuse, puis qu’ils sont éliminés progressivement
de I’organisme [75], [52]. Aucune toxicité aigiic n’est démontrée sur ces animaux. Une étude
recense aussi des malformations sur des embryons de vairon apres exposition a des QDs

InP/ZnS. La toxicité reste cependant moindre en comparaison aux QDs de CulnS/ZnS [76].

Plus récemment, deux études in vitro ont révélé une toxicité de ces QDs InP/ZnS. [77],
[78]. 1l a ainsi été mis en évidence une faible cytotoxicité apres exposition a 0,5-1 mg/mL de
QDs durant 24 h et une réponse inflammatoire aprés exposition a 40 pg/mL de QDs durant 24 h
sur des macrophages de souris. Plus précisément, les QDs InP/ZnS sont capables d’activer les
macrophages, induisant un stress oxydant et un stress du réticulum endoplasmique, ainsi que la
production de cytokines IL6 [78]. Par ailleurs, une étude a montré que la cytotoxicité ainsi que
le stress oxydant induits par les QDs d’InP/ZnS dans des cellules pulmonaires variaient en
fonction de leur fonctionnalisation de surface et donc de leur charge [79]. Les QDs neutres sont

moins toxiques que les QDs chargés positivement ou négativement [49], [79].

En ce qui concerne I’exposition cutanée, les données sur InP/ZnS sont peu nombreuses.
Des interactions entre les QDs d’InP/ZnS et la protéine albumine sérique humaine ont ét¢ mises
en évidence, entrainant des changements conformationnels importants de cette derniere
(réduction du nombre d’hélice o), pouvant entrainer une modification des fonctions biologiques
[80]. Par ailleurs, les coquilles de ZnS permettent d’éviter la libération des ions provenant du
ceeur. Les travaux préliminaires a cette thése ont également été menés sur des QDs d’InP dotés
de doubles coquilles (Zn(Se,S)/ZnS) [33]. Les résultats ne montrent pas de diminution de la
viabilité des kératinocytes primaires humains exposés a des concentrations de QDs comprises
entre 6,25 nM et 100 nM. Par ailleurs, nous avons démontré que lorsque des QDs d’InZnP

présentant une simple coquille de Zn(Se,S) subissent un vieillissement mimant une exposition
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solaire, ils se degradent et deviennent toxiques [32]. Une forte augmentation de la mortalité est
alors observée mais aucune génotoxicité n’est mise en évidence a 50 nM. Une autre étude vient
en complément et montre une dégradation des QDs d’InP/ZnS lorsqu’ils sont soumis a des
températures élevées (90 °C) en présence d’O; et de lumicére, alors qu’a température ambiante
dans le noir, I’effet n’est pas observé [81]. Les auteurs concluent que la dégradation se fait via
la perte des ligands de surface et que cet effet est accéléré par la lumiére ainsi que par la chaleur

et la présence d’oxygene.

4.2.4. Toxicité des éléements de la coquille

Les coquilles qui recouvrent les QDs sont composées d’autres éléments métalliques ou
non-métalliques (inorganiques ou organiques) comme le zinc, le soufre et le sélénium qui
peuvent étre impliqués dans la toxicité de ces nanocristaux. En effet, les études de dégradation
montrent que lorsque les solutions de QDs sont soumises a I’air ambiant, les éléments de surface
subissent des transformations. Cela a pour effet de modifier la structure chimique des QDs ainsi
que leur toxicité [23], [32], [33], [54], [57].

Tout d’abord, le zinc est un métal physiologique impliqué dans de nombreuses voies
métaboliques, et possede un rdle antioxydant a faible dose. Cependant, lorsqu’il se trouve en
exces, il peut se révéler nocif [82], [83]. En effet, une étude sur des embryons de poissons
exposés a un exceés de zinc révele une augmentation des malformations du cceur (effet
chronotrope négatif) et des spermatozoides (diminution de la taille et de la motilité) ce qui lui
confére un effet néfaste sur la fertilité [82]. Des données montrent qu’un excés de zinc inhibe
les enzymes a glutathion (GPx) et augmente la quantité de glutathion réduit (GSSG) dans les
cellules. Cela a pour effet d’induire 1’accumulation de ROS, et en particulier le H202. Dans la
mitochondrie, il entraine un dysfonctionnement au niveau de la production d’ATP [83]. Le zinc
constitue cependant 1’¢lément principal des coquilles des QDs. Lorsque ces derniéres se
dégradent, il est peu probable que le zinc (sous forme Zn (II)) s’oxyde, mais les ions Zn?*
peuvent étre libérés et s’associer a d’autres éléments du milieu, notamment a des ions
carboxylate, comme observé dans notre précédente étude [32]. Lors de I’oxydation et de la
désorption des autres éléments de la coquille, les ions Zn?* se solubilisent dans le milieu, ce qui

participe a rendre les QDs instables.

Le soufre, contrairement au zinc, est facilement oxydable. Cette réaction peut
s’effectuer lentement en présence de dioxygéne (O2) dans 1’air ambiant ou plus rapidement si
les QDs sont soumis a une irradiation UV [54]. L’hypothése émise par les auteurs de 1’étude

citée précédemment est que le soufre se transforme en ions sulfate (SO4%) et se solubilise dans
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le milieu. Ces ions semblent peu toxiques chez I’Homme d’apres un rapport de I’ANSES [84].
Cependant, 1’oxydation du soufre entraine sa désorption de la surface du QDs, ce qui libére les

autres éléments, comme le zinc cité précédemment.

Un autre élément, retrouvé dans la coquille de certains QDs précedemment cités, est le
sélénium (Se). Méme s’il s’agit d’un micro-nutriment essentiel a I’Homme a faible dose, il est
toxique a plus forte dose. Concernant les QDs, il a été mis en évidence que le Se, tout comme
le soufre, est capable de s’oxyder en présence d’O2 [54]. Le sélénium (Se(-11)) peut alors se
transformer en sélénium élémentaire (Se (0)), en sélénite (Se (IV)) et en sélénate (Se (VI)), qui
possedent chacun une toxicité différente. Ainsi, le sélénite et le sélénate se révelent toxiques a
de plus faibles concentrations que le sélénium élémentaire, avec la capacité de générer un stress
oxydant dans les cellules [84], [85]. La toxicité du sélénite semble plus élevée que le sélénate,
et une étude sur des levures montrent que les composés comportant des thiols (GSH) sont
capables de transformer les ions sélénites en séléniure d’hydrogeéne (H2Se) qui est trés toxique
[86]. Par ailleurs, 1’oxydation du sélénium induit sa libération de la surface du QD et expose
ainsi le cceur d’InP qui est, pour rappel, classé cancérogene probable chez I’Homme par le

CIRC.

Une étude intéressante comparant la toxicit¢é de QDs cceur/coquille InP/ZnS et
ZnSe/ZnS, met en évidence une pénétration cellulaire similaire mais une toxicité plus élevée
pour ZnSe/ZnS [87]. Il est a noter que ces deux types de QDs ne difféerent que par la composition
de leur ceeur. Les QDs de ZnSe se révelent plus cytotoxiques (viabilité cellulaire moins élevée),
et induisent un stress oxydant ainsi que des dommages mitochondriaux plus importants que les
QDs d’InP. La présence de ZnSe dans les QDs augmente donc la toxicité de ces derniers. Il est

donc probable que la toxicité soit augmentée par la présence de sélénium.

5. La barriere cutanée chez PHomme

5.1. Les structures et fonctions
5.1.1. Généralités
La barriere cutanée, plus communément appelée la peau, est un organe protecteur
complexe possédant de nombreuses fonctions. Sa surface d’échange, d’environ 2 m? chez
I’adulte, est nettement inférieure a celle de 1’intestin (30-40 m?) et du poumon (80 m?).
Cependant, la peau représente 1’organe le plus étendu du corps et le plus lourd (environ 7 % de
la masse corporelle chez I’ Homme). Elle constitue une barriére physique qui permet a la fois

d’empécher la pénétration de substances exogenes dans I’organisme (microorganismes,
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molécules chimiques, ...) et de réguler la sortie de certaines molécules du corps, par exemple,
en limitant les pertes hydriques. Elle joue un vrai role de filtre et peut échanger avec 1’extérieur
pour maintenir ’homéostasie du corps. Par exemple, elle participe a la synthése de la
vitamine D apres exposition aux rayons ultraviolets (UV) du soleil. Lorsque des lésions
apparaissent (coupures, brilures, ...), elle met en place des mécanismes de défense et de
réparation en interagissant avec les cellules immunitaires, ce qui permet la cicatrisation et évite
les infections. Cette barriere est vascularisée et innervée, ce qui lui donne une fonction
sensorielle. Cela permet a I’Homme de percevoir son environnement par le toucher et de
ressentir la température, les pressions, la douleur, mais aussi de réguler des phénomeénes

physiologiques comme la température corporelle [88], [89].

La barriére cutanée est constituée de trois couches de tissus, a savoir I’épiderme, le
derme et I’hypoderme, dans lesquelles se trouvent des annexes telles que les poils ou cheveux,
les glandes sudoripares et les glandes sébacées (Figure 12). Elle est également recouverte d’un

microbiote.

Epiderme

Derme

Hypoderme Glande
sudoripare
Vaisseaux
sanguins - Follicule -
pilleux Glande

sébacée

—

Figure 12 : Schéma structurel de la barriére cutanée [90].

5.1.2. L’épiderme

L’¢épiderme est la couche la plus superficielle de la barriére cutanée. Il s’agit d’un
épithélium pavimenteux pluristratifié en renouvellement constant. Son epaisseur varie en
fonction de la zone du corps et peut atteindre environ 1,5 mm dans la paume des mains et la
plante des pieds ou il est le plus épais. Il est organisé en diverses strates et se compose de

différentes cellules décrites ci-dessous (Figure 13).
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Figure 13 : Schéma structurel de 1I’épiderme [91].

- Les keératinocytes sont les cellules les plus abondantes de 1’épiderme (environ 80 %).

IIs se divisent constamment tout en progressant vers la surface. Ils sont présents de la strate
basale (stratum basale) jusqu’a la strate granuleuse (stratum granulosum) ou ils subissent un
grand nombre de changements morphologiques. Ces changements sont principalement dus a la
syntheése de proteines structurelles comme la kératine et la filaggrine qui représentent a elles
seules 80 % a 90 % de la masse protéique de I’épiderme. Les kératinocytes se remplissent donc
progressivement de protéines et grossissent. lls passent de cubiques a fusiformes et sont
toujours ordonnés en couches. Les protéines synthétisees servent principalement a fabriquer un
ciment intercellulaire permettant la cohésion entre les cellules. Les kératinocytes se
différencient ensuite en cellules plates anucléées qui ne peuvent plus se diviser : les cornéocytes
présents dans la strate cornée (stratum corneum) [29], [30]. Cette strate est, en fait, une couche
de cellules mortes dont le réle est de protéger le corps des agressions extérieures. Le pH en
surface de celle-ci est acide et peut varier entre 4 et 5,5, ce qui limite le développement
d’organismes pathogenes [93]. Les cornéocytes les plus anciens finissent par se détacher de
1’épithélium et de nouveaux les remplacent. Il s’agit du phénomene de desquamation, la couche

cornée étant totalement renouvelée tous les 15 jours environ [89].

- Les mélanocytes sont plus gros mais beaucoup moins abondants que les kératinocytes

(environ un mélanocyte pour trente-six kératinocytes). Ils se situent dans la strate basale et
s’intercalent entre les kératinocytes grace a leurs prolongements appelés dendrites. Ils
produisent des granules, appelées mélanosomes, qui renferment un pigment appelé mélanine

(Figure 14). C’est ce pigment qui est responsable de la couleur de la peau. Le r6le de ce type
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cellulaire est de protéger la peau des irradiations aux ultraviolets (UV). Ainsi, lorsque la peau
est exposée aux rayons UV, les mélanocytes sont capables de transmettre leurs mélanosomes
aux keératinocytes via leurs dendrites afin de protéger les noyaux de ces derniers d’éventuelles
I1ésions de I’ADN (Figure 14). Ces lésions peuvent étre responsables du développement de

certains cancers cutanés.
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Figure 14 : Schéma d’un mélanocyte [94].

- Les cellules de Langerhans sont des cellules immunitaires dendritiques présentatrices

d’antigénes, c’est-a-dire qu’elles récuperent les allergénes et les présentent aux lymphocytes T.
Elles sont présentes dans la strate épineuse (stratum spinosum) et représentent 3 a 4 % des
cellules de 1’épiderme [89]. Ces cellules sont mobiles et peuvent se déplacer dans le derme, par
exemple. Elles jouent un réle immunitaire crucial et sont impliquées dans les réponses

inflammatoires aux allergies de contact.

- Les cellules de Merkel sont réparties entre les kératinocytes de la strate basale et sont
peu nombreuses (1 % des cellules épidermiques). Elles sont en lien avec les terminaisons
nerveuses, a qui elles transmettent 1’information d’un stimulus. Elles interviennent donc dans

les composantes sensorielles et nerveuses de la barriere cutanée.

5.1.3. Lederme

Le derme se compose de tissus conjonctifs plus ou moins denses qui forment un
véritable réseau tridimensionnel (Figure 15). 11 est localisé sous 1’épiderme, est beaucoup plus
¢épais et s’attache a ce dernier via des jonctions dermo-épidermiques. Les cellules qui le
composent sont les fibroblastes ainsi que quelques cellules immunitaires (macrophages,
lymphocytes, ...). Il est également le principal réservoir d’eau de la peau, ce qui lui permet

d’hydrater les couches plus superficielles. C’est un tissu irrigué de capillaires sanguins et de
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terminaisons nerveuses (Figure 12). Il permet a la peau d’avoir des propriétés élastiques
remarquables. Les fibroblastes sont les cellules majeures du derme. Elles ont une forme en
étoile avec des ramifications cytoplasmiques. Elles synthétisent de nombreuses protéines et

protéoglycanes nécessaires a la matrice extracellulaire (Figure 15).

Y__Fibres réticulées

Fibres de
~ collagene
Fibres
élastiques
(élastine)

Substance
fondamentale -
(gel)

Figure 15 : Schéma structurel du derme [95].

- Le collagéne est la protéine la plus abondante. 1l en existe plusieurs types différents
dans le derme, mais c’est le collagéne I qui est transformé en fibres pour donner au tissu sa

structure ainsi que sa résistance aux tensions.

- L ¢élastine est la protéine majeure des fibres élastiques. Elle est synthétisée jusqu’a la
puberté puis sa quantité diminue progressivement au cours du vieillissement. Comme son nom
I’indique, elle permet a la peau d’étre élastique et souple. Lors d’une tension mécanique, la peau
peut donc s’étirer puis revenir a son état initial. Le processus de vieillissement qui se traduit par
la perte de 1’élasticité de la peau et I’apparition de rides est en grande partie di a la dégradation
de I’¢lastine. D’autres facteurs peuvent augmenter ce phénomene, notamment 1’exposition aux

UV du soleil.

- La réticuline est la protéine formant les fibres reticulées. Elle est principalement

localisée au niveau des jonctions dermo-epidermiques et des annexes.

- Le gel interfibrillaire est le gel ou baignent tous les élements du derme et permet la

cohésion entre les cellules. Il est constitu¢ d’eau, de sels, de protéoglycanes (comme 1’acide
hyaluronique qui permet la rétention de 1’eau au sein de la matrice et donc une bonne
hydratation), et de glycoprotéines (comme la fibronectine qui permet 1’ancrage des fibroblastes

dans la matrice).
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5.1.4. L’hypoderme

L hypoderme est un tissu conjonctif lache situé en dessous du derme. Il s’agit de la
derniére couche de tissu de la peau, localisée juste au-dessus des muscles (Figure 12). Il est
constitué en majeure partie de cellules graisseuses : les adipocytes, dont la fonction principale
est de stocker les triglycérides et qui jouent le réle de réserve énergétique (Figure 16). Leur role
principal est de préserver le corps du froid lors du processus physiologique de thermorégulation
[89].

Réservoir

Mitocondrie de graisse

Membrane

Noyau

Appareil de
Golgi

Cytoplasme

Figure 16 : Schéma d’un adipocyte [96].

5.1.5. Les annexes
Les annexes cutanées sont des structures qui sont implantées dans le derme et qui
traversent la barriére cutanée jusqu’a la surface de I’épiderme (Figure 12). Il en existe deux

principales :

- Les follicules pilo-sébacés sont des unités constituées des glandes sébacées et des

follicules pileux ou poils (Figure 12). La glande sébacée produit le sebum qui lubrifie et acidifie
la surface de la peau et le poil. Cela évite le desséchement de 1’épiderme et le développement
de microorganismes pathogeénes. Les glandes sébacées, ainsi que les produits de degradation
cellulaire de 1’épiderme, produisent alors un film hydrolipidique qui protége la peau, maintient

un niveau d’hydratation correct et empéche 1’entrée de substances exogenes hydrophiles.

- Les glandes sudoripares sont chargées de produire la sueur. Il en existe deux sortes :

eccrine et apocrine. La premiére est principalement impliquée dans le systeme de
refroidissement de I’organisme. La sueur sécrétée, qui est constituée d’eau a 99 % (le reste étant
compos¢ de sels comme le potassium ou I’ammoniaque, ...), s’évapore instantanément,
induisant une diminution de la température corporelle. Elle permet également de maintenir

I’hydratation du film hydrolipidique. Le deuxiéme type de glande produit une sueur plus
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épaisse, riche en cholestérol et acides gras. Elle est utilisée par les micro-organismes de la flore

cutanee et peut devenir malodorante [89], [97].

5.1.6. Le microbiote cutané

Le microbiote cutané consiste en une multitude de bactéries, levures et champignons
qui colonisent la peau et constitue la premiére ligne de défense de 1’organisme. Il est
principalement localisé sur la premiére strate de I’épiderme, la strate cornée, mais peut
également se retrouver dans le derme en plus petite quantité. Ce microbiote se répartit en deux
catégories : la flore résidente, qui se compose de micro-organismes toujours présents dans des
proportions fixes, et la flore transitoire. Cette dernic¢re provient d’une contamination extérieure,
mais elle est contrdlée par la flore résidente et donc ne prolifere pas. La répartition des
différentes espéces qui composent la flore cutanée varie au sein d’un méme individu en fonction
de la zone du corps, de la quantité de sébum sécrétée (qui est source de nutriments), de
I’environnement (la température, présence d’UV, d’eau ou de dioxygene), du pH cutané, du
niveau de stress, ... Il existe également des variations entre les individus dus a des facteurs
intrinséques (age, sexe, ...) ou a des facteurs extrinseques (mode de vie, localisation

géographique, ...). Tous ces facteurs font que la flore cutanée évolue constamment [97].

5.2. Les modeles cellulaires in vitro de la barriere cutanée

5.2.1. Geénéralités

Ces dernieres années, pour des raisons éthiques, de nombreux modeles cellulaires in
vitro ont été développés pour permettre de mimer une exposition de la peau a des agents
exogenes sans avoir a utiliser les tests sur les animaux. Ces modéles humains vont des lignées
cellulaires commerciales aux lignées primaires en passant par la réalisation de modéles
tridimensionnels plus ou moins fonctionnels de peau. Parmi les modeéles de peau
tridimensionnels, il existe les modeles ex vivo (explants chirurgicaux de donneurs cultivés a
I’interface air-liquide) et les modeles multicouches qui peuvent étre obtenus de diverses
manieres (ensemencement classique en superposant différentes lignées cellulaires, impression
3D, ...). Ces modeles peuvent alors posséder de nombreuses propriétés, comme la
pigmentation, la vascularisation, voir méme la fonction immunitaire [98], [99]. lls se
rapprochent au mieux de I’exposition in vivo et permettent de comprendre certaines
physiopathologies, comme le recrutement des cellules immunitaires dans les maladies
inflammatoires [100]-[102]. Ils sont aujourd’hui trés évolués et ne cessent de s’améliorer.
Cependant, ce sont des modeles trés complexes a étudier pour comprendre les mécanismes

impliqués aux niveaux cellulaire et biomoléculaire. Pour étudier I’effet d’un agent exogene sur
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les voies de signalisation, il est preférable de se focaliser sur un seul type cellulaire. Dans le cas
de I’exposition cutanée, les premiéres cellules qui vont étre en contact avec 1’agent sont celles
de I’épiderme, et plus précisément, les kératinocytes. Parmi ces derniers, il existe les lignées
immortalisées comme, par exemple, les HaCaT. Ce sont des cellules trés faciles a cultiver, qui
peuvent supporter un grand nombre de passages et qui permettent d’obtenir des résultats
reproductibles d’une expérience a I’autre. Cependant, ces cellules sont immortalisées et peuvent
donc avoir des réponses différentes des kératinocytes natifs au niveau de 1’expression de
certains genes [103]. Il est donc indispensable d’étre prudent lors de I’analyse de résultats
provenant de ce type de lignée. Pour pallier ce probléme, des kératinocytes primaires humains,
directement extraits d’explants chirurgicaux peuvent étre employés. Ces cellules, n’étant pas
immortalisées, sont plus difficiles a cultiver car elles ont un nombre de passages limité aprés
lequel elles ne se divisent plus et perdent leurs caractéristiques, mais elles se rapprochent un
peu plus du modele in vivo. Ces cellules sont a I’origine des résultats de ces travaux de thése et

sont décrites plus en détail dans le paragraphe suivant.

5.2.2. Le modeéle des kératinocytes primaires humains
Les kératinocytes primaires humains sont obtenus a partir d’explants chirurgicaux issus
de différents donneurs consentants, principalement lors de circoncisions et de restrictions

mammaires ou abdominales [104]-[106].

©ATCC®

Figure 17 : Kératinocytes primaires humains a forte densité observés en microscopie [107].

Ce sont des cellules adhérentes, plutét rondes, qui s’associent les unes aux autres pour
former des sortes d’ilots (Figure 17). Elles ne supportent qu’un nombre trés limité de passages
et une grande variabilité existe entre les donneurs. Par exemple, des facteurs comme 1’age, le
sexe, le phototype (Tableau 2) peuvent étre a I’origine de ces variabilités interindividuelles. Ce

sont également des cellules qui nécessitent un niveau de vigilance élevé lors des manipulations.
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En effet, les explants peuvent étre contaminés par certains virus et méme les cellules
commercialisées, qui doivent répondre négativement aux tests viraux (VIH, hépatite B et
C, ...), ne peuvent, en aucun cas, exclure I’existence d’un potentiel génome latent [107]. Ces
cellules sont utilisees pour comprendre les mécanismes biologiques cutanés, notamment en
toxicologie, par exemple, pour étudier les effets des cosmetiques ou des nanoparticules en
contact avec la peau [108], ou en cancérologie, comme pour étudier I’effet des rayonnements
UV et les systémes de réparations de I’ADN [109].

Tableau 2 : Classification des phototypes selon 1’échelle de Fitzpatrick [110].

type de couleur de cheveux| couleur des yeux Descrioti
escription
peau couleur de peau (le plus foncé) | (les plus communs)
I |Blanc ou trés pale Blond Bleu, gris, vert | Brile toujours, ne bronze jamais
I |Blanc péle a beige pile Chat;xjn:céébrun Bleu Briile toujours, bronze parfois
Beige 4 brun péle (olive) Brun foncé

Brlle rarement, bronze toujours

Bri nt, bronze plus que la

moy

Noir Brile jamais

5.3. Les grandes fonctions cellulaires étudiées
Dans le cadre de ces travaux de these, certaines grandes fonctions cellulaires ont été
étudiées, en accord avec la bibliographie effectuée sur les données toxicologiques des QDs
(cf. partie 4). Ces derniéres sont abordées en détail ci-dessous.

5.3.1. Les mécanismes de défenses immunitaires

Toute perturbation de la barriére cutanée (rayonnement UV, agents irritants, agents
patogenes, ...) entraine une succession de réponses immunitaires qui sont le résultat d’une
communication efficace entre les différentes cellules de la peau (Figure 18). Tout comme les
cellules de I’intestin, les kératinocytes constituent la premicre ligne de défense face aux
perturbations et jouent un role important dans 1’activation de la reponse immunitaire innée (non
spécifique mais immédiate) [111]. Ils vont produire des cytokines pro-inflammatoires, telles
que des interleukines (IL1p, IL6, IL10 et IL18) et le facteur de nécrose tumorale (TNF). Cela
va permettre 1’activation des cellules dendritiques (DCs), que 1’antigéne soit présent ou non.

D’autres signaux de stress peuvent étre produits par les kératinocytes, comme des peptides
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antimicrobiens (AMP) et de nombreuses chimiokines. Par exemple, la production de IL8
localisée au niveau de I’agression permet la chimiotaxie, ¢’est-a-dire d’attirer les leucocytes qui
vont suivre le gradient de concentration de chimiokines [111], [112]. Certains signaux vont
aussi permettre de stimuler les cellules dendritiques plasmoides (pDC), qui vont activer les DCs
via la libération de I’interféron o, (INFa). Les fibroblastes et les cellules T natural killer (NKT)
vont également intervenir dans la réponse inflamatoire locale grace a la synthese de TNF, IL6
et INFy. L’activation des DCs dermiques par ces différentes voies va permettre d’initier la
réponse immunitaire adaptative, plus tardive mais spécifique de I’antigéne. Cette activation
entraine 1’expension clonale des lymphocytes T (CD4" et CD8") qui produisent, eux aussi, des
cytokines et chemiokines, ce qui stimule a nouveau les cellules épithéliales, dont les
kératinocytes. Ce phénoméne permet I’amplification de la réponse inflammatoire. Les
lymphocytes T peuvent également se déplacer dans I’épiderme, permettant une transmission du
signal immunitaire plus localisée, au niveau de la perturbation. Les cellules de Langerhans,
quant a elles, sont les macrophages résidants et donc des cellules présentatrices d’antigénes.
Elles interviennent directement en captant 1’antigéne puis en se déplacant dans les tissus et les
ganglions lymphatiques pour le présenter aux lymphocytes. Elles peuvent aussi étre activées

par les cytokines environnantes produites par les kératinocytes.

UV light
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Figure 18 : Schéma du fonctionnement de I’immunité cutanée [111].
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5.3.2. Les mécanismes de defenses antioxydants

Les cellules subissent constamment des agressions endogénes ou exogenes, ce qui peut
avoir pour effet d’augmenter le niveau intracellulaire d’especes réactives de 1’oxygene (ROS).
Les mécanismes de défenses antioxydants, qui permettent de protéger les biomolécules de ces
agressions, se composent de différentes molécules capables de maintenir ou de restaurer le taux
basal de ROS (Figure 19). Il existe donc un équilibre entre la formation de ROS et leur
dégradation par les systemes de défense. Parmi eux, il existe :

- Les enzymes antioxydantes: Les principaux systémes enzymatiques sont les

superoxydes dismutases (SOD), la catalase (CAT), les glutathions peroxydases (GPx) et ’héme
oxygénase (HO). Ces enzymes protégent les cellules des ROS. Les SODs sont des
métalloenzymes, ¢’est-a-dire qu’elles ont besoin de métaux pour initier une activité catalytique.
Elles peuvent étre cytoplasmiques ou extracellulaires comme la superoxyde dismutase a cuivre
et zinc (Cu/Zn-SOD), mais aussi mitochondriales comme la superoxyde dismutase a manganése
(Mn-SOD). La fonction des SODs est de catalyser la dismutation de 1’anion superoxyde (02°*")
en dioxygene (O2) et peroxyde d’hydrogene (H202). La CAT est une enzyme héminique
présente en grande partie dans les peroxysomes des cellules. Sa fonction est de dismuter, a son
tour, le H2O> produit par les SODs en molécules moins dangereuses (H20 et O>). Cette fonction
est également assurée par un deuxieme systéme enzymatique, les GPx. Ce sont des
sélénoprotéines, ¢’est-a-dire qu’elles possédent dans chaque sous-unité un atome de sélénium,
localisé sur le groupement thiol de la cystéine a la place du soufre. Elles permettent de réduire
H202 en H>0, tout en oxydant le glutathion de forme réduite (GSH). Des glutathion réductases
vont ensuite intervenir pour régénérer le GSH. 11 existe ¢galement une autre enzyme, I’HO dont
la fonction est de catalyser la dégradation de I’héme en biliverdine. Parmi ces isoformes, I’héme
oxygénase 1 (HO-1) peut étre induite par de nombreux facteurs tels que des métaux lourds ou

des cytokines inflammatoires [113].
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Figure 19 : Schéma des différents mécanismes de défenses antioxydants enzymatiques [83].
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- Les molécules antioxydantes non-enzymatiques : Elles peuvent étre de nature exogéne

comme, par exemple, les vitamines et les oligo-éléments apportés par 1’alimentation, ou de
nature endogéne, comme le glutathion ou les métallothionéines (MTs) biosynthétisés. Ces

molécules permettent de piéger les ROS en oxydant leurs thiols en ponts disulfures.

Le glutathion est le thiol le plus abondant dans les cellules humaines. 1l se trouve sous
forme réduite (GSH) ou oxydé (GSSG) et le rapport des deux peut étre un bon indicateur du
niveau de stress oxydant. Sa syntheése est régulé par le gene GCLM qui code pour I’enzyme
glutamate-cystéine ligase (GCL). Il possede de nombreuses fonctions, notamment la
détoxication des métaux lourds, et, comme cité précédemment, il sert également de substrat
pour les GPx. Lorsque des métaux lourds, comme par exemple le cadmium, sont présents dans
la cellule, la synthése de GSH augmente pour chélater le métal et éviter de potentiels dommages.
Cependant, si le niveau de stress est trop élevé, le systéme, ne pouvant plus réduire le glutathion
sature et le GSSG s’accumule [114].

Les MTs sont riches en soufre, ce qui leur permet de fixer un ou plusieurs ions
métalliques (cuivre, zinc et cadmium) dans leurs sites actifs. Cette propriété leur confere un role
important dans la détoxication des métaux lourds. Une autre fonction des MTs est de piéger les
radicaux hydroxyles (HO®) de maniére trés efficace [83], [115]. Les MTs les plus étudiées chez

I’Homme sont les isoformes MT-I et MT-II, régulées principalement grace au facteur de
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transcription MTF-1 ainsi que son site de fixation spécifique MRE. MTF-1 chélate les ions Zn?*
qui vont ensuite étre transférés au noyau ou ce complexe pourra se lier a la séquence cible MRE

et, finalement, induire la transcription des MTs (Figure 20).
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Figure 20 : Régulation des métallothionéines par le zinc et le stress oxydant [116].

5.3.3. Les autres mécanismes cellulaires étudiés

- L’homéostasie du zinc : la régulation du zinc par les cellules se fait via différents

transporteurs. Il en existe deux catégories, les ZnTs (qui sont codés par les génes SLC30) et les
ZIPs (qui sont codés par les génes SLC39). Leurs fonctions sont radicalement opposées puisque
les ZnTs servent a réduire la quantité de zinc cytoplasmique, alors que les ZIPs servent a
augmenter cette derniére [117]-[119]. Ces fonctions sont obtenues par le biais de nombreux
transporteurs, localisés dans les différents compartiments cellulaires (Figure 21). Par exemple,
ZnT1, qui exporte le zinc du cytosol vers le milieu extracellulaire, permet de détoxifier la cellule
lorsque de grandes quantités de zinc s’y sont accumulées. La régulation de 1’expression des
genes ZnT1 et ZnT7 se fait en partie par le promoteur MTF-1 qui est aussi le facteur de
transcription des MTs. Ces différentes protéines se retrouvent donc en compétition pour la

détoxication du zinc cytosolique, les MTs agissent cependant en priorité [117].
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Figure 21 : Schéma de la localisation des différents transporteurs de zinc dans la cellule humaine [119].

- Les protéines de choc thermigue (HSP) : les HSPs sont des protéines chaperonnes qui

posseédent de nombreuses fonctions. Les HSPA, anciennement appelées HSP70, sont les plus
abondantes et les plus conservées entre les especes. Elles ont pour roles principaux de maintenir
la conformation des protéines et de protéger la cellule face aux divers stress externes qu’elles
subissent. Plus précisément, les HSPAG sont localisées dans le cytosol et le noyau des cellules
humaines. Elles sont impliquées dans de nombreuses voies cellulaires comme la protection du
protéome face aux stress, le bon repliement des protéines néosynthétisées et la formation ou

dissociation de certains complexes protéiques [120], [121].

- L’arrét du cycle cellulaire par la protéine P21 : cette protéine est principalement

régulée par P53 (Figure 22). En effet, en présence de lésion de I’ADN, P53 va activer la
transcription de P21 ce qui a pour effet de bloquer le cycle cellulaire en phase G1. La fonction
de P21 est d’inhiber les cyclines kinases dépendantes (CDK) qui ont pour réle d’activer le cycle
cellulaire de la phase G1 a la phase S [122]-[124]. L’arrét du cycle permet a la cellule de mettre
en place des systémes de réparations ou de rentrer en apoptose si les lésions sont trop

importantes.
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Figure 22 : Mécanismes induits par P21 [83].

68



Chapitre 1 : Contexte de I’étude

Objectif de I’étude

Le constat actuel est que la consommation de QDs est en plein essor depuis ces derniéres
années. Cela est en grande partie dii a ’engouement de la population pour les écrans (tablettes,
smartphones, €crans plats...) dans lesquels les QDs sont inclus pour augmenter la qualité des
couleurs, ainsi que le développement des nanotechnologies. Cependant, les études sur les effets
potentiels de ces nano-objets sur la santé ne sont pas nombreuses et les premieres évaluations
de risques ont été réalisées apres leur mise sur le marché. Les résultats de toxicité obtenus sur
les QDs a base de Cd ont démontré une importante toxicité, notamment lorsque ces derniers se
dégradent a I’air ambiant et sous irradiation UV. Ces résultats, a 1’origine de nombreux débats,
ainsi que I’apparition de la directive européenne ROHS qui limite I’utilisation du cadmium dans
les équipement électriques et électroniques (cf. partie 3), ont pousseé les industries ainsi que les
laboratoires a investir dans la recherche d’alternatives moins toxiques. Depuis, de nouvelles
générations de QDs accompagnées d’études de toxicité voient le jour. L’objectif de cette thése
est donc d’évaluer la toxicité de nouvelles générations de QDs. Ces derniers ont été congus en
collaboration avec 1’équipe STEP du laboratoire SYMMES, d’aprés une approche « safer by
design », dans le cadre du projet SAQUADO financeé par le LabEx SERENADE. Les synthéses
ont été faites par Karl David Wegner, post-doctorant travaillant dans I’équipe de Peter Reiss au
CEA de Grenoble (IRIG/SYMMES/STEP).

Dans un premier temps, des QDs présentant des cceurs dépourvus de métaux lourds ont
été explorés dans le but de s’affranchir de la toxicité du Cd. L’InP a été sélectionné car ses
propriétés optiques rendent I’émission des QDs modulable du visible au proche infra-rouge, ce
qui en fait une bonne alternative au CdSe. De plus, I’'InP a été dopé au Zn pour améliorer
davantage ses propriétés optiques. Dans un second temps, un travail sur les coquilles a été
effectué pour protéger le ceeur de la dégradation, tout en améliorant, une nouvelle fois, ses
propriétés optiques. Ainsi, le cceur d’InP a été recouvert d’une ou deux coquilles successives.
La premiere coquille de Zn(Se,S) permet d’assurer une bonne cohésion avec le cceur. La
seconde, constituée de ZnS a été concue de deux manieres différentes, soit fine soit plus épaisse,

dans le but d’étudier I’influence de 1’épaisseur de la coquille sur la toxicité des QDs [33].

Dans cette approche « safer by design », il convient donc d’étudier le devenir de ces
QDs tout au long de leur cycle de vie, notamment en fin de vie, lorsqu’ils se dégradent.

L’évaluation de leur toxicité est réalisée en paralléle sur les QDs natifs (en suspension
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colloidale) mais également sur les QDs vieillis en mimant une dégradation environnementale

(précipités aprés vieillissement accéléré en enceinte climatique).

Cette these se décompose donc en trois parties, la premiére décrivant le processus de
dégradation des QDs lors de I’exposition aux UV dans des conditions environnementales, la
seconde, plus méthodologique, sur le développement de nouveaux tests de criblages a moyen
débit en toxicologie, et la troisieme portant sur 1’étude toxicologique des QDs décrits dans la

premiére partie en utilisant notamment les méthodes développées dans la deuxiéme partie.
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1. Les quantum dots d’InZnP
1.1. Synthese

Les QDs étudiés ont été synthétisés au CEA de Grenoble par Karl David Wegner dans
1I’équipe de Peter Reiss (IRIG/SyMMES/STEP). Ces synthéses ne font pas partie du travail de
thése, ¢’est pourquoi ce paragraphe ne les décrira pas en détail. Cependant, elles ont fait I’objet
d’une publication ou le protocole de synthese est décrit [1]. Succinctement, il s’agit d’une
syntheése, en milieu organique, d’un cceur de phosphure d’indium enrichi en zinc (InZnP) sur
lequel une ou deux coquilles sont successivement déposées. La premiére, identique dans les
trois types de QDs étudies, est composée de zinc, de sélénium et de soufre (Zn(Se,S)). Plus
précisément, les ¢éléments de cette derniere s’organisent sous forme d’un gradient ou le zinc et
le sélénium, qui se lient plus facilement au cceur, sont progressivement substitués au cours de
la synthése par du zinc et du soufre. Ainsi, les QDs constitués d’un cceur InZnP recouvert d’une
coquille Zn(Se,S) sont dénommés « Gradient shell ». Dans les deux autres types de QDs, cette
coquille gradient est recouverte par une seconde coquille constituée de zinc et de soufre (ZnS).
Ce qui différencie ces derniers est 1’épaisseur de leur coquille de ZnS qui peut étre soit fine et
dans ce cas les QDs sont dénommeés « Thin shell », soit épaisse et les QDs sont dénommés
« Thick shell ». Tous les QDs sont purifiés par précipitation dans un mélange
méthanol/chloroforme et acétone puis redispersés dans du chloroforme avant d’étre stockés
dans de I’hexane a température ambiante dans le noir (Figure 23). Dans ces conditions, ils sont
stables 2-3 ans mais leur stabilit¢ dépend du nombre d’ouverture des flacons puisqu’ils

s’oxydent progressivement a 1’air ambiant.

Figure 23 : Photos des solutions stocks des QDs synthétisés en phase organique sous éclairage classique
(A) et sous éclairage UV (B).
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1.2. Transfert en phase aqueuse

Pour pouvoir utiliser les quantum dots avec des milieux biologiques, il faut les transférer
dans un solvant hydrophile et non toxique. Le type de transfert qui a été choisi est le transfert
en phase aqueuse par échange de ligand en utilisant la D-penicillamine (D-pen). Pour cela,
I’expérience est réalisée sous atmosphére inerte, en préparant tout d’abord 1 mL de solution a
0,2 M de D-pen (environ 30 mg) dans de 1’eau purifiée (systeme Milli-Q) dégazée a I’argon
(Ar) pendant 5 min. Apres avoir dégazé a nouveau pendant 1 min la solution de D-pen, 200 pL
de TCEP (Chlorhydrate de tris(2-carboxyéthyl)phosphine, solution & 0,5 M) sont ajoutés pour
faciliter le transfert et éviter la formation de ponts disulfures. La solution est alors dégazée 1
min puis le pH est ajusté a 9 par ajout d’hydroxyde de tétraméthylammonium (en solution a 25
% dans du méthanol). Aprés un bref dégazage, 600 pL de cette solution sont ajoutés a 1 mL de
QDs dilués dans du chloroforme (de maniere a obtenir une concentration finale de QDs
d’environ 3-5 uM), puis ces solutions sont a nouveau dégazées pendant 1 min. Un mélange
biphasique est ainsi obtenu avec les QDs dilués dans le chloroforme qui se trouvent dans la
phase inférieure et la solution aqueuse de D-pen dans la phase supérieure (Figure 24A). Le
transfert des QDs vers la phase aqueuse (D-pen) est réalisée via une agitation magnétique forte
pendant 2 heures a température ambiante. Une fois transférés, les QDs sont centrifugés pendant
1 min a 4300 x g pour bien séparer les deux phases. La phase aqueuse (sur le dessus) contenant
désormais les QDs (Figure 24B) est récupérée et purifiée pour éliminer I’exces de ligand. Cette
purification est réalisée en chromatographie par exclusion stérique sur des colonnes de silice de
5 mL (colonnes NAP 10™ préparées avec Sephadex™ G-25 DNA Grade, GE Healthcare). Ces
derniéres sont équilibrées, puis les QDs sont élués par gravité avec du tampon phosphate salin
(PBS 1X). Les solutions sont ensuite stockées & 4 °C a I’abri de la lumiére et sont stables durant

4 a 6 mois en fonction de la fréquence d’ouverture des flacons.
Al 8]
<

Figure 24 : Photos des QDs avant et apres transfert en phase aqueuse. Au cours de ’agitation, ils sont
transférés de la phase organique en bas (A) vers la phase aqueuse en haut (B).
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2. Vieillissement et caractérisation physico-chimique des QDs

2.1. Vieillissement accéléré en enceinte climatique

Pour tester la résistance des QDs a la photodégradation, un vieillissement accéléré est
réalisé dans une enceinte climatique, au CEA de Grenoble, sur la plateforme Hybriden rattachée
a I’équipe IRIG/SyMMES/STEP. L’enceinte utilisée est le modéle Q-SUN Xe-1 (de chez
Q-LAB), équipé d’une lampe a arc au xénon lui permettant de reproduire le spectre complet du
soleil, et plus précisément, I’équivalent d’une irradiation continue sous un soleil en plein été a
midi. Pour cela, les QDs sont dilués avec du PBS, dans un volume final de 2 mL, de maniére a
obtenir une concentration de 1 puM. Chaque solution de QDs est déposée dans une cuve en
quartz avec fermeture par bouchon a vis (cuve de 10 mm x 10 mm avec un trajet optique de 10
mm de chez Hellma). Ces dernieres sont ensuite déposées sur un agitateur magnétique
compatible avec ’enceinte et soumises a I’irradiation solaire pendant 24 heures (Figure 25).
Les parametres de 1’enceinte de vieillissement ont été choisis en accord avec les normes ISO
4892-1 (2016) et 4892-2 (2013) dédiées au vieillissement acceléré de plastiques. Ces normes
décrivent les méthodes d’exposition a des sources lumineuses de laboratoire en général, et plus
spécialement pour les lampes a arc au xénon. Ainsi, pour mimer un ensoleillement continu, la
température est fixée a 40 °C et I’irradiation mesurée a 420 nm est de 1,44 W/m?, en absence
d’humidité. Dans cette expérience, nous souhaitons comparer la résistance des trois types de
QDs au vieillissement en conditions environnementales. Des cinétiques de vieillissement sont
donc réalisées, en exposant les cuves contenant les QDs dans ces conditions de vieillissement
pendant 15 min, 30 min, 45 min, 1 h etc jusqu’a 24 h. A chaque temps de vieillissement, des
mesures photophysiques permettent d’évaluer I’intégrit¢ des QDs, et des échantillons sont
prélevés pour I’analyse future par microscopie €lectronique et par spectroscopie d’absorption

des rayons X.
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Figure 25 : Photo de I’enceinte climatique Q-SUN Xe-1 ainsi que du systéme d’agitation pour irradier
les échantillons.

2.2. Caracteéristiques des QDs apreés synthese

Les QDs ont éte caractérises par Karl David Wegner apres leurs synthéses et font 1’objet
d’une publication présentée dans I’ Annexe 1 [1]. Ainsi, la caractérisation photophysique par les
mesures d’absorbance et de photoluminescence avant transfert en phase aqueuse a été réalisée
en suivant les méthodes présentées dans la sous-partie suivante. Les pics excitoniques des QDs
avant 1’échange de ligand se situent a 522 nm pour les Gradient shell, 518 nm pour les Thin
shell et a 522 nm pour les Thick shell. lls possédent également des maxima de fluorescence
respectifs a 564 nm, 556 nm et 555 nm (Figure 26). Les concentrations des solutions stocks de
QDs en suspension dans 1’hexane (avant transfert), sont de 55,41 uM pour les Gradient shell,
de 58,5 UM pour les Thin shell et 62,5 UM pour les Thick shell.
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Figure 26 : Caractérisation photophysique des QDs avant fonctionnalisation. Spectres d’absorption en
A et d’émission en B pour les différents QDs (ZnSeS = Gradient shell, ZnSeS/ZnS thin = Thin shell et
ZnSeS/ZnS thick = Thick shell). Résultats extraits de la publication [1].

Les caractérisations chimiques et structurales de ces QDs avant fonctionnalisation ont
été réalisées par spectroscopie photoélectronique X (XPS) ainsi que par spectroscopie de rayons
X a dispersion d'énergie associée a la microscopie électronique en transmission (MET-EDX).
Les résultats de I’analyse EDX (Figure 27), montrent la composition atomique des trois types
de QDs. Ainsi, ils possédent tous les trois la méme proportion d’In et de P ce qui démontre la
similarité des ceeurs. Cependant, la quantité de sélénium qui devrait étre identique, puisque les
trois types de QDs possédent la méme premicre coquille autour du cceur, est quelque peu
inférieure pour les Gradient shell. Cela peut étre expliqué par le fait que dans les Gradient shell,
le Se se trouve proche de la surface du nanocristal, puisqu’il est recouvert d’une couche trés
fine de ZnS, et peut donc étre facilement échangé par du soufre en surface. L’augmentation
croissante du nombre d’atomes de zinc et de soufre (en proportions équivalentes) par
I’augmentation du nombre de coquilles sur le QDs est également démontrée dans ces résultats.
Dans les Gradient shell, il y a environ 2 fois plus d’atomes de Zn et de S que d’In et de P. Dans
les Thin shell il y en a environ 4,5 fois plus, et dans les Thick shell environ 8,5 fois plus. La
difference majeure entre les trois types de QDs est bien la variation de la quantité de zinc et de
soufre qui est augmentée par 1’ajout d’une coquille supplémentaire et par 1’épaisseur de cette

derniére (Figure 27).
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Figure 27 : Caractérisation chimique des QDs via des mesures EDX. Ces résultats représentent la
composition atomique des QDs, normalisée sur 1’indium (ZnSeS = Gradient shell, ZnSeS/ZnS thin =
Thin shell et ZnSeS/ZnS thick = Thick shell). Résultats extraits de la publication [1].

En ce qui concerne la taille des QDs, la mesure du diamétre hydrodynamique par la
méthode de diffusion dynamique de la lumiere (DLS) ainsi que par microscopie électronique
en transmission (MET) ont montré que les QDs transférés en solution agueuse mesurent environ
4 a 6 nm, selon I’épaisseur de la coquille (avec un cceur d’environ 2,67 nm), et ne forment pas

d’agrégats ni d’agglomérats (Figure 28).
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Figure 28 : Détermination de la taille des QDs ainsi que leur état d’agrégation et d’agglomération dans

le PBS. A gauche la mesure de DLS (ZnSeS = Gradient shell, ZnSeS/ZnS thin = Thin shell et ZnSeS/ZnS

thick = Thick shell) et a droite I’imagerie TEM (Gradient shell en A, Thin shell en B et Thick shell en

C). Résultats extraits de la publication [1].
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2.3. Mesures d’absorbance en spectroscopie UV-visible (UV-vis) et de

photoluminescence (PL)

Ces mesures sont systématiques aprés chaque transfert en phase aqueuse pour calculer
la concentration des QDs en solution et vérifier leur intégrité. Elles sont également réalisées au
cours du vieillissement en enceinte climatique pour pouvoir suivre 1’évolution des propriétés

photophysiques, qui reflétent 1’intégrité, ou au contraire la dégradation des QDs.

En ce qui concerne le calcul de la concentration aprés les transferts, des mesures
d’absorbance UV-vis sont effectuées sur un spectrophotometre Hewlett Packard 8452A.
L’absorbance est mesurée sur une gamme située entre 200 nm et 800 nm. Les spectres sont
normalisés en soustrayant les valeurs du « blanc » mesuré sur une cuve remplie d’eau, puisque
les QDs transférés sont dilués au 1/10°™ dans de 1’eau pour cette mesure. L’épaulement ainsi
que le pic excitonique de ces spectres sont situés entre 500 nm et 550 nm. La concentration est
ensuite calculée selon la loi de Beer-Lambert a savoir : A = ¢.l.c, avec « A » correspondant a
I’absorbance (a.u.), « € » au coefficient d’extinction molaire (constante), « | » au trajet optique

(cm) et « ¢ » a la concentration de la substance (mol/L).

Pour vérifier I’intégrité des QDs transférés, des mesures de PL sont effectuées sur un
spectrophotomeétre Fluorolog FL3-22 (Horiba-Jobin Yvon). Les échantillons sont excités a
380 nm et leur émission est mesurée entre 400 et 740 nm. Le pic d’émission des QDs est situé
entre 550 nm et 600 nm. La dégradation de ces derniers entraine une diminution, voir une

disparition des pics excitoniques en absorbance et d’émissions en photoluminescence.

Pour les mesures concernant la cinétique de vieillissement, d’autres spectrometres sont
utilisés, sur la plateforme BIOMADE (BIOhybrid MAterial Design Engineering) gérée par
I’équipe IRIG/SyMMES/CREAB au CEA de Grenoble, sur lesquels les mémes parametres sont
mesurés. Les mesures d’absorbance UV-vis sont alors effectuées sur un spectrophotomeétre
Agilent Cary 100. Les mesures de fluorescence sont, quant a elles, réalisées sur un
spectrofluorimétre NanoDrop™ 3300. Pour chaque temps de vieillissement, les cuves sont
retirées de 1’enceinte climatique et placées directement dans le spectrophotométre UV-vis sous
agitation, puis un spectre d’absorption est enregistré. Apres ces mesures, les cuves sont ouvertes
rapidement et 2 uL de chaque solution sont prélevés et déposés sur le spectrofluorimétre
NanoDrop™ 3300 pour enregistrer un spectre de fluorescence. Les cuves sont ensuite
photographiées puis remises dans 1’enceinte de vieillissement pour la suite du vieillissement.

Une cuve contrdle contenant seulement du PBS est également vieillie dans 1’enceinte climatique
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et sert de « blanc » pour les mesures. Celles-ci sont effectuées a T = 0 min, 15 min, 30 min, 45
min, 1h, 1 h 30,2 h, 4 h, 6 h, et 24 h.

2.4. Spectroscopie d'absorption des rayons X (XAS)

Cette technique repose sur I’utilisation de 1’énergie des rayons X produits par des
synchrotrons et permet des caractérisations chimiques et physiques au niveau atomique. Des
électrons en mouvement constant dans I'anneau a une vitesse proche de celle de la lumiére sont
déviés par un champ magnétique, induisant I'émission d'un faisceau de photons a spectre large
dit polychromatique. Lors d'expériences, ce faisceau est envoyé vers une ligne de mesure, puis
ses caractéristiques sont modifiées (largeur, divergence) a I'aide de miroirs ainsi que de fentes
et la gamme d'énergie souhaitée est sélectionnée grace a un monochromateur. Une fois calibré
pour un élément, le faisceau vient frapper I'échantillon générant un rayonnement incident qui
varie en fonction de la composition de I’échantillon. Ces variations sont alors enregistrées par
un détecteur puis retranscrites informatiquement sous forme de différents spectres qui peuvent
renseigner sur la coordination et 1’état d’oxydation de I’élément ciblé, les atomes environnants
ainsi que les distances interatomiques. Pour ces travaux, les analyses sont réalisées sur la ligne
de lumiére FAME (BM30B) a I’ESRF pour European Synchrotron Radiation Facility
(Grenoble, France), avec I’aide de Olivier Proux, ainsi que sur la ligne de lumi¢re SAMBA au
synchrotron SOLEIL pour Optimized Light Source of Intermediate Energy to LURE, (Saclay,

France), avec 1’aide de Gautier Landrot.

La ligne FAME (BM30B) est équipée d’un monochromateur avec deux cristaux en
silicium (220), permettant de sélectionner une gamme d’énergie autour du seuil de 1’élément
ciblé, associé a des miroirs et des fentes micrométriques pour focaliser le faisceau d’énergie
(Figure 29). Un cryostat a hélium permet d’étudier des échantillons congelés, limitant ainsi les
dommages induits par I’irradiation. Enfin, un détecteur a fluorescence solide hautement résolu
en énergie, de type Canberra Germanium 30 éléments, est utilisé, permettant I’analyse
d’échantillons dilués. Le temps d’acquisition des données est d’environ 45 min par spectre [2],
[3]. La ligne SAMBA posséde globalement les mémes paramétres que FAME, a I’exception du
détecteur (Canberra, Germanium 35 éléments) et du temps d’acquisition beaucoup plus court,

d’environ 5 min par spectre [4].

88



Chapitre 2 : Matériel et Méthodes

Cabine optique
Cabine d'expérience

Lumiére synchrotron

Station de travail
Monochromateur
Canb
b manos hromateur

i “_IJI'.IFI":'S-L'I:"I"ICE' 3 ieadn i 1 1™ mirale
aliba % .- = [ ———
I, I, L

échantillon

Figure 29 : Schéma du fonctionnement des lignes FAME et SAMBA. Schéma extrait de la thése [5].

Pour la préparation des échantillons, les solutions de QDs sont prélevéees aux différents
temps de vieillissement. Le vieillissement en enceinte climatique entraine la précipitation des
QDs, comme il sera décrit dans le chapitre 3. Les QDs sont brievement centrifugés et concentrés
en retirant la majeure partie du surnageant (seuls 200 uL sur les 2 mL de départ sont conservés).
Les QDs non vieillis sont quant a eux prélevés juste apres transfert, leur concentration est donc
d’environ 3-5 uM, en solution dans du PBS. Pour I’analyse, environ 100 uL de chaque QD,
dilué avec 20 % de glycérol, sont déposés sur le porte-échantillon dédié qui est directement

plongé dans I'azote liquide pour étre congelé.

La spéciation de I’In, du Zn et du Se est ensuite analysée par XAS, aux seuils K de ces
trois éléments (respectivement 27940 eV, 9659 eV et 12658 eV). Les analyses sont effectuées
en mode fluorescence car les échantillons sont peu concentrés. Les références, quant a elles,
sont plus concentrées et sont analysées en mode transmission. Pour préserver au maximum les
échantillons, les mesures sont effectuées entre 15-20 K. Environ 5 scans par échantillons sur
FAME et 10 a 40 sur SAMBA sont nécessaires pour exploiter correctement les données. Ces

valeurs dépendent du seuil utilisé et de la concentration des échantillons.

Le traitement des données est effectué en collaboration avec Géraldine Sarret

(CNRS/UGA/ISTerre). Les spectres obtenus sont sommés pour n’obtenir qu’un spectre par
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échantillon, puis normalisés grace au logiciel ATHENA [6]. La partie XANES des spectres
obtenus est comparée avec celles des spectres des références par la méthode de combinaison
linéaire (LCF ou linear combination fitting) pour connaitre le degré d’oxydation et la proportion
de chaque espéce dans 1’échantillon. La partie EXAFS est, quant a elle, analysée avec le logiciel
ARTEMIS qui permet de déduire I’environnement de 1’¢lément ciblé (atomes voisins et leurs

distances) [6]. Ces données sont traitées par simulation des couches atomiques ou shell fitting.

2.5. Microscopie électronique en transmission a balayage (STEM)
associée a une analyse par spectroscopie de rayons X a dispersion
d’énergie (EDX)

La structure des QDs vieillis a été caractérisée grace a la techniqgue STEM-EDX. Les
échantillons sont préparés en déposant une goutte de solution de QDs, apres échange de ligand
ou apres vieillissement, sur une grille de MET en cuivre recouverte d’un film de carbone
(lacey). Aprés 5 min, les grilles sont rincées trois fois de suite avec une goutte d’eau purifiée
(syteme Milli-Q), puis elles sont séchées a I’air libre quelques heures dans une boite sur la
paillasse et conservées dans I'obscurité. Avant lI'analyse, les échantillons sont recouverts d’une
fine couche de carbone, ce qui améliore leur conductivité et les rend plus stables sous faisceau,
puis ils sont imagés par STEM a I’aide d’un détecteur annulaire & fond noir & angle élevé
(HAADF). En parallele, une analyse par EDX permet de renseigner la composition chimique
des régions d'intéréts. Le microscope utilisé est un FEI/Tecnai OSIRIS fonctionnant a 200 kV.
Ces analyses ont été réalisées en collaboration avec Pierre-Henri Jouneau sur la plateforme de
nanocaractérisation (PFNC) du CEA de Grenoble (IRIG/MEM/LEMMA).

3. Modeéles cellulaires

3.1. Les kératinocytes primaires humains mammaires (HKPM)

Isolement des HKPM de 1’épiderme

Les cellules utilisées sont isolées a partir d’explants chirurgicaux de peaux provenant de
restrictions mammaires de donneuses saines, grace a une collaboration avec le Centre
Hospitalier Universitaire (CHU) de Grenoble. Ces prélevements ainsi que les expériences
effectuées sont en accord avec les directives et reglementations en vigueur, notamment les
articles L1245-2 et L1211-2 sur le consentement obligatoire des donneurs et l'utilisation des

déchets chirurgicaux a des fins scientifiques (Loi n°® 2004-800 du 6 ao(t 2004 relative a la
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bioéthique). Pour limiter la variabilité interindividuelle, les biopsies sont sélectionnées en
fonction de I’age et du phototype des donneurs. Le profil des donneurs sélectionnés correspond
dans le cas de cette thése a des femmes jeunes (entre 15 et 30 ans), car leurs cellules se divisent
plus vite et possédent peu de dommages liés au vieillissement de la peau. Les phototypes | et 11
sur I’échelle de Fitzpatrick sont sélectionnés, les peaux claires étant plus fines et donc

potentiellement plus sensibles aux agents toxiques.

La méthode d’isolement des HKPM s’inspire de protocoles recenses dans la littérature
[7], [8]. Ainsi, la biopsie de peau est récupérée et traitée dans les heures qui suivent 1’opération
si celle-ci a lieu le matin. Lorsque 1’opération a lieu en fin de journée, la peau est conservée a
4 °C et traitée le lendemain matin. Elle est tout d’abord désinfectée par immersion dans du PBS
contenant 0,4 % de Bétadine pendant 15 min a température ambiante, puis transférée dans du
PBS contenant 10 % d’antibiotiques (pénicilline a 5 000 U/ml et streptomycine a 5 000 pg/mL,
Thermo Fisher Scientific). L’exceés de graisse est enlevé a 1’aide d’un scalpel puis la peau est
découpée en petits morceaux et placée dans une solution de dispase a 10 mg/mL (Thermo Fisher
Scientific) pendant 3 h a 37 °C ou sur la nuit a 4 °C. Aprés cette incubation, 1’épiderme se
détache facilement du derme. Il est donc récolté a I’aide de pinces puis déposé dans un tube
rempli de 15 mL de trypsine-EDTA (0,5 g/L trypsine, 0,2 g/L EDTA, Thermo Fisher
Scientific). Ce tube est placé au bain marie a 37 °C et vortexé toutes les 2 min pendant 6 min
afin de dissocier les différents éléments de 1’épiderme. Les cellules sont alors filtrées a travers
un tamis cellulaire de 70 pm puis I’action de la trypsine est stoppée par ajout de PBS contenant
10 % de sérum de veau feetal (SVF). Afin de retirer la trypsine, le tube est centrifugé pendant
10 min & 470 x g. Le surnageant est retiré puis le culot cellulaire est remis en suspension dans
un milieu sélectif, le K-SFM pour keratinocytes serum free medium, supplémenté de 0,9 ng/mL
de facteur de croissance épidermique (EGF) et de 25 pg/mL d’extrait hypophysaire bovin (BPE)
(kit 17005075, Thermo Fisher Scientific). Par ailleurs, le milieu de culture est également
supplémenté¢ avec 50 ug/mL de Primocin (50 mg/mL, InvivoGen). Il s’agit d’un agent
antimicrobien spécifique aux culture primaires, actif contre les bactéries, les champignons et
les mycoplasmes. Le milieu K-SFM supplémenté, comme décrit ci-dessus, sera également
appelé « milieu complet » dans la suite du manuscrit. Les cellules sont transferées dans des
flasques de 175 cm? (Falcon) a une densité d’environ 5 x 106 cellules dans 30 mL de milieu.
Les cellules sont cultivées dans un incubateur a 37 °C en atmosphére humide avec 5 % de COz.
Leur milieu est changé tous les 2-3 jours jusqu’a ce qu’elles atteignent une confluence d’environ

70-80 % (la vitesse de prolifération dépend du donneur).
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Congélation et décongélation des HKPM

Lorsque les HKPM arrivent a confluence, le milieu de culture est retiré et les cellules
sont rincées a 1’aide de PBS. Les cellules sont ensuite décollées des flasques par ajout de 4 mL
de trypsine-EDTA par flasque, et placées dans I’incubateur pendant 10 min. La trypsine est
ensuite inactivée par 6 mL de PBS contenant 10 % de SVF puis les cellules sont comptées.
Aprés centrifugation pendant 7 min a 470 x g, les culots sont repris dans le milieu de
congélation (SVF contenant 10 % de diméthylsulfoxyde (DMSQ)) & une densité de 2 x 10°
cellules par mL. Ils sont ensuite congelés dans des cryotubes (1 mL/tube) et placés dans des
boites de congélation pour cryoconservation pendant 24 h a -80 °C avant d’étre stockés
directement dans 1’azote liquide. Pour la décongélation, les tubes sont plongés quelques minutes
dans le bain marie a 37 °C puis dilués dans du K-SFM complet. Apres centrifugation (7 min a
470 x g), le milieu de congélation est retiré et les cellules sont mises en suspension dans du
K-SFM complet puis ensemencées a 2 x 10° de cellules par flasques de 75 cm? dans un volume
total de 15 mL/flasque.

Culture des HKPM

Les cellules sont cultivées dans des flasques de 75 cm? (Falcon) avec du milieu K-SFM
complet. Le milieu est changé trois fois par semaine (tous les 2-3 jours). Lorsqu’elles atteignent
70-80 % de confluence, elles subissent un passage. Comme pour la congélation, elles sont
décollées du support a 1’aide de 2 mL de trypsine-EDTA par flasque puis placées dans
I’incubateur pendant 7 a 10 min. Aprés ajout de 8 mL de PBS contenant 10 % de SVF pour
inactiver la trypsine, elles sont centrifugées (7 min a 470 x g), puis reprisent dans du K-SFM
complet. Ensuite elles sont comptées a 1’aide d’un compteur automatique aprés marquage au
bleu de trypan pour vérifier leur viabilité, puis réensemencées a 1,5 x 10° cellules par flasque.
Le temps entre deux passages varie en fonction des donneurs et les cellules ne sont utilisées que

lors des trois premiers passages.

Pour les différentes expériences, les HKPM sont ensemencés a environ 60 000
cellules/cm? (plus ou moins selon la vitesse de division cellulaire des donneurs) dans les
supports appropriés tels que les flasques de 75 cm? et des plaques multi-puits (12 ou 96 puits,
Falcon) ainsi que des lames en verre dotées de 4 chambres de culture (LAB-TEK). Seules les
experiences de criblage a haut contenu par microscopie automatisee (HCS ou HCA) qui
nécessitent un faible ensemencement cellulaire, sont ensemencées a environ 30 000

cellules/cm? dans des plaques 96 puits noires a fond plat, fin et transparent (Falcon 353219).
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Test des mycoplasmes

La méthode de détection des mycoplasmes utilisée est la coloration au 4',6-diamidino-
2-phénylindole (DAPI) [9]. Elle est effectuée sur les HKPM de chaque donneur apres
décongélation. Pour cela, les cellules sont ensemencées a faible densité (30 000 cellules/cm?)
dans une boite de Petri de 11,7 cm? ol ont été déposées au préalable deux lamelles de
microscopie en verre. Les cellules sont ensuite fixées deux jours plus tard pendant 20 min dans
une solution de paraformaldéhyde (PFA) a 4 % dans du PBS, rincées avec du PBS puis colorées
a I’aide de DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole) a 1 pg/mL (dans du PBS), pendant 15 min.
Apres de nouveaux ringages au PBS, les lamelles sont retirées de la boite et montées sur des
lames de microscopie standard a 1’aide d’une goutte de milieu de montage (Mowiol, Sigma-
Aldrich). L’observation est ensuite réalisée sur un microscope a épifluorescence (Axio Imager

Al, Zeiss). Les HKPM utilisés pour ces travaux n’ont pas présenté de contamination.

3.2. Les modalités d’expositions des HKPM aux QDs

Apreés transfert en solution aqueuse par échange de ligand, les QDs sont en solution dans
du PBS a une concentration de I’ordre de quelques uM. Pour I’exposition des HKPM, les QDs
sont dilués dans le milieu K-SFM complet, a des concentrations finales allant de 3,125 nM a
100 nM, puis déposes sur les cellules, qui sont exposées généralement pendant 24 h (Figure
30).

SR R RN Ol 0 B

— 7 24n —— 3 24h %W
R _ Tt s —

Ensemencement des Exposition aux QDs Tests et/ou récolte
kératinocytes primaires humains des cellules

Figure 30 : Protocole d’exposition des HKPM aux QDs.
3.3. L’observation des HKPM en MET-EDX
Des cellules exposées aux QDs (vieillis et non vieillis) ainsi que des cellules non traitées
ont été observées en MET pour mettre en évidence 1’accumulation et la répartition

intracellulaire des QDs. Ces expériences ont été réalisées sur la plateforme MET de 1’Institut

de Biologie Structurale (IBS, Grenoble) en collaboration avec Benoit Gallet et Christine
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Moriscot. Les cellules (HKPM 144) sont ensemencées dans des chambres de culture sur lame
en verre (LAB-TEK 4 chambres) a une densité de 120 000 cellules par chambre puis exposées
aux QDs 24 h plus tard. Apres 24 h d’exposition aux différents QDs, les cellules sont rincées
avec du tampon PHEM 0,1 M a pH 7 composé de PIPES 30 mM, HEPES 12,5 mM, MgCl»
5mM et EGTA 1 mM. Elles sont ensuite fixées pendant 30 min a température ambiante avec
4 % de PFA et 0,4 % de glutaraldéhyde préparé dans du PHEM 0,2 M auquel a été ajouté du
milieu de culture (v/v). La fixation se poursuit pendant 30 min supplémentaires a température
ambiante dans 2 % de PFA et 0,2 % de glutaraldéhyde dans 0,1 M de PHEM. Les cellules sont
ensuite rincées trois fois dans 0,1 M de PHEM et sont post-fixées dans 1 % de tétroxyde
d'osmium (OsOg) et 1,5 % de ferrocyanure de potassium (KsFe(CN)g) dans du tampon PHEM
0,1 M pendant 1 h a température ambiante. Ces étapes sont suivies de 3 rincages a I'eau, puis
d’une coloration des échantillons avec 0,5 % d'acétate d'uranyle dans 30 % d'éthanol pendant
30 minutes a température ambiante, a 1’abri de la lumiére. Les cellules fixées et colorées sont
ensuite déshydratées dans un gradient d’éthanol puis imprégnées de résine EPON™. Des
coupes ultrafines sont alors réalisées (80 nm) a I’aide de I’ultra-microtome Leica UC7 et
collectées sur grilles de cuivre recouvertes de Formvar carbone. Les coupes sont observées, par
Christine Moriscot, sur un MET (Tecnai G2 Spirit BioTwin (FEI) équipé d’une caméra CCD
ORIUS SC1000 (Gatan)), fonctionnant @ 120 kV. L’analyse EDX de ces coupes est réalisée en
collaboration avec Pierre-Henry Jouneau sur le microscope précedemment décrit dans ce

chapitre (cf. partie 2.5).

4. Caractérisation des effets toxiques des QDs sur les HKPM

4.1. Evaluation de la cytotoxicité
4.1.1. Mesure de ’activité métabolique : test WST-1

Le test WST-1 est choisi car les tests réalises montrent que ce réactif n’interfére pas
avec les QDs. Les résultats seront présentés dans le chapitre 5. Il s’agit d’un test colorimétrique
qui permet d’évaluer la viabilité cellulaire. Son principe repose sur le sel de tétrazolium WST-1
(4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonate), que les
déshydrogénases cellulaires réduisent en formazan avec pour conséquence un changement de
couleur. Plus précisément, cette reaction fait intervenir la succinate désydrogénase, spécifique
de la chaine respiratoire mitochondriale, qui est active dans les cellules dont le métabolisme est

intact. Une mesure d’absorbance a 450 nm permet alors de quantifier le formazan dont la
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concentration est proportionnelle a I’activité mitochondriale et, par extension, a la viabilité

cellulaire.

Ainsi, apres avoir ensemence des plaques 96 puits, les cellules sont exposées aux
différentes suspensions de QDs pendant 24 h. Le contrdle positif utilisé est une solution de
nanoparticules de polystyrene dont la surface est fonctionnalisée par des amines (PSNHo,
Sigma-Aldrich) a 100 pg/mL, dont la cytotoxicité est avérée [10]. A la suite de cette exposition,
les QDs sont retirés et les cellules sont rincées avec du PBS, puis 100 pL de WST-1 (Roche),
au 1/10°™ dans du milieu de culture non supplémenté, sont ajoutés dans chaque puit. Les
plaques sont ensuite placées dans 1’incubateur a 37 °C pendant 1 h 30, puis 1’absorbance est
mesurée a 450 nm et 650 nm avec un spectrofluorimetre (Spectramax M2, Molecular Device).
Pour I’analyse, 1’absorbance a 650 nm, reflétant le bruit de fond de la mesure, est soustraite a

celle a 450 nm.

Les expériences sont réalisées au moins trois fois indépendamment avec des cellules de
donneurs différents (une expérience par donneur) et, pour chacune de ces expériences, cing
réplicats par condition sont réalisés. Pour évaluer I’interférence optique des QDs avec le test,
apres exposition au WST-1, les plaques sont centrifugées pendant 5 min a 50 x g, puis le
surnageant est transféré dans une nouvelle plaque 96 puits et I’absorbance est mesurée et
comparée a celle obtenue sans 1’étape de centrifugation. Si les absorbances sont comparables,
alors les QDs n’interférent pas dans la lecture. En revanche, si les QDs interferent, les
absorbances mesurées dans les deux conditions seront différentes. Dans un deuxiéme temps,
pour vérifier qu’il n’y ait pas d’interférence chimique entre le réactif et les QDs, un autre test
est réalisé en mélangeant la solution de WST-1 avec les plus fortes concentrations en QDs dans
des puits sans cellule. Si la solution ne se colore pas, c’est qu’il n’y a pas d’interférence entre
les composeés. En revanche, si la solution se colore en I’absence de cellules, cela signifie que

les solutions de QDs réagissent avec le WST-1.
4.1.2. Mesure de ’intégrité membranaire : test LDH

De la méme maniere que pour le WST-1, le test d’activité de la LDH (Lactate
déshydrogénase) est sélectionné car il ne présente pas d’interférence avec les QDs (cf. chapitre
5). 1l s’agit également d’un test colorimétrique qui permet d’évaluer la viabilité cellulaire par
le biais de la mesure de 1’intégrité membranaire, qui est un autre paramétre affecté lorsque la
viabilité cellulaire diminue. L’emploi de ces deux tests complémentaires permet d’assurer la

robustesse des conclusions. La LDH est une oxydoréductase intracellulaire qui catalyse
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I’oxydation du lactate en pyruvate en réagissant avec NAD™ et inversement, qui réduit le
pyruvate en lactate grace a NADH. Lorsque la membrane des cellules est Iésée, elle devient
perméable et libére les LDH dans le milieu environnant. Le principe de ce test est de quantifier
les LDH libérées dans le milieu aprés exposition a des agents toxiques. Pour cela, du NAD*
(dans le kit Sigma-Aldrich il s’agit du « co-facteur ») est ajouté et converti en NADH a I’aide
d’agents de transferts d’électrons (dans le kit Sigma-Aldrich, il s’agit du « tampon »). Le
NADH formé catalyse alors 1’oxydation des sels de tétrazolium présents dans le mélange
réactionnel (dans le kit Sigma-Aldrich, il s’agit du « substrat ») en formazan, ce qui permet

d’obtenir une solution qui absorbe a 490 nm.

Pour cela, aprées avoir ensemencées et exposées les cellules de la méme fagon que pour
le test WST-1 (avec le méme contrdle positif), 50 uL de surnageant sont préleves de chaque
puits et transférés dans une nouvelle plaque 96 puits. Un volume de 100 pL d’un mélange de
réactifs composé, a volume équivalent, de substrat, de co-facteur et de tampon (LDH assay Kit,
Sigma-Aldrich) est ajouté a chaque surnageant. Les plaques sont incubées pendant 30 min a
température ambiante a I’abri de la lumicre, puis la réaction est stoppée par ajout de 10 pL
d’acide chlorhydrique (HCI, 1 M) par puits. L’absorbance est mesurée a 490 nm et 690 nm sur
le Spectramax M2 utilisé également pour le WST-1, puis 1’absorbance a 690 nm est soustraite
acelle a 490 nm. Ces expériences sont également réalisées au moins trois fois indépendamment
avec des cellules de donneurs différents et, pour chacune de ces expériences, cing réplicats par
condition sont réalisés. L’ajout du mélange réactionnel dans des puits remplis de QDs dilués
dans du milieu de culture aux plus fortes concentrations permet de Vvérifier que les QDs
n’interférent pas dans la réaction chimique du test LDH. En effet, comme décrit précédemment
pour le WST-1, I’absence de coloration dans ces contrdles traduit une absence d’interférence

entre les réactifs et les QDs.
4.1.3. Comptage des noyaux : marquage Hoechst 33342

Un des objectifs de ce travail a été de mettre en place des méthodes de criblage a haut
débit des effets toxiques des QDs. Dans ce cadre, nous avons souhaité développer un test
évaluant la cytotoxicité des QDs qui puisse étre couplé au test de génotoxicité par comptage
automatique des foci de 53BP1 (cf. partie 4.2.2), c’est-a-dire, qui puisse étre réalise en parallele
a ce test, sur la méme plaque de cellules. Or, la coloration des noyaux des cellules par marquage
de I’acide désoxyribonucléique (ADN) au Hoechst 33342 est réalisée pour le test 53BP1. Il
permet également d’évaluer le nombre de noyaux cellulaires encore présents apres exposition
aux QDs, et, en le comparant au nombre de noyaux dans les puits de cellules non exposées, il
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permet donc d’avoir une mesure de la cytotoxicité des QDs. Lors de I’immunomarquage 53BP1
(cf. partie 4.2.2), les cellules sont marquees avec du Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) a
0,3 ug/mL pendant 20 min, puis rincées au PBS et stockées dans du PBS contenant 50 % de
glycérol. Le nombre de noyaux présents dans chaque puits est alors décompté grace au
microscope automatique de la plateforme de criblage a haut contenu (Celllnsight CX5, Thermo
Fisher Scientific). Les spectres d’excitation et d’émission (Exmax = 340 nm et Emmax = 460 nm)
du Hoechst 33342 ne se recouvrent pas avec ceux des QDS (EXmax =380 nm et Emmax = 550 nm),
les interférences de mesures sont donc peu probables. En effet, aucune interférence n’a été
observée avec le microscope automatise. Ces expériences ont été réalisées deux fois
indépendamment sur des kératinocytes de donneurs différents, avec 5 réplicats par condition

pour chaque expérience.

4.2. Evaluation de la genotoxicité

4.2.1. Quantification des lésions de ’ADN : test des cometes

Le test des cometes, dans sa version alcaline, permet de détecter la présence de cassures
simple et double-brin de I’ADN ainsi que les sites alkali-labiles. La version modifiée par
incubation avec ’enzyme formamidopyrimidine ADN glycolase (Fpg) permet de révéler
d’autres types de 1ésions de I’ ADN qui sont sensibles a cette enzyme, dont la plus fréquente est
la 8-0x0-2’-désoxyguanosine (8-oxodG). Grace a I’obtention d’un financement par le réseau
européen COST sur le projet hCOMET (CA15132), une collaboration avec le Dr. Amaya
Azqueta Oscoz a été mise en place (Université de Navarre a Pampelune, en Espagne). Cette
collaboration a permis un déplacement de deux semaines pour 1’apprentissage de la méthode
des cometes a moyen débit (2 et 12 gels/lame) [11], [12] alors que précédemment au laboratoire,

la méthode classique (1 gel par lame) était utilisée.

Préparation des échantillons :

Les cellules sont ensemencées pendant 24 h dans des plaques 12 puits puis exposees aux
suspensions de QDs. Des expositions sont également effectuées avec du méthanesulfonate de
méthyle (MMS) a 100 pM pendant 24 h, qui représente un des contrbles positifs de
I’expérience. Les cellules sont ensuite récoltées puis congelées a -80 °C dans 200 pL de tampon
de congélation (4,28 g sucrose, 588 mg citrate de sodium et 2,5 mL DMSO, pH 7,6 ajusté a

I’aide d’acide citrique 0,1 M), a environ 1 million de cellules par mL.
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Préparation des lames :

La veille de I’expérience, des lames sont recouvertes d’une fine couche d’agarose
préparé a 1 % (m/vol) dans du PBS puis séchées quelques heures a I’air libre et stockées. Pour
la préparation des gels, de I’agarose a faible température de fusion est utilisé (low melting point
agarose, Sigma Aldrich, qui est liquide a 37 °C et qui polymérise a température ambiante). Le
jour de I’expérience, les cellules sont décongelées et diluées au 1/10°™ dans des solutions
d’agarose a 1 % (m/vol) dans du PBS maintenues a 37 °C au bain marie. Deux gels de 70 pL
sont deposes sur les lames précédemment décrites puis recouverts de lamelles (20 x 20 mm) et
incubés sur un lit de glace pendant 10 min. Chaque lame correspond a une condition avec deux
réplicats techniques pour les cellules d’un méme donneur. Pour le témoin positif, les lamelles
d’une des lames présentant des cellules non traitées (cette condition est réalisée en double) sont
Otées et 50 pL de H>0; a 50 uM dilué dans du PBS sont déposés sur chacun des deux gels de
la lame gel. Aprés 10 min d’incubation, ces gels sont rincés au PBS trois fois puis toutes les
lamelles sont retirées. La suite du protocole est effectuée a 1’obscurité. Dans la version 12 gels
par lame, le protocole est identique a I’exception pres que les cellules sont 4 fois plus diluées

dans les gels et que le dép6t sur les lames correspond a des gouttes de 5 pL.

Lyse, incubation Fpg et électrophorése :

Les lames sont lysées pendant 1 h a température ambiante, dans un tampon alcalin
(2,5 M de NaCl, 100 mM d’EDTA, 10 mM de Trizma base, pH 10) auquel est ajouté 10 % de
DMSO et 1 % de Triton. Elles sont ensuite rincées trois fois dans du PBS puis incubées pendant
45 mina 37 °C, soitavec 0,05 U/uL d’enzyme Fpg diluée dans son tampon (M0240S, BioLabs),
soit avec le tampon seul. Dans la version 12 gels par lame, I’incubation Fpg se fait a ’aide de
supports a cavités spécifiques (30 pL de Fpg par cavité, a la méme concentration que décrite
précédemment). La réaction est stoppée en déposant a nouveau les lames sur la glace. Les lames
sont alors placées dans une cuve d’électrophorese verticale et recouvertes de tampon de
migration a 4 °C (NaOH a 0,3 M et EDTA a 1 mM). Cette cuve d’¢lectrophorése haut débit
permet de faire migrer 50 lames a la verticale, en une fois, grace a deux supports pouvant
contenir 25 lames qui se glissent directement dans les cuves de lyse, de ringage et
d’¢électrophorese. Ce systéme permet donc de limiter les manipulations des lames (ce qui évite
la perte de gels) et de consommer moins de tampons. Aprés 40 min de stabilisation dans le
tampon de migration, la migration est effectuée pendant 30 min a 1,2 V/cm. A la fin de la

migration, les lames sont rincées deux fois dans du PBS pendant 10 min.

98



Chapitre 2 : Matériel et Méthodes

Analyse :

Pour Dl’analyse, ’ADN est marqué avec du GelRed (41003, Biotium) dilué¢ au
1/10 000°™ dans du PBS. Si des cassures de I’ADN sont présentes, elles se traduisent par une
relaxation de I’ADN qui migrent plus vite dans le gel, ¢’est ce qui forme la queue de la cométe
(Figure 31). L'analyse consiste a enregistrer 50 images de cométes par gel et & collecter le taux
médian d'ADN dans la queue a I'aide d’un microscope a fluorescence relié au logiciel Comet
IV (Perceptive Instruments, Suffolk, UK). L’expérience est réalisée trois fois indépendamment
sur des kératinocytes de différents donneurs, selon les lignes de conduite reconnues par la

communauté [11].

B

Queue de la comeéte
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Figure 31 : Observations de cometes en microscopie a fluorescence. ADN integre de cellules non traitées
dites « controles » (A) ainsi que de I’ADN 1ésé de cellules traitées 24 h au MMS a 100 uM (B).

4.2.2. Quantification des lésions double-brin de PADN : immunomarquage
53BP1 en HCS

Le test 53BP1 permet de marquer spécifiquement les cassures double-brin de I’ADN.
Lors de I’apparition d’une cassure, un complexe de réparation spécifique de cette 1€sion se
forme au site de la cassure, dans le noyau des cellules. Ce complexe est initié par la
phosphorylation de I’histone YH2AX, ce qui entraine une cascade de signalisation comme
I’ubiquitination de la chromatine et induit le recrutement de nombreux médiateurs et protéines.
La protéine 53BP1, pour p53-binding protein 1, est alors recrutée en bout de signalisation par
le complexe de réparation et s’accumule sur la chromatine, autour du site de cassure, jouant un
r6le important dans le mécanisme de réparation NHEJ, pour non-homologous end-joining [13].
Son immunomarquage permet donc de révéler la présence de cassures double-brin de I’ADN,
que 1’on peut alors dénombrer en comptant les spots de fluorescence observés au microscope,

appelés « foci » (Figure 32).
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Figure 32 : Observation des foci de 53BP1 en microscopie automatisée a fluorescence. L’ADN a été
marqué au Hoechst 33342 (bleu) et les foci de 53BP1 ont été immunomarqués avec 1gG Atto 488 (vert).
Clichés de cellules non traitées (A) et traitées 24 h avec 100 uM d’étoposide (B).

Aprés ensemencement dans des plaques 96 puits noires a fond transparent (353219 Falcon), les
cellules sont exposées a 100 pL des différentes solutions de QDs ou a 100 uM d’étoposide, qui
est le contr6le positif de cette expérience. Ensuite, elles sont fixées par ajout de 100 uL de PFA
a 8 % dans du PBS. Apres 30 min d'incubation, les cellules sont lavées (trois fois) avec du PBS
et perméabilisées pendant 15 min avec une solution de PBS contenant 0,2 % de Triton X-100
et 3% d'albumine de sérum bovin (BSA). Apres une nouvelle série de lavages, les sites
aspécifiques sont bloqués par incubation des cellules pendant 15 min avec de la BSA diluée a
3 % dans du PBS. Ensuite, les cellules sont incubées pendant 1 h avec l'anticorps primaire
polyclonal anti-TP53BP1 humain, produit chez le lapin (PAB12506, Abnova) dilué dans du
PBS avec 0,02 % d'azoture de sodium et 3 % de BSA. Puis elles sont & nouveau lavées et
incubées pendant 1 h a l'obscurité avec un anticorps secondaire fluorescent qui n’interfere pas
avec les QDs, un 1gG Atto 633 anti-lapin (Exmax = 629 nm et Emmax = 657 nm) produit chez la
chévre (41176, Sigma-Aldrich) dilué dans du PBS avec 3 % de BSA. L’immunomarquage est
suivi d'une coloration de I'ADN avec du Hoechst 33342 comme décrit précédemment
(cf. partie 4.1.3). Dans les cellules ainsi préparées et stockées dans du PBS contenant 50 % de
glycérol, le nombre de noyaux cellulaires et de foci de 53BP1 par noyau sont comptés avec la
plateforme de criblage Cellinsight CX5 (Figure 33). Cette plateforme est composée d’un
microscope a fluorescence automatisé, capable de lire de nombreux supports rapidement (lames
et plaques multipuits pouvant aller jusqu’a 1 536 puits) et de combiner plusieurs marqueurs
fluorescents au cours d’une méme lecture. Les images de mesures sont alors enregistrées et

I’analyse quantitative des résultats est effectuée par le logiciel HCS Studio 2.0. Ces expériences
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sont réalisées deux fois indépendamment, sur des kératinocytes de donneurs différents, avec 5

réplicats par condition.

Figure 33 : Plateforme de screening a haut débit Celllnsight CX5
(https://www.biocompare.com/12104-Equipment/10618047-Cellinsight-CX5-High-Content-Screening-
HCS-Platform/).

4.3. Quantification des espéces reactives de I’oxygene : H.DCFDA et
DHR-123

La présence de ROS intracellulaire est quantifiée par des mesures de fluorescence en
utilisant les réactifs diacétate de dichlorodihydrofluorescéine 2.7 (H2DCFDA) et
dihydrorhodamine 123 (DHR-123) (Thermo Fisher Scientific). Ainsi, le H-DCFDA est converti
dans le cytosol en molécule fluorescente (dichlorofluorescéine 2°,7° (DCF)), apres le clivage
des fonctions esters par les estérases intracellulaires suivi de 1’oxydation des sites formés par
les ROS, principalement H>O». Son analogue, la DHR-123, est quant a elle oxydée dans le
cytosol en rhodamine 123 fluorescente (R-123) puis stockée dans la mitochondrie (Figure 34).
Dans les deux cas, la fluorescence augmente lors de 1I’accumulation de ROS donc plus elle est

élevée, plus la quantité de ROS générés est importante.

Aprés 24 h d'ensemencement cellulaire dans des plaques 96 puits noires, le milieu de culture
est retiré et remplacé par 100 pL de H:DCFDA a 25 pM ou de DHR 123 a 1 uM (dilués dans
du PBS), puis les plaques sont placées dans 1’incubateur a 37 °C pendant 40 min. Cette étape
permet a la sonde de s’accumuler dans la cellule. Ensuite, les réactifs sont enlevés et les puits
rincés deux fois au PBS, puis les cellules sont exposées aux solutions de QDs (100 uL par
puits). L'hydroperoxyde de tert-butyle (TBHP) a 100 uM et le bromate de potassium (KBrO3)
a 1 mM sont utilisés comme témoins positifs. Une cinétique de mesure de la fluorescence est

effectuée au spectrofluorimetre (Spectramax M2, Molecular Device), directement apres
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exposition aux QDs et apres 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h et 24 h d'exposition. La longueur d’onde
d’excitation est de 480 nm et I’émission est mesurée a 530 nm. La fluorescence obtenue est
ainsi normalisée par rapport aux puits contrles (non exposés aux QDs). Chaque expeérience a
été répétée deux fois indépendamment pour chaque QDs (5 réplicats par condition) sur des
kératinocytes provenant de différents donneurs. Pour vérifier qu’il n’y ait pas d’interférence,
des solutions de QDs de différentes concentrations sont incubées en parallele dans des plaques

noires dépourvues de cellules, avec ou sans réactifs en suivant le protocole décrit ci-dessus.
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Figure 34 : Conversion des réactifs H-DCFDA et 123 DHR par la cellule en composés fluorescents [14].

4.4. Evaluation du protéome

4.4.1. Observation globale : L’analyse protéomique

La protéomique consiste en 1’étude qualitative, quantitative et fonctionnelle des
protéines d’une cellule, a un instant donné et dans une condition donnée. Cette étude a été
réalisée en collaboration avec Thierry Rabilloud (IRIG/CBM/PROMD). La technique utilisee
est la technique ascendante ou Bottom-up, qui permet d’identifier et de quantifier des milliers
de protéines en seulement quelques heures grace aux méthodes de chromatographie liquide et
de spectrométrie de masse. Cette approche a la particularité de caractériser les protéines par le

biais d’entités plus petites, a savoir leurs peptides (500 Da a 3 kDa) qui sont obtenus apres
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digestion enzymatique (trypsine). Ces derniers sont ensuite séparés par chromatographie liquide
(LC), ionisés et analysés par spectrométrie de masse (MS) classique ce qui permet d’obtenir
leur masse ou en tandem (MS/MS), ce qui permet d’obtenir la séquence peptidique. Ces
mesures sont alors comparées a des valeurs théoriques, référencées dans des bases de donnees,
ce qui permet l'identification des peptides puis, par analogie, 1’identification des protéines

correspondantes.

Aprés ensemencement dans des plaques 12 puits et exposition pendant 24 h aux QDs,
les kératinocytes sont récoltés dans des tubes Eppendorf de 2 mL. Pour cette expérience, nous
avons préparé quatre réplicats d’échantillons pour chaque condition. Les protéines cellulaires
sont extraites par lyse des cellules pendant 1 heure a température ambiante dans une solution
contenant, en concentrations finales, 7 M uree, 2 M thiourée, 4 % CHAPS
(cholamidopropyldimethylammonionpropane sulfonate), 15 mM spermine base, 15 mM
spermine tetrahydrochlorure et 5 mM tris(carboxyethyl) phosphine. Le lysat est clarifié par
centrifugation (15000 x g, 15 minutes), le surnageant est récupéré et la concentration en
protéines est mesurée par la méthode de Bradford [15]. Les échantillons sont ensuite inclus par
copolymérisation dans des plots de polyacrylamide [16], ce qui permet de réaliser ensuite les
¢tapes de lavage, de digestion par la trypsine, et d’extraction des peptides qui sont ensuite
analysés par LC-MS/MS. Cette partie du travail a été réalisée par la plateforme de protéomique
de 'université de Strasbourg, qui nous a ensuite fourni la liste des protéines présentes dans

chaque échantillon, ainsi que leur abondance.

Des listes de protéines presentes dans les différents échantillons sont obtenues aprés
analyse. Tout d’abord, des calculs de distances sont effectués pour déterminer la similarité ou,
au contraire, la différence entre deux échantillons biologiques. Pour ces calculs, la distance de
Gower est choisie car elle est normalisée et n’apporte pas plus de poids aux protéines
abondantes. Ces résultats sont ensuite représentés graphiquement grace a des programmes
de clustering, comme PAST, ce qui permet de classer et de visualiser les échantillons en
fonction de leur distance [17]. Ces premiers résultats permettent de formuler des hypothéses

quant a I’effet des QDs et de leur vieillissement sur le pool de protéines cellulaires.

Dans un deuxiéme temps, en fonction des hypothéses formulées et des différences
observées, les protéines mises en jeux ainsi que les voies métaboliques dans lesquelles elles
interviennent sont identifiées. Pour cela, les conditions sont comparées deux a deux via une
analyse statistique, en fonction des hypotheses choisies. Pour connaitre les différences

statistiquement significatives entre la condition A et la condition B, des tests de Student sont
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réalisés sur Excel. Cette étape permet de ne garder que les protéines dont la présence est
statistiquement différente d’une condition a I’autre. Les protéines contenues dans ces nouvelles
listes sont ensuite regroupées par ontologies (termes) grace a la plateforme d’analyse en ligne
DAVID (The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery), qui est basée
sur les stratégies de Gene Ontology (https://david.ncifcrf.gov/) [18], [19]. Pour limiter le risque
d’erreur, les voies ayant un FDR (false discovery rate) inférieur a 10 % sont conservées puis
les protéines regroupées dans chacune de ces voies sont analysées a 1’aide de la base de données
UNIPROT pour connaitre leur fonction dans les voies métaboliques. 1l reste ensuite a valider

les hypotheses découlant de cette analyse par des tests ciblés.
4.4.2. Quantification du niveau d’expression de certains génes : RT-qPCR

La RT-gPCR permet de réaliser une réaction en chaine par polymérase (PCR) a partir
d’un échantillon d’acide ribonucléique messager (ARNm) qui est rétrotranscrit en ADN
complémentaire (ADNc) grace a une transcriptase inverse. L’ADNc est alors amplifié par une
polymérase et quantifié. Cela permet d’observer I’effet de 1’exposition des HKPM aux QDs sur
le niveau d’expression de genes préalablement sélectionnés. Ainsi, les niveaux d'expression de
SOD1, SOD2, GPX1, CAT, HO1, GCLM et P21 sont étudiés pour Vvérifier le niveau de stress
oxydant dans les cellules. MT1, MT2, MTF1, ZnT1, ZnT7, ZIP1 et HSPAG sont observes pour
vérifier 'homéostasie du zinc dans les cellules. Enfin, des marqueurs de I’inflammation sont

recherchés, en particulier les expressions de IL8, IL1p et TNFa.

Extraction d’ARN :

Apres ensemencement dans des plaques 12 puits puis exposition aux QDs, les cellules
sont lavées, récoltées, lysées et 'ARN est extrait en utilisant le kit d’extraction GenEluteTM
mammalian total RNA miniprep (Sigma-Aldrich), selon les instructions du fabricant. Des
mesures sur le spectrofluorimétre NanoDrop™ 3300 permettent de déterminer les
concentrations en ARN obtenues aprés extraction grace a une lecture de I'absorbance a 260 nm.
La pureté de I'ARN est également controlée grace a différents rapports d’absorbance. Les
rapports 260/280 nm témoignant d’une non contamination par des protéines sont compris entre
1,7 et 2,1, et les rapports 260/230 nm témoignant d’une non contamination par des sels et des

solvants sont compris entre 1,8 et 2,2. Les échantillons d’ARN sont congelés et stockés

a-80 °C.
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Rétrotranscription de ’ARN en ADNCc :

L'ADNCc est obtenu grace a une rétrotranscription de I’ARNm par la SuperScript III
Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pour cela, 0,5 pg d’/ARN sont incubés a 70 °C pendant 5
min, en présence de 100 ng/pL de Random Primers (Promega) et d’un mélange de dNTPs a
10 mM (Sigma-Aldrich). Ensuite, les échantillons sont déposés 1 min sur de la glace puis sont
ajoutés 2 L de DDT a 0,1 M, 4 pL de tampon 5X-first Strand Buffer (250 mM de Tris HCI a
pH 8,3 ainsi que 375 mM de KCl et 15 mM de MgCl>) et 1 uL d’inhibiteurs de ribonucléases a
45 U/uL (Sigma-Aldrich). Enfin, 1 uL d’ADN polymérase ARN dépendante (SuperScript 11l
RT a 200 U) est ajouté puis 1’échantillon est homogénéisé et incubé a 50 °C pendant 1 h.
L’enzyme est alors inactivée a 70 °C pendant 15 min. Les échantillons d’ADNc¢ obtenus sont
dilués (20 ng/uL) et stockés a -20 °C.

PCR quantitative :

Conformément aux instructions du fabricant ainsi qu’aux recommandations MIQE [20],
une PCR quantitative avec le systéme de détection PCR en temps réel CFX96, couplé a un
thermocycleur C1000 (Bio-Rad), est effectuée a I'aide du fluorophore SYBR Green SuperMix
(Bio-Rad). Les séquences d'amorces utilisées sont détaillées dans le tableau ci-dessous (Tableau
3). CycloA, GADPH et S18 sont utilisés comme génes de référence. L’efficacité des amorces
est testée au préalable et est égale a 2 + 0,3. Pour chaque puits, 5 uL d’ADNc a 4 ng/uL (ou
une gamme de concentrations pour évaluer I’efficacité des amorces) sont mélangés a un mix
d’amorces et de fluorophore (10 L de SYBR Green, 1 puL d’eau nuclease-free, 2 pL d’amorces
sens a 2 uM et 2 uL d’amorces antisens a 2 puM). Les plaques sont centrifugées 3 min 498 x g
avant d’€tre placées dans I’appareil de PCR. Le profil thermique effectué¢ est de 5 min
d’activation a 95 °C suivi de 40 cycles d’amplification (15 sec a 95 °C puis 20 sec a 55 °C et
40 sec a 72 °C) avec insertion d’une étape de courbe de fusion (1 min a 95 °C puis 30 sec a
55 °C et 30 sec a 95 °C). Cette derniere permet de vérifier la spécificité d’amplification par la
présence d’un pic unique supérieur au seuil de fusion. Pour chaque gene testé, I’expérience est
composeée de trois réplicats biologiques ainsi que deux réplicats techniques qui proviennent de
cellules d’un méme donneur. Des contrdles sans ADNc sont également présents sur chaque
plaque pour vérifier I’absence de contamination hors ADNc, ainsi que 1’absence d’auto-
appariement des amorces. Pour I’analyse des résultats, les valeurs d'expression relative sont
calculées a l'aide du logiciel REST2009 selon I'équation : 2-AACq [21]. La méthode des AACq

correspond a la différence entre le ACq d'une condition et le ACq du contrdle (cellules non
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traitées). Le ACq correspond quant a lui a la différence entre le Cq (ou valeur seuil) du géne

d’intérét et le Cq du gene de référence.

Tableau 3 : Ségquences des amorces utilisées pour la RT-qPCR.

Amorce sens (5'>3") Amorce antisens (5'>3")
Geénes de référence
CycloA TTCATCTGCACTGCCAAGAC TCGAGTTGTCCACAGTCAG
S18 AACGTCTGCCCTATCAACTTT TGGATGTGGTAGCCGTTTTCT
GADPH GAGTCAACGGATTTGGTCGT TTGATTTTGGAGGGATCTCG
Stress oxydant
SOD1 AGGGCATCATCAATTTCGAG ACATTGCCCAAGTCTCCAAC
SOD2 TCCACTGCAAGGAACAACAG TCTTGCTGGGATCATTAGGG
GPX1 CCAGTCGGTGTATGCCTTCT CTCTTCGTTCTTGGCGTTCT
CAT AGCTTAGCGTTCATCCGTGT TCCAATCATCCGTCAAAACA
HO-1 TTCTCCGATGGGTCCTTACACT GGCATAAAGCCCTACAGCAACT
P21 GCGCTGGGCAGCCAGGAGCCT CTGACTTCGGCAGCTGCTCAC
Homéostasie du zinc
MT1 GCTTCTCCTTGCCTCGAA TGACGTCCCTTTGCAGAT
MT2 TGCATTTGCACTCTTTGCAT TCTTCAGCTCGCCATGGAT
ZnT1l CGCAGCCATGGGGTGTTGGG CATCGCCAGCGACGAGGTCA
ZnT2 AACTTTGGCTGGCAGAGAGC TGGTGAAGGGTCAACCCCAT
ZnT7 GTGCCTGAACCTCTCTTTCG CGGAAATCAGCCTAAGCAG
ZIP1 GCCAGGAGCTAACCATGAAG ATGGCCAGGATGAACTCTTG
MTF1 CGAAGGAGAAGCCATTTGAG ATTTGCTGCAGCCTTCAGAT
HSPA6 AGGAGGTGGAGAGGATGGTT TGTCCTCTTCGGGAATCTTG
Inflammation
GCLM AGTCCTTGGAGTTGCACAGC ACACAGCAGGACGCAAGATT
IL1p ACAGATGAAGTGCTCCTTCCA GTCGGAGATTCGTAGCTGGAT
TNFo, GAGCAGTGAAAGCATGATCC CGAGAAGATGATCTGACTGCC
IL6 TCTCCACAAGCGCCTTCG CTCAGGGCTGAGATGCCG
IL8 GAATGGGTTTGCTAGAATGTGATA CAGACTAGGGTTGCCAGATTTAAC
IL10 CATCGATTTCTTCCCTGTGAA TCTTGGAGCTTATTAAAGGCATTC

5. Statistiques

L’interface RStudio, appartenant au logiciel R 3.3.2, a été utilisée pour l'analyse
statistique des expériences. Le faible nombre d’échantillons dans la plupart des tests en biologie
rendent les tests paramétriques non pertinents. En effet, 1’hypothése de normalité et
d’hétéroscedasticité des échantillons par les tests de Shapiro et de Bartlett n’étant pas vérifiée,
les tests paramétriques ne doivent pas étre utilisés. La significativité statistique des résultats a
donc été évaluée avec le test non paramétrique de Kruskal-Wallis qui compare non pas les
médianes mais le rang des valeurs. Ce test est ensuite associé a des comparaisons par paires en

utilisant le test de Wilcoxon avec la methode d'ajustement de Benjamini-Hochberg. Ces tests
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bilatéraux sont réalisés en fixant le seuil a (risque maximale de se tromper) a 5 %. Les résultats

sont donc considérés comme statistiqguement significatifs si la p-valeur est inférieure a 0,05.
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La synthese de QDs plus sOrs pour la santé et I’environnement est une source de
préoccupation depuis ces derniéres années, notamment avec le développement d’études sur la
fin de vie et le recyclage des produits. Il est donc important de connaitre la formulation et
I’environnement structural des ¢léments constituant les QDs, ainsi que leurs transformations au
cours de leur cycle de vie. Pour cela, une caractérisation des QDs au cours d’un vieillissement
mimant les conditions environnementales est primordiale pour pouvoir comprendre les
différents mécanismes qui peuvent étre mis en jeu par les cellules pour lutter contre une
exposition a ces derniers. Une caractérisation physico-chimique a ainsi €té réalisée sur les QDs
d’InZnP, soumis a un un vieillissement solaire accéléré en enceinte climatique. Les résultats

sont présentés dans un premier article scientifique.

1. Introduction

Les trois types de QDs étudiés dans ces travaux, pour rappel des QDs d’InZnP/Zn(Se,S)
tels quels ou recouverts d’une coquille supplémentaire de ZnS (fine ou épaisse), ont été soumis
a un vieillissement accéléré dans une enceinte climatique pendant des temps allant de 15
minutes a 24 heures. Des mesures sont effectuées régulierement, a différents temps de
vieillissement, de maniére a suivre 1’évolution des transformations chimiques des QDs soumis
a un rayonnement continu, simulant le spectre solaire et a une température de 40 °C, comme
décrit dans le chapitre 2. Des photos des échantillons sont prises aux différents temps de
vieillissement pour contréler I’aspect visuel des QDs. Macroscopiquement, on observe que dans
un premier temps les QDs précipitent. Aprés avoir précipité, les QDs subissent de hombreux
changements de couleur durant le vieillissement, ce qui confirme qu’ils subissent des
transformations chimiques. Pour en savoir davantage, une caractérisation physique est réalisée
grace a des mesures d’absorbance en UV-visible et de photoluminescence a ces différents temps
de vieillissement. Puis, une caractérisation structurale et chimique est effectuée par des analyses
en spectroscopie d’absorption des rayons X (XAS) ainsi que par la microscopie électronique en
transmission couplée a la spectrométrie a dispersion d’énergie (MET-EDX). Ces méthodes sont
également présentées dans le chapitre 2.
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Physicochemical transformation of InP quantum dots during
artificial weathering under simulated sunlight and identification
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Abstract

Indium phosphide (InP) based quantum dots (QDs), which are one of the most promising
alternatives to cadmium-based QDs, are capped with three different types of shells to improve
their stability and optical properties. The first (Gradient shell) is composed of a single shell of
zinc, selenium and sulfur (Zn(Se,S)). The second one (Thin shell) contains the same gradient
shell, but on top of it a second, thin shell of ZnS. Finally, the third one (Thick shell) is identical
to the previous one, but with a thicker ZnS shell. All three core/shell structures are transferred
to the aqueous phase surface ligand exchange with by D-penicillamine, while maintaining their
fluorescence properties. The photostability of the different systems is assessed after accelerated
aging in a climatic chamber, under continuous irradiation with simulated sunlight. The aging
process induces the precipitation and the degradation of the QDs resulting in a loss of

photoluminescence. However, the growth of a double shell and the increase of the ZnS shell
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thickness improve the QDs resistance against photodegradation over time. X-ray absorption
spectroscopy (XAS) and scanning transmission electron microscopy coupled to energy-
dispersive X-ray analysis (STEM-EDX) analysis reveal the nature of the transformation

products of the aged QDs.

Keywords: Quantum dots, Environmental aging, core/shell design, XAS, MET-EDX.

Introduction

InP QDs are proposed as a “safer by design” alternative to Cd-based QDs, due to similar
optical properties combined to increased safety (Reiss et al., 2009; Tarantini et al., 2019). Their
fields of application range from optoelectronics to bioimaging, particularly the development of
light-emitting diode (LED), organic light-emitting diode (OLED), TVs and displays (Piccinno
et al., 2012). The “safer by design” approach is a concept with a main goal of improve the
benefit/risk ratio of substances, from the manufacturing stage until its end of life in landfill or
its recycling (Kraegeloh et al., 2018). In this context, “safer by design” nanomaterials have
emerged in recent years, including InP QDs. Regarding QDs, “safer by design” strategies
consist in decreasing their toxicity while enhancing their optical properties. Although InP QDs
are less toxic than Cd-based QDs (Brunetti et al., 2013; Reiss et al., 2016), InP has been
classified as probably carcinogenic by the International Agency for Research on Cancer (World
Health Organization et al., 2006). Our previous formulations of gradient shell InZnP QDs (with
a In:Zn ratio of 1:1), show some adverse effect on primary human keratinocytes, particularly
after exposure to UV light, which causes their photodegradation (Tarantini et al., 2019). Their
photodegradation can be limited by capping the QD core with a shell of inorganic material such
as ZnS (Reiss et al., 2009; Huang et al., 2010). This also confers a better photoluminescence
quantum yield (PLQY) to the QD, which brings its optical properties to a level comparable to
that of CdSe QDs (Wegner et al., 2019; Ramasamy et al., 2017). Since ZnS shows a large lattice
mismatch with InP (7.7%), which would lead to core-shell disassembly, the use of ZnSe or
graded Zn(Se,S) intermediate shell has been proposed as an alternative although ZnSe is more
sensitive to oxidation than ZnS (Toufanian et al., 2018). Such QDs are more resistant to
photodegradation than core-only InP QDs (Tarantini et al., 2019). In a “safer by design”
perspective, the optimal conception in terms of photostability and safety would consist in
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reducing the content of toxic compounds such as In in the QD core and to design more robust
shells so that they increase the QD photostability and enhance the QD optical properties. We
recently reported the synthesis of core/shell InZnP QDs in which the In content in the core was
reduced (with a gradient shell In:Zn ratio of 1:2). These QDs were capped with either a single
shell of Zn(Se,S), as previously, or with a double shell where the Zn(Se,S) first shell was further
coated with 3 (thin second shell) or 4-5 (thick second shell) monolayers of ZnS (Wegner et al.,
2019). These double shell QDs were less prone to photodegradation than single-shell QDs when
embedded in a PMMA matrix and exposed to UV light (Wegner et al., 2019)

The aim of the present study was to compare the photostability of these new
formulations of QDs in aqueous phase when exposed in realistic environmental conditions, i.e.
using accelerated weathering in a climatic chamber, and to characterize their transformation
product during aging. Single shell QDs (thereafter named Gradient shell QDs) and double shell
QDs with a thin or thick second shell (thereafter named Thin shell QD and Thick shell QD,
respectively) were aged for 15 min to 24 h in a climatic chamber. Their photophysical properties
were analysed and showed several successive steps of physico-chemical transformation. At
each of these steps, the transformation products were characterized using scanning-transmission
electron microscopy and energy-dispersive spectroscopy, as well as X-ray absorption

spectroscopy, which provided the speciation of indium, zinc and selenium during QDs aging.

Materials and methods

Chemicals

Unless specifically indicated, all chemicals and reagents were purchased from Sigma

Aldrich and were >99% pure.
QD synthesis

The synthesis of QDs was previously described (Wegner et al., 2019). Briefly, it consists
in the synthesis in an organic solvent (octadecene) of an InZnP core, using indium-myristate,
zinc stearate and tris(trimethylsilyl)phosphine. Then, this core is coated with gradient shell
composed of Zn(Se,S), using zinc oleate, trioctylphosphine-Se and trioctylphosphine-S. This
type of QD is named Gradient shell. For the Thin and Thick shell QDs, this shell is further
coated with a second shell of ZnS, thanks to the use zinc ethylxanthate and zinc stearate. For

the synthesis of Thick shell QDs, zinc concentration and shell growth time are doubled.
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QD functionalization

To render experiments in aqueous solution possible, QDs were transferred from the
organic phase to aqueous phase using ligand exchange with D-penicillamine, as previously
described (Wegner et al., 2019; Tamang et al., 2011). Tris (2-carboxyethyl) phosphine
hydrochloride (TCEP) reducing agent was used to avoid disulfide bonds formation. QDs were
then stored at 4 °C in the dark, reducing as much as possible their exposure to oxygen from the

air; they remained stable for at least 3 months.
Accelerated weathering in a climatic chamber

QDs were diluted to reach the concentration of 1 uM in 2 mL of phosphate-buffered
saline solution (PBS) and placed in quartz cuvettes (10 mm x 10 mm, optical path length 10
mm), closable by a screw cap with silicone rubber seal. Samples were then placed on a magnetic
stirrer into a Q-SUN Xe-1 Xenon arc test chamber (Q-LAB) simulating a continuous full
sunlight spectrum. The settings were chosen in accordance to the 1ISO norms 4892-1 (2000) and
4892-2 (2013), that have been developed for studying the ageing of plastics. The temperature
and the irradiance were fixed at 40 °C at 1.44 W/m? (measured at 420 nm) respectively, without
humidity control. All QDs were aged for 24 h in these conditions with either direct

measurements at different step of aging or sample collections for further characterization.
Photophysical characterization

Photophysical characterisations were performed via measuring the UV-vis absorption
spectra of pristine and aged QDs, as well as their photoluminescence (PL) spectra. For
characterization of the pristine (unaged) samples, UV-vis spectroscopy was performed using a
8452A spectrometer (Hewlett Packard) and PL spectra were recorded on a Fluorolog FL3-22
spectrometer (Horiba-Jobin Yvon) comprising a 150 W xenon lamp and monochromator for
excitation. The Horiba Scientist decay analysis software was used to analyse the data. For aging
kinetics measurements, the UV-vis absorption was measured using a Cary 100 spectrometer
(Agilent) and the fluorecence was measured using a NanoDrop 3300 Fluorospectrometer
(ThermoFisher Scientific). Absorption and emission spectra were measured at 0 min, 15 min,
30 min, 45 min, 1 h, 1 h 30, 2 h, 4 h, 6 h, 24 h of aging. To enable the comparison of PL
intensities of different samples, spectra were acquired using identical measurement conditions
(spectrometer, slits, excitation conditions, etc.) and normalized with respect to absorbance at

the excitation wavelength.
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Scanning transmission electron microscopy coupled to energy-dispersive

X-ray analysis

Samples were prepared by deposing of a drop of QDs on a copper grid coated with lacey
carbon films. Then, samples were dried for 24 h at room temperature and stored in the dark.
Before analysis, samples were carbon-coated. They were imaged using scanning-transmission
electron microscopy (STEM), using a high angle annular dark field (HAADF) detector and
analysed using Energy-dispersive X-ray analysis (EDX), on a FEI/Tecnai OSIRIS microscope
operating at 200 kV.

X-ray absorption spectroscopy

At different stages of aging, QDs were collected for X-ray absorption spectroscopy
(XAS). In, Zn and Se speciation were analysed on samples collected from Gradient shell, Thin
shell and Thick shell QDs, pristine and aged for 30 min, 2 h or 6 h and 24 h, except for Zn
speciation, which was not analysed on the Thick shell QD. They were concentrated by brief
centrifugation and elimination of the supernatant, mixed with 20% (vol/vol) glycerol, and then
100 pL of the suspension was deposited on the sample holder and directly frozen by immersion
in liquid nitrogen. Zn speciation was analyzed by Zn K-edge extended X Ray absorption fine
structure (EXAFS) spectroscopy on FAME (BM30B) beamline (Proux et al., 2005) at the
European Synchrotron Radiation Facility (ESRF, Grenoble, France), operating in multi-bunch
mode (150 to 200 mA). The protocol and settings were detailed previously (Tarantini et al.,
2019). In and Se speciation were analyzed by In K-edge and Se K-edge EXAFS spectroscopy
on SAMBA beamline at the SOLEIL (Optimized Light Source of Intermediate Energy to
LURE) synchrotron (Saclay, France) operating at 450 mA in top-up mode. Spectra were
recorded at 20 K using a liquid He cryostat. The beamline is equipped with a Si(220)
monochromator running in zap scan mode. Spectra were recorded in fluorescence mode using
a 35-element Ge detector. 10 to 40 spectra of 3 min each were averaged, depending on the
signal. Before averaging, individual spectra were compared to check possible radiation damage.
For Se, a photoreduction was observed for the samples after 24 h aging, so only the first five
spectra were averaged. Metallic Se and In foils were recorded simultaneously and spectra were
calibrated by setting the inflection point of the absorption edge at 12658.0 and 27940.0 eV,

respectively.
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Data were normalized and treated using the Demeter software package (Ravel and Newville,
2005). Spectra for the pristine QDs were analyzed by shell fitting using ARTEMIS software
(Ravel and Newville, 2005). Spectra for the aged QDs were analyzed by linear combination
fitting (LCF) using Demeter/ATHENA (Ravel and Newville, 2005) using the In and Zn
reference spectra previously described (Tarantini et al., 2019). Reference spectra used for Se
speciation are red selenium (red Se(0)), grey selenium (grey Se(0)), sodium selenite (Na2SeOs),
sodium selenate (Na>SeQas), selenium dioxide (SeO2), zinc selenide (ZnSe), selenium disulfide
(SeSy) selenocystine, selenomethionine, selenourea . Spectra for the aged QDs were analyzed

by LCF using pristine, red Se(0) and Na,SeO3 reference spectra.

Results and discussion

Photophysical characterization of pristine QDs

The pristine forms of the three QDs were characterized after ligand exchange using
penicillamine as a surface ligand (Figure 1). The absorbance spectra showed a bump at around
300 nm (Figure 1A), with increasing intensity when the shell thickness increased, as previously
described (Wegner et al., 2019). All three QDs showed an excitonic peak below 520 nm
(Figure 1A). While the maximum of this excitonic peak was at the same wavelength for
Gradient shell and Thick shell QDs, it was slightly shifted by around 4 nm towards lower
wavelengths for the Thin shell QD. All three QDs showed maximum fluorescence emission at
560-570 nm, once again with a small blue shift of the PL maximum for the Thin shell sample
(Figure 1B). As expected, the photoluminescence intensity of the Gradient shell and Thin shell
QDs were slightly lower than that of the Thick shell QD. This confirms that the properties of
these QDs in aqueous phase were similar to those that we previously described in the organic
phase (hexane) or when they were included ina PMMA matrix (Wegner et al., 2019). Moreover,
these enhanced photophysical properties suggest that smaller quantities of Thick shell QDs
would be necessary to achieve the same fluorescence level as Gradient shell or Thin shell QDs,
confirming that they can be designated as “safer by design” QDs, as compared to the previously

developed InP formulations.
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Fig. 1. Photophysical properties of QDs after aqueous phase transfer. UV-vis absorbance (A)
and photoluminescence (B) spectra (excitation wavelength: 400 nm).

Photostability of QDs when exposed to accelerated weathering

QDs were aged in a climatic chamber to simulate their exposure to environmental
conditions in realistic conditions, i.e. under sunlight on a summer day at noon (40 °C, irradiation
power: 1.44 W/m?). Progressive degradation of the QDs was observed when analysing their
absorption properties after 15 min, 30 min and 1 h of accelerated weathering (Figure 2). The
characteristic excitonic pic at 520 nm was progressively lost, proving their degradation, with
the Gradient shell QDs degrading after only 15 min of weathering. To the contrary, the excitonic
peak disappeared only after 45 min of weathering in the case of Thin and Thick shell QDs,
demonstrating their enhanced resistance against environmental degradation. In addition, during
aging the three QDs first precipitated, then the color of these precipitates changed progressively,
as illustrated in Figure 2 (Thick shell QDs). After a few minutes of exposure to simulated
sunlight, the fluorescent orange suspension of QDs (Figure 2A) settles down as a precipitate
with similar properties (Figure 2B). Next, the precipitate lightens and turns yellow after 30 min
of exposure (Figure 2C), then pink after 45 min and finally grey after 24 h (Figure 2D), with a
progressive loss of fluorescence. This suggests that the first stage of aging corresponds to the
precipitation of intact QDs, which still hold their fluorescent properties; then the following
stages correspond to chemical degradation, with formation of transformation products having
different optical properties, as previously described for CdSe QDs (Derfus et al., 2004). When
the same QDs were exposed to high temperature (40 °C) without exposure to simulated

sunlight, no degradation was observed (not shown).
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Fig. 2. Photophysical properties of QDs during aging in a climatic chamber after aqueous phase
transfert. UV-vis absorbance spectra of the different QDs after 0 min (A), 15 min (B) 30 min
(C) and 45 min aging. Images of the Thick shell sample are included at each step of degradation
to illustrate the macroscopic observation of QD degradation.

The evolution of photoluminescence during aging followed the same trend (Figure 3).
The PL first increased when Thick and Thin shell QDs were exposed to UV light (Figure 3, red
spectra, after 15 min of irradiation compared to the black spectra, recorded on pristine QDs),
which corresponds to the removal/filling of surface trap states as described in the literature (Lee
and Osborne, 2009). Then the PL of both QDs decreased progressively upon weathering, finally
reaching a minimum detectable signal after 2 h (Thick shell, Figure 3A) or 1 h 30 (Thin shell,
Figure 3B) of weathering. The Gradient shell QD degraded much more quickly, with no
observation of the initial PL enhancement that would occur earlier than 15 min. The minimum
detectable PL was reached after only 30 min of weathering (Figure 3C). This confirms the
expected higher photostability of double shell QDs as compared to the single gradient shell
QDs, and of thick ZnS outer shell QDs with respect to thin shell QDs. Again, in a “safer by
design” approach, these results highlight that Thick shell QDs are the best candidate of this
study, combining higher initial PL intensity and greater photostability.
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Fig. 3. Photophysical properties of QDs during aging in a climatic chamber. Photoluminescence
spectra of Thick shell (A), Thin shell (B) and Gradient shell (C) QDs (excitation wavelength:
400 nm).

Physicochemical characterization of aged QDs

The transformation products of these QDs were characterized using electron microscopy
coupled to energy-dispersive spectroscopy and X-ray absorption spectroscopy. Despite the low
contrast of ZnS in electron microscopy, the size of these QDs have been previously estimated
by TEM measurements and compositional analyses, revealing 3.6-5.0 nm (Gradient shell:
3.6+£0.3 nm, Thin shell: 4.2+0.3 nm, Thick shell: 5.0+0.4 nm) nanocrystals that were not
agglomerated or aggregated (Wegner et al., 2019). In contrast, aged QDs appeared as large
electron-dense precipitates, independently of their initial composition (Figure 4A and
Figure S1). These precipitates (with a gradient shell In:Zn ratio of 1:2) are morphologicaly
similar to those obtained with the previous generation of Gradient shell InZn(S)P QDs, which
was composed of much indium in the core (with a gradient shell In:Zn ratio of 1:1) (Tarantini
et al., 2019). They consisted of heterogenous structures where three areas with distinct
compositions could be distinguished, suggesting heterogenous aggregation (Figure 4A-B).
Accordingly, In co-precipitated with P, O, C, S and some Zn (Figure 4B-C-D, area 1) while the
majority of Zn co-precipitated in different areas with some P and O (Figure 4B-C-F-H, area 2).
Finally, Se co-precipitated with S separately (Figure 4B-C-E-G, area 3). This result suggests
that during aging, QDs underwent dissolution and reprecipitation. Due to the presence of
redox-sensitive elements including Se and S, some redox reactions may be expected under UV
exposure. Similarly, in the case of CdSe QDs, aging was shown to induce degradation of the
surface coating and release of Cd due to the oxidation of Se (Derfus et al., 2004; Mahendra et
al., 2008). Contributions of copper, silicon, and chlorine were also observed in the EDX spectra
(Figure 4C), which can be explained by the fact that samples were analysed on copper grids,

via a detector containing silicon and that the sample was aged in PBS that contains NaCl.
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Fig. 4. Structural characterization of aged Thick shell QDs by STEM-EDX analysis. STEM
imaging (A) followed by EDX analysis (B-H). B represents a reconstruction of the distribution
of In, Zn and Se in the sample. The EDX spectra of areas 1, 2, 3 and 4 of B are shown in C.
Distribution of In (D), S (E), Zn (F), Se (G) and P (H) in the sample.

The chemical speciation of In, Zn and Se was characterized by XANES and EXAFS in
both pristine and aged QDs to get more insights on chemical transformations upon aging. In
pristine QDs, In is mainly coordinated by P atoms at a distance of 2.53 A, and a minor
contribution of Se atoms from 2.56 to 2.57 A was found (Figure 5B, Table S1). Similar
parameters were obtained for the three types of QDs and for the previously reported InZnPS
QDs with an In:Zn ratio of 1:1 (InZnPS_CS_pen, from Tarantini et al., 2019). These results are
consistent with the structure of bulk indium phosphide (InP), in which In is bound to 4 P atoms
at 2.54 A distance (Wyckoff, R.W.G, 1963). Regarding the Se contribution, it could come from
the presence of a mixed layer at the core-shell boundary (Cho et al., 2016). Moreover, the
analysis of the InZnPS QDs (InZnPS_CS_pen, from Tarantini et al., 2019) was completed and
is in agreement with Se contribution, in addition to a minor contribution of S (Tarantini et al.,
2019), (Figure 5B, Table S1). This indicates that for this QD there is a mixed interfacial layer

composed of S (present in the core) and Se (present in the shell).

Regarding the local structure of Zn in the Gradient and Thin shell pristine QDs
(Figure 6B, Table S2), the first coordination sphere is composed of S and Se atoms in
tetrahedral coordination. Further layers are dominated by Zn contributions, with a much lower

number of atoms than in the crystalline phases of ZnS and ZnSe (Table S2). Two factors can
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explain this structural disorder: first, the presence of a mixed phase (ZnSexSi-x) in the gradient
shell whose structure is likely disordered, and second, the presence of phases with various S/Se
ratios within the shell, leading to additional destructive interferences. Finally, for the Thin shell
QDs, the additional presence of ZnS in the outer shell further modulates the signal. As expected,
the Thin shell QDs, which contain an additional ZnS shell compared to the Gradient shell, show
a higher coordination number for S atoms (3.0 S and 1.4 Se, compared to 2.6 S and 1.5 Se
atoms, Table S2). Although the cores of the QDs are expected to contain some Zn, no Zn-P
contributions were detected in the shell fitting procedure, which suggests that the fraction of Zn
present in the core is negligible compared to Zn present in the shell. Finally, the speciation of
Se was studied in the pristine QDs. The signal was dominated by a first layer of four Zn atoms
at 2.46 A, similar as in ZnSe (Figure S3, Table S3). Contributions of further layers were very
weak compared to crystalline ZnSe, which is consistent with the presence of a disordered
(ZnSexSi—) phase.

During degradation, drastic changes were observed on In, Zn and Se speciation.
Concerning In, there was no change in the redox state (Figure S4), but a gradual loss of the In-P
coordination in favour of a In-O coordination was observed, which was characterized by the
appearance of a peak at R + AR = 1.65 A in the Fourier-transformed spectra (Figure 5D and
Figure S2). After 30 min of aging, the intensity of this peak was higher in the aged Gradient
shell QD sample, compared to both aged Thin and Thick shell QDs. After 24 h of aging, the
Fourier-transformed EXAFS spectra of all three QDs showed only this 1.7 A peak and no more
the 2 A peak, proving complete degradation. The best fits obtained via linear combination fitting
using indium acetate (as a proxy for indium carboxylate) and indium phosphate reference
spectra showed the coexistence of both species in all aged samples (Figure 5E, Table S4). The
ratio of indium phosphate to indium acetate increased with aging duration, with indium
phosphate being always the major species. Therefore, upon degradation, In recombines with
oxygenated ligands, probably provided by the PBS buffer in which they were aged (phosphate),
and possibly with phosphate resulting from the oxidation of indium phosphide (however, the
speciation of P was not studied, so this cannot be verified), and with carboxylates. The latter
likely originate from the penicillamine surface ligands, although the contribution of
environmental CO; dissolved in water cannot be excluded either at this stage. Here again, the
Thin and Thick QDs showed greater resistance to UV after 30 min than the Gradient shell QD.

The speciation of Zn also evolved during the aging process. For this element, only

Gradient and Thin shell QDs were studied. The two types of QDs showed similar behaviours,
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with the formation of minor amounts of Zn phosphate (10 to 20% of total Zn) after 30 min and
2 h, and a complete transformation of the initial ZnS and Zn(S,Se) into Zn phosphate after 24 h.
Again, phosphate may originate from the used PBS buffer, and possibly from the oxidation of
InP.

Finally, the chemical speciation and the redox state of Se also changed during the aging
process. For this element, both XANES and EXAFS spectra were analysed since XANES is
particularly sensitive to redox changes. For the Thick and Thin QDs after 24 h aging, only the
XANES part was analysed because radiation damage occurred during the longer acquisition
time required for EXAFS. In any case, XANES and EXAFS results were consistent
(Figure 7D, E and Table S6). At 6 h and 24 h of aging, XANES analysis showed that Se was
oxidized to Se(0), and selenite (Se(IV)) to a minor extent. For aged samples at 24 h, the Gradient
shell QDs still contained a minor fraction of reduced Se (22 to 39% of total Se, based on
XANES and EXAFS LCFs, respectively) and the rest was mostly Se(0), whereas in Thin and
Thick shell QDs Se was totally oxidized, and contained about 70% Se(0) and 30% Se(IV).

Based on these results concerning the speciation of the three elements present in the
QDs, a scenario of weathering processes during UV aging can be proposed (Figure 8). In the
pristine QDs, In is present as indium phosphide (InP) in the core, and as a a mixed layer In(P, S)
at the core-shell boundary. Zn is bound to S and Se in the ZnSexS;-x phases of the gradient shell
and to S in the ZnS phase of the thin or thick shell, in tetrahedral configuration in all phases. Se
is bound exclusively to Zn of the gradient shell. Upon simulated solar light exposure in colloidal
aqueous solution, some dissolution, oxidation, precipitation and complexation processes occur.
The chemical transformation of the core constituents occurs faster than that of the shell
elements, since after only 30 min, about half of In has been transformed into In phosphate and
indium carboxylate, favoured by the high oxophilicity of In®* ions. The formation of Se and Zn
secondary products occurs mainly after 6 h and 24 h, respectively. The comparison of the three
types of QDs showed similar behaviours and no clear difference in terms of stability during

simulated solar light.
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Fig. 8. Proposed scheme of the processes taking place during accelerated aging under

simulated solar irradiation.

Conclusion

The present study increases knowledge about QDs aging as well as their degradation
mechanisms. It demonstrates that a careful shell design could increase the nanocristals
photostability, particularly in the presence of a thick double shell. However, results show that
physico-chemical transformations of QDs occurred for the three kinds of QDs during aging
under simulated sunlight irradiation. Thus, the double shell protects the QDs, which are more
stable and more resistant than single shell QDs, but does not completely prevent them from
degrading. The QDs developed in our laboratory are nevertheless more and more resistant to
photodegradation. New formulations, where a surface layer of alumina is added, seem very
promising to further resist photodegradation and avoid degradation of QDs in environment

follow by the release of toxic compounds and contaminated food cycle.
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Fig. S1. Structural characterization of aged Gradient and Thin shell QDs by STEM-EDX
analysis. STEM imaging of Gradient shell QDs (A) and Thin shell QDs (I) follow by EDX
analysis imaging (B-H, for Gradient shell QDs) and (J-P, for Thin shell QDs). B and J imaging
are reconstructions of the distribution of In (represented in C and K), Zn (represented in D and
L) and Se (represented in E and M) in the sample. Distributions of P (F and N) and S (G and
0) in the sample are also represented, and H-P graphs represents EDX spectra of areas 1, 2, 3
and 4 shown in B an J imaging.
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Fig. S2. In K-edge EXAFS (C) and Fourier transformed (D) spectra for the Thick and Thin
QDs after different times of UV exposure, and LCFs (dashed lines).
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Table S1. First shell structural parameters for In atoms in the

pristine QDs.
Atom R(A) N o?(A?) R factor

Grad P 2.53 4.2 0.0040 0.002
Se 2.56 1.8 0.0040

Thin P 2.53 4.1 0.0046 0.003
Se 2.57 1.9 0.0046

Thick P 2.53 4.2 0.0044 0.005
Se 2.56 13 0.0044

InZnPS_CS_pen P 2.53 4.0 0.0037 0.004
Se 2.55 2.0 0.0037

N: number of atoms, R: interatomic distance, o%: Debye-Waller factor, R
factor: residual between fit and experiment. K range of the fit: 3.4-12.9 A’
! Rrange: 1.2-2.7 A. In-P and In-Se paths were calculated using FEFF

code, based on the structure of InP and InSe.

Table S2. Structural parameters for Zn atoms in the pristine QDs
S Se Zn Zn S
shell shell shell shell shell
R N o%Ay R N o2Ay R N  o2A?) R N  o%(A?) R N o%Ay R
(R) (R) (A) (R) (A) factor

Grad 234 2.6 0.0052 246 1.5 0.0052 3.88 43 0.0120 4.47
Thin 2.33 3.0 0.0068 244 1.4 0.0068 3.85 4.0 0.0120 4.40

2.0 0.0120 446 2.6 0.0120 0.0079
1.5 0.0120 4.40 1.7 0.0120 0.0134

N: number of atoms, R: interatomic distance, o2: Debye-Waller factor, R factor: residual between fit and experiment. K range of the fits:
3.6-12.5 A1 R range: 1.0-4.5 A. Paths were calculated using FEFF code, based on the structure of ZnS (4 S atoms at 2.34 A, 12 Zn atoms at
3.82 A, 12 S atoms at 4.48 A) and ZnSe (4 Se atoms at 4.49 A, 12 Zn atoms at 4.06 A, 10 Se atoms at 4.75 A).

Table S3. Structural parameters for Se atoms in the pristine
QDs (first shell only) and for ZnSe (three shells).

Atom R(A) N o*(A?) R factor
Grad_pristine Zn 2.46 4.0 0.0040 0.009
Thin_pristine Zn 2.46 4.0 0.0041 0.030
Thick_pristine Zn 2.46 4.0 0.0048 0.051

N: number of atoms, R: interatomic distance, o?: Debye-Waller
factor, R factor: residual between fit and experiment. K range of
the fit: 4.3-14.3 A", R range: 1.3-2.7 A. Se-Zn path was calculated
using FEFF code, based on the structure of ZnSe (4 Zn atoms at
2.45 A, 12 Se atoms at 4.00 A, 12 Zn atoms at 4.70 A).
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Fig. S3. Fourier transformed Se K-edge EXAFS spectra for the pristine QDs and ZnSe

Table S4. Results of the linear combination fits of the In K-egde EXAFS
spectra for the aged QDs
In species (molar %)

Corresponding In In Sum R factor
pristine QDs acetate  phosphate
Thin_24h 0 19 75 94 0.047
Thin_6h 8 14 76 98 0.025
Thin_2h 27 20 44 91 0.041
Thin_30 min 70 5 20 95 0.062
Thick_24h 0 26 71 97 0.030
Thick_6 h 0 22 72 94 0.047
Thick_2 h 33 11 51 95 0.039
Thick_30 min 64 4 25 93 0.071
Grad_24h 0 29 64 93 0.038
Grad_6h 7 22 61 90 0.031
Grad_2h 30 14 49 93 0.042
Grad_30 min 47 11 34 92 0.039

R factor: residual between fit and experiment.
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Fig. S4. In K-edge XANES spectra for the pristine and aged QDs.
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Table S5. Results of the linear combination fits of the Zn K-egde EXAFS spectra for
the aged QDs

Zn species (molar %)

Corresponding pristine  Zn phosphate Sum R factor
QDs
Thin_24h 0 102 102 0.046
Thin_2h 88 13 101 0.060
Thin_30 min 88 13 101 0.053
Grad_24h 0 106 106 0.085
Grad_2h 81 18 99 0.056
Grad_30 min 91 13 104 0.067

R factor: residual between fit and experiment.

Table S6. Results of the linear combination fits of the Se K-egde
XANES and EXAFS spectra for the aged QDs

Se species (molar %)

Pristine Red Se(lv) Sum R factor
QD Se(0)

Thin_24h XANES 71 27 98 0.00460

Thin_6h XANES 53 30 16 99 0.00260
EXAFS 59 34 7 100 0.367

Thin_30 min XANES 97 3 100 0.00094

EXAFS 98 13 111 0.05900

Thick_24h XANES 67 33 100 0.00900

Thick_2 h XANES 97 3 100 0.00120
EXAFS 96 30 3 129 0.060

Thick_30min  XANES 99 99 0.00120
EXAFS 100 100 0.043

Grad_24h XANES 22 74 4 100 0.00060
EXAFS 39 67 4 110 0.155

Grad_6h XANES 61 39 100 0.00038
EXAFS 42 58 100 0.049

Grad_30min  XANES 94 5 99 0.00106
EXAFS 100 24 124 0.087

R factor: residual between fit and experiment.
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3. Conclusion

Dans cette premiere partie, de nombreuses transformations physico-chimique des QDs
d’InP en phase aqueuse sont mises en évidence au cours du vieillissement solaire effectué en

enceinte climatique.

Avant vieillissement, les propriétés physiques des trois types de QDs sont relativement
similaires, avec un pic excitonique proche de 520 nm en UV-vis et un pic d’émission maximale
a 560-570 nm en PL (un léger décalage vers le bleu ou blue shift est observable lorsque la
coquille de ZnS s’épaissit, en raison de 1’augmentation du désaccord de maille). Cependant, le
QD Thick shell possédent une fluorescence nettement supérieure aux deux autres types de QDs,
ce qui fait de lui un bon candidat dans 1’approche « safer by design » des QDs. En effet, une
fluorescence plus éleveée signifie que pour une méme application, la concentration des QDs

pourra étre diminuée, ce qui peut participer a réduire leur toxicite.

Au cours du vieillissement, les QDs se dégradent entrainant simultanément une
précipitation de la solution colloidale et une baisse de la fluorescence. Différentes étapes de
vieillissement sont observées, plus ou moins rapidement selon le type de QD. Tout d’abord, la
solution colloidale (orange et florescente) précipite car le ligand, qui maintient les QDs en
suspension, se dégrade. Le précipité formé (orange et fluorescent), s’éclaircit progressivement
pour devenir jaune pale et perd conjointement sa fluorescence, ce qui signifie que la structure
chimique des QDs se dégrade. Enfin, le précipité devient rose-cuivré puis gris, probablement a
cause de 1’oxydation des éléments avec 1’air. Il est a noter que le vieillissement est ralenti par
la présence d’une double coquille sur les QDs en comparaison aux simple coquille, et que I’effet
est d’autant plus marqué pour la double coquille épaisse. Une fois encore, les QDs Thick shell
semblent étre de bons candidats dans 1’approche « safer by design » des QDs, avec une
meilleure photostabilité face aux irradiations solaires. Pour aller plus loin, les transformations
chimiques ont été caractérisées et montrent qu’au cours du vieillissement, les QDs perdent
totalement leur structure. Le cceur cristallin composé d’InZnP se dissout totalement et libére
progressivement des ions In** et Zn?*, Le sélénium de la coquille (Se(-1I)), quant a lui, s’oxyde

pour former du sélénium élémentaire rouge (Se(0)) et du sélénite (Se(1V)).

Ces résultats montrent que, bien qu’elle soit meilleure que les précédentes formulations,
cette conception de QDs double coquille améliore la résistance des QDs d’InP face a la
photodégradation mais n’évite pas leur dégradation a long terme ainsi que la libération

d’¢léments potentiellement toxiques.
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Une partie de ces travaux de recherche consistait au développement de nouvelles
méthodes de criblage des effets toxiques des nanomatériaux. Celles-ci ont été développées sur
une plateforme HCS (high content screening), récemment acquise au laboratoire (modéle
Celllnsight CX5, Thermo Fisher Scientific). Pour rappel, il s’agit d’une plateforme d’imagerie
a fluorescence automatisée permettant I’analyse qualitative et quantitative de la fluorescence
dans des cellules (cf. chapitre 2). Les tests optimisés lors de ces travaux sont les suivants : test
de marquage au Hoechst 33342 et décompte des noyaux cellulaires (test de cytotoxicite), test
d’immunomarquage du 53BP1 (marqueur des cassures double-brin de I’ADN, donc test de
génotoxicité), test du micronoyau (marqueur de lésions chromosomiques, donc test de
génotoxicité), test CellROX (marqueur du stress oxydant). Le développement de méthodes
analytiques necessitant de nombreux essais sur un matériel biologique dont la réponse ne varie
pas d’un passage a 1’autre, nous avons choisi d’utiliser, dans un premier temps, deux lignées
cellulaires pour optimiser ces essais. Nous avons ainsi utilisé une lignée cellulaire,
représentative d’une exposition aux nanomatériaux par inhalation (lignée A549) et une autre
représentative d’une exposition aux nanomatériaux par ingestion (lignée HCT116). Les
méthodes ainsi développées ont ensuite été appliquées et optimisées sur les kératinocytes
primaires humains (HKPM) qui sont 1’objet principal de cette étude. Dans un premier temps,
des produits chimiques représentant de bons contréles positifs pour chacun de ces tests ont été
recherchés, puis leur concentration a ét€ optimisée sur chacun des trois types cellulaires. L’idée
étant de développer des méthodes a moyen et haut débit, ces tests ont ensuite été appliqués sur
les différents types cellulaires, & partir d’une banque de nanomatériaux dont nous disposions au
laboratoire et provenant de partenaires du LabEx SERENADE. Dans ce chapitre, chacune de
ces méthodes est illustrée par les résultats obtenus avec les nanoparticules développées dans le
projet SafeTiPaint. Les résultats concernant le projet SAQUADO sont présentés dans le

chapitre 5 (sur les kératinocytes exposés aux QDs).

Le projet SafeTiPaint, en collaboration avec le partenaire industriel ALLIOS, repose sur
1’éco-conception de peintures photocatalytiques a base de nanoparticules de dioxyde de titane,
dans le cadre d’une approche « safer by design ». Différentes matrices minérales de peintures,
appelées également « slurries », ont été testées dans le cadre du projet. Dans les diverses
peintures, le TiO2 nanoparticulaire est retrouve sous forme libre dans la matrice (PC500), greffé
sur des nanocristaux ou nanofibrilles de cellulose (respectivement CNC et NFC) avec différents
niveaux de dopage (58, 77 et sans dopage), ou fonctionnalisé en surface avec des ligands comme

le polyéthyléne glycol (PEG), un dérivé de la dopamine (DOPA) et de 1’acide polyacrylique
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(PAA). Parmi les slurries de peintures testées au début de ce projet, aucun n’a mis en évidence
de potentiel effet cytotoxique sur les cellules pulmonaires et intestinales. Dans la deuxiéme
partie du projet, trois peintures ont donc été sélectionnées en raison de leur activité
photocatalytique, de leur colt et de leur stabilité (résistance a 1’abrasion). Ainsi, les peintures
qui ont eté retenues sont les PC500, PEG et CNC. Elles ont été étalées sur des supports puis
vieillies (par I’équipe du LITEN sur la plateforme NanoSécurité au CEA de Grenoble) dans des
enceintes climatiques Q-UV pour mimer des vieillissements en intérieur et Q-SUN pour mimer
des vieillissements en extérieur (températures, humidité, ...). Apres vieillissement, les supports
ont été récupérés et les peintures grattées de maniere a obtenir des résidus d’abrasion sous forme

de poudres tres fines, dont la toxicité a également été testée.

1. Comptage des noyaux au Hoechst 33342

La plateforme Celllnsight permet d’analyser des cellules ensemencées et traitées dans
des plaques 96 puits. Ainsi, chaque puits peut étre utilisé comme une condition de traitement,
ce qui permet de tester de nombreuses conditions sur une méme expérience. D’autre part, si
I’on utilise des marqueurs spécifiques de différents dommages cellulaires et émettant de la
fluorescence a des longueurs d’onde différentes, le Celllnsight permet de multiplexer les
mesures. On peut ainsi sur une méme plaque compter les noyaux cellulaires présents dans les
puits (reflet de la viabilité cellulaire, et donc de la cytotoxicité d’un produit), la quantité
d’espéces réactives de 1’oxygeéne et les lésions de ’ADN. Les plaques 96 puits utilisées sont
des plaques noires a fond plat et transparent, pour éviter que la fluorescence d’un puits interfére
sur celle du puits voisin lors de 1’analyse et parce que 1’objectif du microscope automatisé est
situé au-dessous de la plaque. Le Hoechst 33342 est un agent intercalant de I’ADN, qui
fluoresce lorsqu’il est intercalé avec ce dernier, au méme titre que le DAPIL. 1l possede
I’avantage de pouvoir marquer des cellules vivantes ou fixées alors que le DAPI nécessite
obligatoirement une étape de fixation. C’est un test rapide qui permet le décompte des noyaux
en microscopie a fluorescence. Il peut servir de test de cytotoxicité puisque seules les cellules
vivantes restent accrochées au support. En revanche, les cellules ayant subi trop de dommages
se decrochent et sont éliminées au cours des différents ringages. Ce test peut étre utilisé en
parallele d’autres méthodes comme I’'immunomarquage 53BP1 et le test des micronoyaux

(cf. partie 2 et 3).

Cependant, pour que le systéme d’analyse puisse détecter et mesurer correctement la

fluorescence, les cellules doivent étre suffisamment isolées les unes des autres. A I’inverse, si
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elles ne sont pas assez nombreuses, I’appareil aura du mal a les trouver et mettra beaucoup de
temps a analyser. Pour chaque type de test, il convient donc de commencer par optimiser la
densité des cellules dans la plaque au moment de I’analyse. Dans le cas du décompte des noyaux
via le marquage Hoechst 33342, qui est effectué dans ces travaux 48 h aprés 1’ensemencement,
les différents essais ont montré que pour une lecture efficace, les ensemencements doivent étre
de 5000 cellules/puits pour la lignée A549, 8 000 cellules/puits pour la lignée HCT116 et
10 000 cellules/puits pour les kératinocytes primaires (pour des kératinocytes ayant un temps

de doublement d’environ 36 h).

La recherche d’un controle positif est la deuxiéme étape obligatoire pour confirmer
I’efficacité d’un test en HCS. Pour les mesures de cytotoxicité au marquage Hoescht 33342, le
contréle positif utilisé est le méme que pour le test de cytotoxicité colorimétrique WST-1
(cf. chapitre 2). Il s’agit des nanoparticules de polystyréne fonctionnalisées en surface par des
amines (PSNH2). Dans I’exemple ci-dessous (Figure 35), ’exposition des cellules A549 a
différentes concentrations de PSNH> montrent des résultats similaires dans les deux tests
utilisés. En effet, le test WST-1 (Figure 35A) révéle une diminution de la viabilité cellulaire lors
d’expositions a des concentrations supérieures a 50 pug/mL de PSNH>, ce qui correspond a la
perte d’adhérence des cellules a ces mémes concentrations dans le test du marquage au
Hoechst 33342 (Figure 35B). Dans les cellules exposées a 100 pug/mL PSNHa, on note 40 % de
viabilité cellulaire dans le test WST1, contre aucun noyau restant dans la plaque dans le test
Hoechst 33342. L’explication la plus probable est que la densité cellulaire est beaucoup plus
faible dans le test Hoechst 33342, et de ce fait, les cellules sont plus sensibles au toxique. Etant
donné que la cytotoxicité entraine une perte des cellules, le Celllnsight est en difficulté pour
compter les quelques cellules restantes, ce qui augmente considérablement le temps d’analyse.
Dans les tests suivants, les concentrations induisant la perte de plus de 50 % des cellules n’ont

généralement pas été utilisées.
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Figure 35 : Mesure de la cytotoxicité des nanoparticules PSNH sur les cellules A549, via le test
colorimétrique WST-1 (A) ainsi que le test du marquage fluorescent Hoechst 33342 en HCS (B).
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Enfin, la derniére étape consiste en la vérification qu’il n’existe pas d’interférences entre
les marqueurs fluorescents utilisés pour les tests en HCS et les différents composeés testes,
comme 1’exposition aux QDs qui fluorescent également. Pour cela, une comparaison des
spectres d’excitations et d’émissions des différents produits est effectuée afin de vérifier qu’ils

ne se superposent pas (cf. chapitre 2).

2. Immunomarquage 53BP1

Pour rappel, ce test permet de marquer la protéine 53BP1 qui fait partie du complexe de
réparation des cassures double-brin de I’ADN, recrutée directement sur le site de Iésion
(cf. chapitre 2). L’ensemencement des cellules est réalisé de la méme maniére que pour le
marquage Hoechst 33342 puisque ce marquage est aussi effectué 48 h aprés 1I’ensemencement
des cellules. La détection des foci de 53BP1 dans les noyaux des cellules par le Celllnsight est
illustrée dans la Figure 36. Les noyaux marqués au Hoechst 33342 (en bleu sur les photos),
servent d’objets principaux pour la détection des foci. Ils sont entourés en vert s’ils sont validés,
ou en orange s’ils sont rejetés par 1’appareil, en fonction des paramétres sélectionnés comme la
taille et la forme des noyaux (Figure 36B). Ensuite, au sein de noyaux validés, la présence de
foci de 53BP1 est recherchée (spot vert, Figure 36A), et validée (en rouge, Figure 36B) s’ils
correspondent aux parametres enregistrés. Les parametres de détection des foci sont optimisés
en fonction de leur taille, leur forme et leur intensité de fluorescence. Pour 1’analyse, I’appareil

fait la moyenne du nombre de foci détectés par noyau.

Figure 36 : Observation des foci de 53BP1 dans les noyaux des cellules en A, ainsi que les parametres
de détection par le Celllnsight en B.
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La premiére étape d’optimisation de ce test flit de mettre au point les bonnes
concentrations d’anticorps primaire (Ac I) et secondaire (Ac II) pour obtenir un marquage
suffisamment intense mais sans bruit de fond. Pour I’Ac II (Anti Rabbit IgG Atto 488, Sigma-
Aldrich), la dilution testée puis validée est de 1/2 000. En revanche, les dilutions testées pour
I’Ac I (Rabbit TP53BP1, Abnova) spécifique de la protéine 53BP1, sont de 1/500, 1/1 000 et
1/2 000. Une condition supplémentaire sans Ac I est réalisée pour tester la spécificité de I’Ac 11
sur ce dernier, afin de s’assurer qu’il ne se fixe que sur I’Ac L. Les résultats de ces expériences
sont synthétisés dans la Figure 37. Les différentes dilutions en Ac | testées fonctionnent toutes
et les images obtenues par le microscope sont similaires, avec peu de bruit de fond (Figure
37 A-C). Dans une optique d’utilisation raisonnable du produit, la dilution retenue pour I’Ac |
est de 1/1 000. De plus, I’absence de foci dans la condition ot I’Ac I n’a pas été ajouté prouve

que I’Ac II fluorescent ne se fixe que sur I’Ac I (photo en haut a gauche de la Figure 37 et

graph C).
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Figure 37 : Optimisation de la dilution de 1’Ac | pour la mise au point du test 53BP1 en HCS sur des
cellules A549. Marquages fluorescents permettant le décompte du nombre de noyaux via le marquage
Hoechst 33342 (noyaux en bleu sur les photos de la figure A, quantifiés dans le graph B), ainsi que le
nombre de foci moyen par noyau via I’immunomarquage 53BP1 (spots en vert sur les photos de la figure
A, quantifiés dans le graph C).

Une fois ces tests mis au point, les essais sur les QDs ont révelé une interférence de
fluorescence avec 1’Ac II. L anticorps a donc été remplacé par un autre, similaire mais couplé
a un fluorochrome émettant dans le rouge profond (Anti Rabbit IgG Atto 633, Sigma-Aldrich).
La dilution utilisée est la méme que précédemment, a savoir 1/1 000. Les résultats sont

présentés dans le chapitre 5.
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Criblage a haut débit sur les nanomatériaux issus du projet SafeTiPaint :

Les résultats obtenus aprés optimisation de la méthode sont présentés dans la Figure 38.
Ces résultats concernent les peintures vieillies présentées dans I’introduction du chapitre. Apres
réception de ces échantillons, les poudres sont dispersées dans de 1’eau puis diluées dans le
milieu de culture des cellules pulmonaires A549, avant d’exposer ces derniéres durant 24 h a
50 pg/mL. Cette concentration a été choisie arbitrairement aprés qu’aucune cytotoxicité n’ait
été mise en évidence sur une gamme de concentration allant de 6,25 a 100 pg/mL (Figure 39).
Les concentrations plus élevées n’ont pas été testées pour éviter toute interférence entre les
particules de titane et les tests biologiques [1]. Par ailleurs, un contréle positif nanoparticulaire
a été recherché. Or, il a été rapporté que 1’oxyde de cobalt (CoO3) et I’oxyde de nikel (NiO) a
1’état nanoparticulaire ont des propriétés génotoxiques [2], [3]. Dans cette expérience, I’oxyde
de nickel cobalt (CoNiO2) nanoparticulaire a été testé a 10 et 50 pg/mL (aprés avoir vérifié la
cytotoxicité pour ces concentrations). Ce composé génére bien des cassures de I’ADN (Figure
38A) avec un effet plus marqué a 50 ug/mL. Cependant, 1’effet reste beaucoup plus marqué
avec 1’étoposide a 100 M. De plus, cet effet est retrouvé chez les cellules intestinales HCT116
exposées a 20 pg/mL, mais pas chez les kératinocytes primaires a 50 pg/mL. Donc, pour plus
d’homogénéité entre les tests et dans le cadre de cette thése reposant principalement sur les
kératinocytes primaires, 1’étoposide a 100 uM est conservé puisqu’il est un bon contréle positif
sur les trois lignées. Il est important de noter que les contréles positifs étant cytotoxiques, ils
entrainent généralement une diminution du nombre de noyaux dans les puits (Figure 38C). I
s’agit donc de trouver le bon compromis entre la concentration générant le plus de lésions et la
concentration induisant le moins de cytotoxicité possible. Pour les différentes peintures, les
résultats montrent que le nombre de noyaux dans les puits reste stable apres exposition aux
differents résidus (Figure 38D) et qu’aucune augmentation significative du nombre de cassures
double-brin n’est observée aprés 24 h d’exposition (Figure 38B) en comparaison au contréle
dont la valeur est en moyenne de 0,09 foci par noyau (Figure 38A). En conclusion de ces
résultats, les résidus d’abrasion de peintures ne semblent pas engendrer de cytotoxicité ni de

génotoxicité.
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Figure 38 : Evaluation des cassures double-brin de I’ADN aprés exposition des cellules A549 pendant
24 h a des résidus d’abrasion de peintures non vieillies (0 h) ou préalablement vieillies en enceinte
climatique pendant 500 h et 1000 h. Ces résultats sont issus de la méthode d’un immunomarquage
53BP1 (A-B) associée au décompte des noyaux par marquage au Hoechst 33342 (C-D). L’étoposide a
100 uM et I’oxyde de nickel cobalt (CoNiO,) a 10 et 50 pg/mL sont utilisés comme contr6le positif.
PC500, PEG, CNC correspondent respectivement aux peintures avec le TiO; seul, fonctionnalisé en
surface avec du polyéthylene glycol ou greffé sur des nanocristaux de cellulose.
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Figure 39 : Evaluation de la cytotoxicité des résidus de peintures non vieillis ou préalablement vieillis
en enceinte climatique pendant 500 h et 1 000 h aprés exposition des cellules A549 pendant 24 h. Ces
résultats sont issus du test colorimétriqgue WST-1 et PSNH; & 100 pg/mL est utilisé comme contrdle
positif. Pour des raisons de clarté, ce contrdle n’est pas représenté sur la figure mais entraine une
mortalité cellulaire d’environ 70 %.
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3. Test des micronoyaux

Ce test n’a pas été présenté dans le chapitre 2 puisqu’il a été difficile a mettre au point
sur les lignées commerciales et que 1’optimisation sur les kératinocytes primaires n’a pas été
réussie. Il s’agit d’un test de génotoxicité mettant en évidence des cassures ou pertes de
chromosomes induits par des agents génotoxiques apres division cellulaire. Il se forme alors
des micronoyaux dans le cytoplasme des cellules en interphase. Le protocole, adapté d’une
ligne directrice de I’OCDE [4], consiste a ensemencer des cellules a faible densité dans des
plaques 96 puits noires a fond plat et transparent. Pour les cellules pulmonaires A549, la densité
d’ensemencement est de 5 000 cellules/puits, pour les cellules intestinales HCT116, elle est de
2 500 cellules/puits et de 10 000 cellules/puits pour les kératinocytes. Apres 24 h, les différentes
expositions sont réalisees puis les cellules incubées 24 h supplémentaires a 37 °C et 5 % de
COa. Le contrble positif utilisé peut étre spécifique du type de Iésion (aneugéne, en cas de pertes
de chromosomes ou clastogene en cas de cassures de chromosomes). Pour cette expérience,
I’agent clastogene Mitomycine C est utilisé a 25 et 50 ng/mL pour tenir lieu de contrdle positif.
A T =48 h, un blocage de la cytokinese est réalisé en exposant les cellules a 4 pg/mL de
cytochalasine B durant 24 h. AT =72 h, les cellules sont rincées avec du PBS puis fixées avec
de la PFA 4 % pendant 15 min a température ambiante. Les cellules sont ensuite colorées au
Hoechst 33342 pendant 15 min puis rincées au PBS et stockées dans du PBS avec 50 % de
glycérol. Apres avoir optimisé les parametres de lecture afin que 1’appareil détecte les bons
objets, les plaques sont analysées par le Celllnsight qui détecte, dans les cellules binucléées, la
présence de micronoyaux (Figure 40). Les cellules binucléées possédant des micronoyaux sont
tout d’abord recherchées par le Celllnsight. Elles sont entourées en bleu foncé si elles sont
validées ou en orange si elles sont rejetées par I’appareil (Figure 40B). Puis, dans une aire
définie autour de ces cellules binucléées (grand cercle vert, Figure 40B), la présence de
micronoyaux est recherchée (petit cercle bleu clair, Figure 40B). L’ optimisation des paramétres
consiste a trouver le meilleur compromis pour détecter le maximum de cellules binucléées et
de micronoyaux, tout en limitant les erreurs de comptage. Les résultats obtenus sont donc le
taux de cellules binucléées dans les champs analysés, le taux de cellules binucléées présentant
au moins un micronoyau parmi toutes les cellules binucléées (sans prendre en compte le nombre
de micronoyaux dans les cellules binucléée), ainsi que 1’indice de prolifération qui détermine
le nombre de divisions effectuées par les cellules pendant la période d’exposition a la
cytochalasine B. Des difficultés ont été rencontrées avec les cellules HCT116 puisqu’elles

adherent moins bien au support que les cellules A549 et se décrochent au cours des différents
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traitements. Pour pallier ce probléme, la référence des plaques a été changée et 1’étape de
rincage avant la fixation des cellules a été supprimée. La concentration en Mitomycine C est
également plus élevée pour cette lignée (100 et 500 ng/mL). En ce qui concerne les
kératinocytes primaires, plusieurs expériences ont été réalisées sans succes (pas de cellule
binucléée). Le temps de doublement de ces cellules étant plus élevé que pour les autres ligneées,
des incubations plus longues (jusqu’a 48 h) avec la cytochalasine B ont été testées sans succes.

Cette méthode n’a donc pas été utilisée avec les QDs.

Figure 40 : Observation des cellules binucléées possédant des micronoyaux en A, ainsi que les
parameétres de détection par le Celllnsight en B.

Criblage a haut débit sur les nanomatériaux issus du projet SafeTiPaint :

Etant donné que 1’objet principale de 1’étude est la toxicité des QDs sur les kératinocytes
primaires et que les cellules binucléées n’ont pas été obtenues sur ce modele, toutes les
expériences de criblage des micronoyaux n’ont pas été menées. La Figure 41 présente une série
de résultats obtenus sur la lignée cellulaire A549. Ces résultats concernent les slurries de
peintures présentées dans I’introduction du chapitre. Pour le test, ces échantillons sont dilués a
50 pg/mL dans du milieu de culture puis les cellules y sont exposées pendant 24 h. Aprés
analyse par le Celllnsight, les données sont regroupées puis synthétisées dans la Figure 41. Dans
un premier temps, il faut s’assurer que le nombre de cellules binucléees soit suffisant pour
I’analyse. Suivant les recommandations OCDE, ce nombre doit étre au minimum de 2 000
cellules par condition (a répartir entre les réplicats et les expériences réalisées
indépendamment). Généralement au laboratoire, les expériences sont réalisées trois fois
indépendamment avec cinq réplicats par expeérience. Mis a part le contréle positif
Mitomycine C (MMC c) qui est cytotoxique, la Figure 41A montre un taux d’environ 50 % de
cellules binucléées par condition sur 2 500 cellules comptées, soit plus de 1 000 cellules

binucléées par condition pour chaque expérience, ce qui est suffisant pour I’analyse. Il est
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¢galement nécessaire d’évaluer la prolifération cellulaire afin de s’assurer que les cellules se
soient bien divisees de la méme maniére dans toutes les conditions durant 1’exposition a la
cytochalasine B. Pour cela, 1’effet cytostatique est mesuré a 1’aide de I’indice de prolifération
(CBPI pour cytokinesis-block proliferation index) sur le Cellinsight. Cette valeur correspond
au nombre moyen de noyaux par cellule. Un résultat de 1 signifie que toutes les cellules sont
mononuclées (cytostase de 100 %) et plus le résultat est proche de 2, plus le nombre de cellules
binucléées est important (cellules ayant subi une division au cours du blocage de la cytokinése).
Dans la Figure 41B, I’'IP est d’environ 1,7-1,8 pour les différentes conditions, ce qui est correct.
Le contréle positif MMC c est nettement inférieur (1,2), ce qui est justifié par le fait que ce
composé soit cytotoxique et donc qu’il augmente 1’effet cytostatique des cellules. Finalement,
les résultats obtenus dans la Figure 41C ne montrent pas d’augmentation du taux de cellules
binucléées traitées ayant des micronoyaux en comparaison avec le contrle (CTL). Ainsi,
aucune lésion chromosomique n’est mise en évidence aprés exposition aux différents

échantillons de peintures.
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Figure 41 : Test des micronoyaux aprés exposition des cellules A549 pendant 24 h a des slurries de
peintures & base de TiO,. La Mitomycine C & 50 ng/mL est utilisée comme contréle positif. Le taux de
cellules binucléées est mesuré en A, I’indice de prolifération en B et le taux de cellules binucléées avec
présence de micronoyaux en C.
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4. Marquage CellROX pour I’évaluation des ROS

Le CellROX est un colorant perméant qui s’accumule dans le cytoplasme des cellules
et qui s’oxyde en présence d’espéces réactives de 1’oxygene (ROS) pour devenir fluorescent.
Le CellROX deep red est sélectionné car ses longueurs d’ondes d’excitation et d’émission dans
le rouge profond (respectivement 644 nm et 665 nm) sont moins couramment utilisées en
microscopie et permettent donc de le coupler a d’autres marqueurs fluorescents. D’autre part,
nous avons montré dans le test 53BP1 que la fluorescence des QDs n’interfére pas avec la
mesure de la fluorescence a cette longueur d’onde. Le protocole consiste a incuber les cellules
(préalablement exposées aux différents traitements et non fixées) pendant 30 min a 37 °C avec
5 UM du réactif CellROX et 0,3 pg/mL de Hoechst 33342, puis a les rincer trois fois au PBS.
A ce stade, les cellules peuvent étre fixées 15 min avec de la PFA 4 % et marquées avec d’autres
colorants comme le « MitoTracker Green » qui colore les mitochondries. La lecture doit étre
faite rapidement, dans les deux heures qui suivent le marquage. Le contréle positif testé est le
KBrOs a 250 puM, auquel les cellules sont exposées pendant 24 h, mais pour la suite de
I’optimisation, si ce contr6le ne fonctionne pas bien, le Ménadione a 100 UM pendant 1 h a
37 °C et I’hydroperoxyde de tert-butyle a 200 uM pendant 2 h & 37 °C pourront étre testés. En
effet, par manque de temps, la mise au point de ce protocole n’a pas pu étre terminée. Les
premiers résultats ont révélé un bruit de fond trés élevé qui reste également a optimiser

(représenté en vert dans la Figure 42B).

Figure 42 : Optimisation de la méthode d’évaluation des ROS par le marquage au CellROX deep red.
Décompte des noyaux par la coloration Hoechst 33342 en A et co-marquage Hoechst 33342 et CellROX
en B.
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5. Test des cométes a moyen/haut debit

L’obtention d’un financement STSM (short term scientific mission) par le réseau
européen COST Actions, sur le projet CA15132-The comet assay as a human biomonitoring
tool (hCOMET), a permis d’adapter le protocole du test des cométes (déja utilisé au laboratoire)
au moyen et haut débit, dans le laboratoire du Dr. Amaya Azqueta, a I’université de Navarre,

(Pampelune, Espagne). Les objectifs de cette collaboration étaient :

» L’apprentissage de la méthode des cometes a moyen/haut débit (2 et 12 gels par lame).
» Le test des sels d’iridium (IrClsg) comme alternative a I’endonucléase Fpg dans la
méthode des cometes Fpg-modifié, pour la détection des lésions oxydatives de I’ADN

de type 8-0xoG de maniére plus spécifique.

Le protocole de la méthode 2 et 12 gels par lame est décrit dans le chapitre 2. En ce qui
concerne la méthode 2 gels par lame, elle a été implémentée avec succés au laboratoire et la
méthode 12 gels par lame nécessite I’achat de supports qui seront commandés dés qu’ils seront

a nouveaux commercialisés.

En ce qui concerne les sels d’iridium, des études ont démontré que I’IrCle? et I'IrBr®
pouvaient oxyder spécifiquement les purines. Ainsi, 1’IrCls®" est capable d’oxyder la 8-0x0G et
dans une moindre mesure la 8-oxoA alors que I’IrBr? oxyde uniquement la 8-oxoG [5]. Pour
mettre en évidence ces 1ésions dans le test des cométes, il faut casser I’ADN. Une étude a mis
en évidence I’effet de la pipéridine a 1 M a 90 °C pendant 30 min [6]. Cependant, une
température si €levée ne peut pas étre utilisée sur les gels d’agarose nécessaires au test des
comeétes. Une troisieme étude a mis en évidence la formation de différents produits d’oxydation
aprés exposition a de I’IrCls?” en fonction du pH (Nucléoside de la spiroimino-dihydantoine a

pH neutre ou basique et un mélange d’imino-allantoine et Guanidino-hydantoine a pH acide)

[7].

Expérimentalement, nous avons décidé d'utiliser le test des cométes en conditions
alcalines afin de vérifier si le pH est suffisant pour générer les produits d'oxydation de la 8-oxoG
aprés exposition a de I’IrCle> (Ir (1V)), sans utiliser de pipéridine. Dans les premiers tests, la
concentration optimale de Ir (IV) est recherchee sur des cellules TK6 (lignée lymphoblastoide
humaine). Une premiére gamme d’exposition entre 0,1 uM et 10 mM est testée pour laquelle
aucune lésion n’est détecté (incubation Ir (IV), 1 h a 37 °C). Une deuxieme gamme est ensuite

testée entre 100 UM et 250 mM, en considérant un effet de la température sans pipéridine

154



Chapitre 4 : Développement et optimisation de méthodes de criblage a moyen et haut débit

(incubations Ir (IV), 1 ha 37 °C ou a 55 °C). Cette expérience a mis en évidence une réduction
du nombre de cassures de I’ADN lorsque la concentration en Ir (IV) augmente,
indépendamment de la température (Figure 43). Pour les cellules exposées aux plus fortes
concentrations (25 mM et 250 mM), aucun noyau n’est observé, certainement car les

dégradations de I’ADN sont trop élevées (toxicité a de si fortes concentrations).

Ces premiers résultats suggérent un potentiel effet de 1I’Ir (IV) comme agent réticulant
de I’ADN. Dans la deuxi¢éme partie des expériences, nous avons voulu démontrer cet effet. Pour
cela, les cellules sont exposées a 25 uM ou 50 uM de H20., connu pour entrainer de
nombreuses cassures, pendant 5 min sur de la glace (100 uM a aussi été testé mais le taux de
Iésions était beaucoup trop élevé pour étre analysé). Les résultats présentés dans la Figure 44
montrent que I’Ir (IV) réduit la migration de ’ADN (produite par les cassures de I’ADN
induites par H20y).

I1 en résulte que I’Ir (IV) ne peut pas étre utilis€é comme alternative a la Fpg puisqu’il
agit comme un agent réticulant en diminuant la quantité d’ADN dans la queue de cométe. La
pipéridine n’a pas été testée mais il pourrait étre intéressant d’évaluer son effet avec I'Ir (1V)

avec des incubations a 55 °C.
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Figure 43 : Optimisation de la concentration en Ir (IV) pour la détection de lésions 8-0xoG par le test
des cométes. Des cellules non-exposées et exposées a KBrOs (controle positif) ont été utilisées. Les
cellules ont été exposees a Ir (IV) pendant 1 h, a deux températures différentes : 37 ° C et 55 ° C.
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Figure 44 : Recherche de I'effet réticulant de Ir (1V) sur la lignée cellulaire TK6. Les cellules lysées ont
été exposées pendant 5 min (sur de la glace) a 25 ou 50 uM de H»0,, qui est connu pour provoquer des
ruptures de brins d’ADN, puis a 25 uM-25 mM d'Ir (IV).

6. Discussion et conclusion

Le développement de ces méthodes permet de généraliser les tests de toxicologie en
augmentant le débit d’analyse. Cela peut permettre de tester une multitude de composés et
d’obtenir les résultats rapidement, en quelques heures seulement. Ces derniers peuvent
permettre d’enrichir les bases de données toxicologiques qui représentent un besoin sociétal
actuel, notamment a cause du développement de nombreuses substances et de nouveaux

matériaux manufacturés pour lesquels les mécanismes de toxicité restent inconnus.

En ce qui concerne le test des comeétes, maintenant que la technique 2 et 12 gels par
lame est acquise au laboratoire, elle pourra étre optimisee sur le Celllnsight pour augmenter
davantage le débit d’analyse.
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Les potentiels effets toxiques des QDs ont été recherchés, in vitro, sur des cellules
primaires humaines cutanées en exposition aigué de 24 h. Cette étude est basée sur I’évaluation
de la viabilité cellulaire, la génération d’especes réactives de 1’oxygene et la formation de
Iésions de I’ADN. Apres avoir mis en évidence certains effets, des mécanismes de toxicité ont
¢été recherchés par ’analyse de 1’expression de certains génes (stress oxydant, homeéostasie du
zinc et inflammation) ainsi qu’une analyse protéomique. Ces résultats sont présentés sous la
forme d’un deuxiéme article scientifique, excepté pour 1’étude protéomique qui figure dans la

partie « résultats complémentaires ».

1. Introduction

La peau est un tissu qui peut étre facilement soumis a I’exposition aux QDs, présents
dans les produits électroniques et les écrans. Cette exposition peut alors entrainer des effets
toxiques chez ’Homme. Pour évaluer cela, des kératinocytes primaires humains (HKPM), issus
d’explants mammaires de différents donneurs sains, sont utilisés comme modele. Ils sont
extraits puis cultivés avant d’étre exposés aux QDs (vieillis en enceinte climatique ou non
vieillis) pendant 24 h comme décrit dans le chapitre 2. Dans I’article suivant, la pénétration
cellulaire des QDs ou de leurs produits de dégradation est tout d’abord recherchée grace aux
techniques de TEM et de TEM-EDX. Ensuite, I’étude toxicologique de ces derniers est réalisée
en évaluant leur impact sur la viabilité cellulaire via les tests WST-1 et LDH, ainsi que sur
I’intégrité de I’ ADN via le test des cométes et I’immunomarquage 53BP1. Suite a ’observation
d’effets cytotoxiques et génotoxiques, concernant surtout les produits de dégradation des QDs
aprés vieillissement, les mécanismes de toxicité sont investigués. L’apparition d’un stress
oxydant pouvant étre engendrée par une suraccumulation des ROS intracellulaires est
recherchée via le test en fluorescence H.DCFDA. Puis, les expressions de certains genes codant
pour des mécanismes déja mis en évidence dans la littérature des QDs sont mesurées
(cf. chapitre 1). Ainsi des marqueurs de I’inflammation et du stress oxydant sont évalués en
RT-gPCR. Par ailleurs, étant donnée la forte proportion de zinc dans la composition des QDs
testés, I’expression de genes codant pour ’homéostasie du zinc est également mesurée. Ces
résultats, qui mettent en évidence des modifications d’expressions de certains genes, ont ensuite
éteé elargis a 1’étude de plus de 2 500 protéines, grace a une étude protéomique (cf. partie 3).
Cette étude permet de mettre en évidence les grandes fonctions biologiques qui sont
potentiellement impactées par 1’exposition aux QDs ou a leurs produits de dégradation, en
classant les protéines ayant une expression significativement différente des cellules contrdles

en fonction de leur r6le dans les différentes voies biologiques.
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Abstract

Quantum dots (QDs) are colloidal fluorescent semi-conductor nanocrystals, which
possess exceptional optical properties. They are widespread used for their optical properties,
such as in light-emitting diodes (LEDs), displays and photovoltaics. Due to their toxicity, the
use of common cadmium-based (Cd) QDs in electrical and electronic equipment is restricted in
the European Union through the Restriction of hazardous substances in electrical and electronic
equipments (RoHS) directive. This has prompted industrials to develop safer alternatives to
Cd-based QDs, the more promising of them being InP QDs. We recently developed some
alloyed QDs with a core composed of InZnP coated with a Zn(Se,S) gradient shell, which was
further coated with an additional shell made of ZnS, either thick or thin. In this study, the
toxicity of these three types of QDs, is evaluated in their pristine form or after aging in a climatic
chamber, which mimics environmental weathering. The results show that pristine QDs do not

show overt toxicity to human primary keratinocytes. By contrast, aged QDs reveal high
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cytotoxicity, genotoxicity and they significantly modulate the mRNA expression of genes

encoding proteins involved in zinc homeostasis, oxidative stress and inflammation.

Keywords: Quantum dots, Toxicity, Primary keratinocyte, Environmental aging, Safer by

design.

Introduction

Quantum dots (QDs) are colloidal fluorescent semi-conductor nanocrystals, which are
used in many applications including optoelectronics where their use is rated at 90% for light
conversion in light-emitting diodes (LEDs) or organic light-emitting diodes (OLEDs) and 10%
for biomedical imaging (Piccinno et al., 2012). The exceptional optical properties of QDs come
from their small adjustable size, which gives them tunable band gap resulting in large
absorption and narrow emission spectra, high quantum yield (QY) and resistance to
photobleaching (Reiss et al., 2016). Over the last few years, several QDs containing
carcinogenic heavy metals have been developed, especially some QDs based on cadmium,
which is classified as carcinogenic to humans by International Agency for Research on Cancer
(IARC, 1993). Among these QDs, cadmium selenide (CdSe), cadmium telluride (CdTe) and
cadmium sulfide (CdS) are still used. However, they cause some toxic effects on human and
environmental models, for instance they induce the accumulation of reactive oxygen species
(ROS) due to the release of Cd?* ions when QDs are degraded (Bottrill and Green, 2011). Due
to their high toxicity and the restricted use of Cd compounds in electrical and electronic
equipment to 0.01%, via the Restriction of hazardous substances in electrical and electronic
equipment (RoHS) directive of the European Parliament (2011/65/EU), Cd-free QDs have been
developed in recent years.

A promising alternative is indium phosphide (InP) QDs, which show a tunable emission
from visible to the near-infrared range (Reiss et al., 2016). Few studies report the toxicity of
these QDs in comparison to Cd-based QDs. In a comparative study combining in vivo and in
vitro approaches, InP QDs were shown to be less toxic than CdSe QDs, owing to the lower
intrinsic toxicity of In ions compared to Cd ions (Brunetti et al., 2013). Still, InP is classified as
probably carcinogenic to humans by the International Agency for Research on Cancer (IARC)

(World Health Organization et al., 2006). In vivo, InP/ZnS QDs accumulate in the liver and
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spleen of mice and rats exposed by intravenous injection, subcutaneously or by intratracheal
instillation (Li et al., 2020; Lin et al., 2020; Yaghini et al., 2018). Overall, they cause either no
(Lin et al., 2015; Yaghini et al., 2018) or mild toxicity, characterized by modulation of
haematological parameters related to liver or cardiac function when administered intravenously
(Li et al., 2020), hyperemia in alveolar septa when administered by intratracheal instillation
(Lin et al., 2020) and acute phase inflammation in mice (Chen et al., 2019). In vitro, InP/ZnS
QDs alter the viability of BGC-823 gastric cells and SHSY-5Y neuroblastoma cells (Liu et al.,
2015) and of HCC-15 and RLE-6TN lung cells via the induction of apoptosis (Chen et al.,
2018). They trigger oxidative stress, endoplasmic reticulum stress and inflammation in mouse
bone marrow-derived macrophages (Chen et al., 2019). This means that it is necessary to
investigate the toxic potential of InP QDs and to develop safer designs. QD degradation derives
from surface oxidation (Reiss et al., 2016), which is accelerated by exposure to ambient air and
UV light (Derfus et al., 2004; Mortensen et al., 2015, 2012; Tarantini et al., 2019). Adding a
layer on the surface of QD core, such as a shell of ZnS, protects them from degradation and
reduce their toxicity, probably because it avoids the release of ions from the core (Derfus et al.,
2004).

In recent years, effort has been dedicated to the development and adoption of “safer by
design” approaches for the synthesis and formulation of nanoparticles. The “safer by design”
concept aims to develop nanomaterials limiting adverse effects on human health, animals and
environment, which could be generated throughout their life cycle, from their conception to
their disposal at the end of their life (Schwarz-Plaschg et al., 2017). When applied to InP QDs,
this approach has led to some optimizations. For instance, it has been demonstrated that adding
a second shell on the surface of InP QDs can reduce their toxicity (Brunetti et al., 2013).
Moreover, alloying the InP/ZnS QD core with zinc or zinc sulfur increases their quantum yield.
As a consequence, the same level of fluorescence is obtained with lower quantities of alloyed
InZn(S)P QDs, as compared to InP QDs (Thuy et al., 2010). In addition, surface ligands also
play a role in QD toxicity, because their degradation results in the loss of QD stability, which
increases their cellular impact (Brown et al., 2018; Wiecinski et al., 2009). For instance,
hydrophilic QDs are more stable than hydrophobic QDs (Karabanovas et al., 2008). The use of
charged surface ligands results in more toxic QDs, especially for negative charge like
carboxylic acid (-COO") compared to neutral and positive charge (Chen et al., 2018). Following
these concepts of “safer by design”, we recently reported the synthesis of In-based core-shell
QDs, composed of a core of InZnP coated with a first shell of Zn(Se,S) then a second shell of
ZnS, either thin or thick (Wegner et al., 2019). These three QD formulations (single
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shell/gradient, double shell/thin, double shell/thick) were screened for their cytotoxicity on
human primary keratinocytes (Wegner et al., 2019).

To further delve deeper into the mechanisms leading to the toxicity of these three QDs,
we investigated their impact on cell viability, DNA integrity, on the oxidative balance of cells
as well as their inflammatory potential. Moreover, since we previously showed that
InZnP/Zn(Se,S) QDs degraded when exposed to UV light and released some potentially toxic
In and Zn ions, we explored the impact of these three QDs on cellular Zn homeostasis.

Materials and methods

Chemicals and reagents

Cell culture medium and supplements were purchased from Thermo Fisher Scientific.
All other chemicals and reagents were purchased from Sigma-Aldrich. QDs were synthesized
in our laboratories and transferred to PBS by ligand exchange as previously described (Wegner
etal., 2019).

Accelerated weathering

QDs were diluted to 1 uM in PBS and 2 mL were deposited in quartz cuvettes
(10 mmx10 mm, pathlength 10 mm), closed by a screw cap with a silicone rubber seal. Then,
these samples were placed on a magnetic stirrer into a Q-SUN Xe-1 Xenon arc test chamber
(Q-LAB) providing a continuous full sunlight spectrum during 24 hours. The weathering
settings were chosen according to the ISO norms 4892-1 (2000) and 4892-2 (2013), developed
for plastics ageing. The temperature were fixed at 40 °C and the irradiance at 1.44 W/m?
(measured at 420 nm), without humidity control, as in our previous study (Tarantini et al.,
2019).

Cell culture and exposures

Human primary keratinocytes were isolated from skin donors as previously described
(Mouret et al., 2006). Skins were obtained from the university hospital of Grenoble after breast
surgery of healthy female with their informed consent. Experiments followed guidelines and
regulations, in particular the article L1245-2 of the French Public Health Code on the use of

surgical wastes for research purposes ( https://www.legifrance.gouv.fr ). Young healthy

Caucasian donors were selected for this study (15-30 years old) with phototype | or Il according
to the scale of Fitzpatrick classification (Fitzpatrick, 1988).
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Cells were cultured in keratinocyte serum-free medium (K-SFM) supplemented with
1.5 ng/mL epidermal growth factor (EGF), 25 pg/mL bovine pituitary extract, 75 pg/mL
primocin and maintained at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CO». They were
used for experiments at less than three passages. They were seeded in clear or black standard
96-well plates for cytotoxicity assays or ROS measurements, respectively, at a density of 20,000
cells per well and in black 96-well plates with clear bottom for 53BP1 immunostaining, at a
density of 10,000 cells per well. 12-well plates were used to comet and RT-gPCR assays and
seeded at a density of 250,000 cells per well. Finally, 4 chamber Labteks were used for electron
microscopy and seeded at a density of 120,000 cells per well. 24 h after seeding, cells were
exposed to 3.125-100 nM of pristine or aged QDs for another 24 h. Cells were also exposed to
indium and/or zinc acetate for 24 h.

Transmission electron microscopy

Cells were stained, embedded in Epon resin and cut with an ultramicrotome, then
collected on formvar-carbon coated copper grids as described previously (Tarantini et al.,
2019). They were then imaged using a Tecnai G2 Spirit BioTwin (FEI) transmission electron
microscopy (TEM) operating at 120 kV. Images were recorded thanks to an ORIUS SC1000
CCD camera (Gatan). For EDX analysis, samples were imaged by scanning-transmission
electron microscopy (STEM) on a FEI/Tecnai OSIRIS microscope operating at 200 kV, using
a high angle annular dark field (HAADF) detector.

Toxicity assessment

Cell viability: cytotoxicity was assessed using two colorimetric assays, lactate dehydrogenase
(LDH, Sigma-Aldrich) and WST-1 (Roche), probing cell membrane integrity and cell
metabolic activity, respectively, following the manufacturer’s instructions. Amino-modified
polystyrene nanoparticles (PSNH.) (100 pg/mL) were used as positive control.

For LDH quantification, 50 pL of each well supernatant was transferred to a clean 96-well plate
and mixed with 100 puL of LDH reagent (substrate, cofactor and dye, V:V:V). After 30 min of
incubation in the dark at room temperature, 10 pL of hydrochloric acid (HCI) 1 N was added
into each well to stop the reaction. Then, the absorbance was measured at 490 nm, as well as
the background absorbance at 690 nm, with a spectramax M2 spectrofluorimeter (Molecular
Device). In the WST-1 assay, after exposure to QDs, medium was removed and wells were
wash with PBS. Then, 100 uL of WST-1 diluted to the tenth in cell culture medium were added
into each well. After 1 h 30 of incubation at 37 °C, 5% CO: in a humidified atmosphere,
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absorbance was measured at 450 nm and 650 nm with a spectramax M2 spectrofluorimeter
(Molecular Device). No interferences were detected with these assays (Fig. S1).
Experiments were repeated at least three times independently, on keratinocytes originating from

different donors, with n = 5 replicates in each independent experiment.

Reactive Oxygen Species (ROS) generation: ROS were quantified by fluorescence

measurements using 2',7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H.DCFDA) and di-
hydrorhodamine 123 (DHR 123) reagents (Thermo Fisher Scientific). 24 h after seeding, culture
medium was removed, 25 pM of Ho.DCFDA or 1 uM of DHR 123 were added to each well and
incubated during 40 min at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CO.. It was then
replaced by exposure medium containing QDs. Hydroperoxide (H202) at 500 uM and KBrO3
at 1 mM were used as positive controls. Fluorescence (ExX/Em corresponding to
480 nm/530 nm) was measured directly after QDs exposure and after 30 min, 1 h,2h,4 h,6 h
and 24 h of exposure with a spectramax M2 spectrofluorimeter (Molecular Device). Each
experiment was repeated twice independently on keratinocytes from different donors withn=5
replicates for each of independent experiment.

DNA damage: double-strand breaks in DNA was determined by 53BP1 immunostaining. After
seeding, cells were exposed for 24 h to 100 pL of the different QDs or etoposide at 100 puM,
which is the positive control for this experiment. Then, they were fixed by directly adding
100 pL of 8% paraformaldehyde. After 30 min of incubation, cells were washed three time with
PBS and permeabilized for 15 min with 0.2% Triton X-100 and 3% bovine serum albumin
(BSA), prepared in PBS. After being washed three times with PBS, non-specific sites were
blocked for 15 min with 3% BSA in PBS (PBS-BSA). These steps were followed by 1 h of
incubation with the primary antibody, a rabbit polyclonal anti-TP53BP1 (PAB12506, Abnova)
diluted in PBS-BSA to which 0.02% sodium azide was added. Then cells were washed again
three times for 5 min with PBS-BSA and incubated for 1 h in the dark with the secondary
fluorescent antibody, an anti-rabbit IgG Atto 633 (41176, Sigma-Aldrich) diluted in PBS-BSA.
Finally, cells were washed three times for 15 min with PBS-BSA with 0.2% Triton X-100 and
stained with 0.3 pg/mL Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) for 20 min at room temperature, then
washed three times with PBS. Cells were stored in PBS containing 50% glycerol and plates
were analyzed using a Celllnsight CX5 High-Content Screening (HCS) Platform (Thermo
Fisher Scientific). In each well, the number of nucleus was automatically counted, as well as
the average number of foci per cell nucleus. These cells were also used for cytotoxicity
assessment, via measuring the number of nuclei remaining in each well after exposure, and
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compared to the number of nuclei in control wells (unexposed cells). These experiments were
repeated twice independently, on keratinocytes from different donors, with n =5 replicates for
each of independent experiment.

DNA strand breaks and Fpg-sensitive sites were quantified using the alkaline and Fpg-modified
comet assay, as previously described (Armand et al., 2016). Exposure to 100 pM methyl
methanesulfonate (MMS) for 24 h was used as positive control. Two gels per slides were
prepared, with a density of 12,000 cells per gel (20 X 20 mm). Analysis consisted in recording
the % tail DNA on 50 cells per gel using the Comet IV software (Perceptive Instruments,
Suffolk, UK). Experiments were repeated six times independently, on keratinocytes from three

different donors, with two technical replicates per condition for each experiment.

Gene expression level: mRNA expression levels were analysed by real-time quantitative
reverse transcription PCR (RT-gPCR). SOD1, SOD2, GPX1, CAT, HO1, GCLM and P21 were
examined as probes of oxidative stress, MT1, MT2, MTF1, ZnT1, ZnT7, ZIP1 and HSPAG as

probes of cellular zinc homeostasis and IL8, IL1p and TNFa as probes of inflammation. RNA

was extracted from keratinocytes using GenElute™ mammalian total RNA miniprep kit
(Sigma-Aldrich), following the manufacturer's instructions. RNA purity and concentrations
were determined by absorbance measurement at 260 nm and calculation of abs. 260/280 nm,
abs. 260/230 nm, using a NanoDrop 3300 Fluorospectrometer. Then, cDNAs were obtained
using SuperScript 11 Reverse Transcriptase (Invitrogen) with 0.5 pg of RNA, random primers
at 100 ng/uL, dNTP mix at 10 mM each and ribonuclease inhibitor at 45 U/uL. Real-time
quantitative transcription PCR was performed with a CFX96 Real-Time PCR Detection
System, C1000 Touch Thermal cycler (Bio-Rad) using SYBR Green SuperMix (Bio-Rad).
Specific primer sequences are detailed in supplementary information (Table S1). For
normalization, CycloA, GADPH and S18 were used as reference genes. Values were calculated
using Relative Expression Software Tool (REST2009), based on AACq method, which
compares the ACq of a condition with the ACq of control. Relative expressions follow the

equation: 2744¢a,
Statistical analysis

RStudio, the interface of R 3.3.2 software was used to assess statistical significance,
using the non-parametric Kruskal-Wallis rank sum test followed by pairwise comparisons using
Wilcoxon rank sum test. The P values were adjusted using Benjamini and Hochberg correction

and results were considered statistically significant when p < 0.05.
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Results

QD accumulation in cells

Human primary keratinocytes were exposed to QDs coated with a gradient shell
(thereafter named “Grad”), a double shell with the thin outer shell (thereafter named “Thin”) or
a double shell with the thick outer shell (thereafter named “Thick™). All of them were tested

either in their pristine form or after 24 h of accelerated ageing in a climatic chamber.

Their intracellular accumulation and distribution were observed using TEM. As shown in
Figure 1, the pristine Thick QD accumulated in cells and localized in the cell cytoplasm as
agglomerates, close to the nuclear membrane (Fig. 1B, white arrows). To confirm the presence
of QDs in keratinocytes, these agglomerates were observed by STEM (Fig. 1C-D) followed by
EDX analyzes (Fig. 1E-J). EDX were detected the presence of Zn (Fig. 1E-F), In (Fig. 1E-G),
Se (Fig. 1E-H), P (Fig. 1E-I) and S (Fig. 1E-J) in them (Fig. 1D-E, area 1), which clearly
confirms the presence of QDs inside cells. Regarding aged QDs, no precipitate was found into
keratinocytes. This is probably due to the too low exposure concentration (3 nM) compared to
the results on pristine QDs (50 nM), where some precipitates were observed. However, at

higher concentration cells die, so it is not relevant to increase this one.
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Fig. 1. Penetration of Thick shell QDs into keratinocytes, observed by TEM imaging. Cells
were exposed for 24 h to culture medium (A), or 50 nM of pristine QDs (B, white arrows:
agglomerates of QDs). Agglomerates were imaged by STEM, in HAADF mode (C-D) and
analysed by EDX. Spectra of areas 1 and 2 were represented (E) and corresponding
reconstruction of Zn (F), In (G), Se (H), P (I) and S (J) were adding.

Cell viability after QDs exposures

We then compared the cytotoxicity of these three QDs, either pristine or aged, using two
complementary assays, i.e. WST1, which probes cell metabolic activity and LDH, which probes
cell membrane integrity. Among pristine QDs, only the Gradient shell QD showed significant
cytotoxicity, at the highest concentration, i.e., 100 nM (Fig. 2A, C). In contrast, aged QDs
showed significant cytotoxicity from 6.25 nM (Thick) or from 12.5 nM (Grad and Thin). At all
concentrations, the Thick shell QD showed similar or slightly greater cytotoxicity than the
Gradient and Thin shell QDs (Fig. 2B, D). We previously showed that InZnP QDs degraded
when exposed to UV light, leading to the release of Zn(I1) and In(I11) ions. Since all three QDs
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were composed of similar indium content, while their zinc content varied, with the Thick shell
QD containing more zinc than the Gradient and Thin shell QD, we evaluated the toxicity of
indium and zinc salts, also using WST1 and LDH assays (Fig. 3A, B). Only zinc acetate showed
significant toxicity at the highest concentrations, i.e. from 100 uM. However, this concentration
is clearly greater than the amount of zinc in QDs exposure (3.75 UM of indium and 15 uM of
zinc corresponding to 50 nM of QDs Thick shell exposure).
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Fig. 2. Cytotoxicity of InZnP QDs. Cytotoxicity was assessed via the WST-1 assay (A-B) and
lactate dehydrogenase assay (C-D). Cells were exposed 24 h to pristine QDs (A-C) or aged QDs
(B-D). PSNH2 nanoparticles at 100 pg/mL were used as a positive control. Results are
expressed as % relative to the control (unexposed cells). Graphs represent mean +/- standard
deviation of 3 independent experiments, performed on human primary keratinocytes from
different donors, with 5 replicates per experiment. Statistical significance: p < 0.05, *: exposed
vs. control.
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Fig. 3. Cytotoxicity of indium acetate (In-ac) and zinc acetate (Zn-ac). Cytotoxicity was
assessed via the WST-1 assay (A) and lactate dehydrogenase assay (B). Cells were exposed
24 h and PSNH2 nanoparticles at 100 pg/mL were used as a positive control. Results are
expressed as % relative to the control (unexposed cells). Graphs represent mean +/- standard
deviation of 2 independent experiments, performed on human primary keratinocytes from
different donors, with 5 replicates per condition. Statistical significance: p < 0.05, *: exposed
vs. control.

Oxidative stress and inflammation

Since the main mechanisms of InP/ZnS QD toxicity reported to date are via oxidative
stress and inflammation (Chen et al., 2018, 2019), we measured the intracellular ROS content
in cells exposed to these three QDs, using 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate
(H.DCFDA) (Fig. 4 and Fig. S2). Pristine Gradient shell QD caused a slight but significant
elevation of the intracellular ROS content from 2 h of exposure, which persisted up to 24 h of
exposure (Fig. 4A). Conversely, no ROS accumulation was observed with the other pristine
QDs (Fig. 4A), nor with aged QDs (Fig. 4B). In addition, neither zinc acetate nor indium acetate
caused accumulation of ROS in keratinocytes (Fig. 4C and Fig. S3).
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Fig. 4. Accumulation of reactive oxygen species into keratinocytes after exposure to the InZnP
QDs, indium and/or zinc acetate. ROS measurement was assessed via H.DCFDA assay for QDs
exposure and DHR 123 for In and Zn acetate exposures. Cells were exposed 24 h to 50 nM of
pristine (A), 12 nM of aged QDs (B), 3.75 uM of indium, 15 pM of zinc or a mix of both (C).
500 uM of H.0O> was used as a positive control. Graphs represent mean +/- standard deviation
of two independent experiments, performed on human primary keratinocytes from different
donors, with 5 replicates per experiment. Statistical significance: p < 0.05, *: exposed Vvs.
control.
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Fig. 5. Effects of InZnP QDs on gene expressions. These measurements were assessed via
RT-gPCR assay, to study the regulation of oxidative stress (A, C, E) and inflammation markers
(B, D, F). Cells were exposed 24 h to 25 nM of pristine QDs (A-B), 6.25 nM of aged QDs (C-D)
and 50 uM of indium and/or zinc acetate. Graphs represent mean +/- standard deviation of an
independent experiment performed on human primary keratinocytes, with 3 biological
replicates and 2 technical replicates. Statistical significance: p < 0.05, *: exposed vs. control.

Further to this analysis of ROS accumulation in exposed cells, the mRNA expression of
genes involved in oxidative stress regulation was measured by RT-gPCR. No significant effect
was observed on cells exposed to pristine QDs (Fig. 5A). In cells exposed to aged QDs a
significant overexpression of HO-1 and GCLM were observed in cells exposed to the three
QDs, together with an overexpression of SOD2 that was significant for Thin shell QD and
decreased expression of GPX1 that was significant for Thick and Gradient shell QDs (Fig. 5C).
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Overexpression of HO-1 and GCLM were also observed in cells exposed to indium and zinc

acetate, as well as decreased expression of GPX1 in cells exposed to indium acetate (Fig. 5E).

Regarding inflammation markers, no significant change of the mRNA expression of
IL1pB, IL8 and was observed in cells exposed to pristine QDs (Fig. 5B). Conversely, the mRNA
expression of IL8 and TNFa were up regulated in cells exposed to aged QDs, especially Thick
and Thin shell QDs for IL8 and Thick and Gradient shell QDs for TNFa (Fig. 5D), suggesting
the onset of an inflammatory response. IL8 and TNFa mRNA expression were also up

regulated, in cells exposed to zinc acetate and indium acetate and the mixture of both (Fig. 5F).
Genotoxicity

Since oxidative stress triggers damage to biomolecules, especially DNA, we evaluated
the impact of these three QDs on DNA integrity. First DNA strand breaks, alkali-labile sites
and Fpg-sensitive sites were assessed in exposed cells using the comet assay in its alkaline and
Fpg-modified versions. The results show no significant increase of DNA lesions after
keratinocytes exposures to QDs, in both cases (Fig. 6A-B). Results after zinc and indium acetate

exposures were also negative (Fig. S4).

53BP1 is one of the first proteins recruited on the site of double-strand DNA breaks.
Like yH2AX, it can be considered as an early genotoxic biomarker of several types of oxidative
DNA lesions or lesions resulting from DNA alkylation, including single-strand breaks,
double-strand breaks, bulky adducts, lesions blocking DNA replication or transcription (Panier
and Boulton, 2014). We used 53BP1 immunostaining to probe the presence of these lesions in

cells exposed to the three QDs.

Indium and zinc acetate revealed no significant induction of 53BP1 foci (Fig. S5) and
among pristine QDs only grad induced a significant elevation of 53BP1 foci count, at the tested
highest concentration, i.e. 50 nM (Fig. 7A). Moreover, this increase was associated to a high
decrease of number of cells in well (Fig. 7C). By contrast, aged QDs caused significant increase
of foci count at 6 nM and 12 nM compared to control cells (Fig. 7B). This was also associated

to diminution of number of cells in wells (Fig. 7D).
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Fig. 6. QD genotoxicity, assessed via the comet assay. DNA integrity was assessed via the
comet assay in the alkaline version (A) or the Fpg modified version (B). Cells were exposed
24 h to 25 nM of pristine QDs and 3 nM of aged QDs. Methyl methanesulfonate (MMS)
100 uM was used as a positive control. Graphs represent mean +/- standard deviation of 6
independent experiments, performed on human primary keratinocytes from 3 different donors,
with 2 technical replicates per experiment. Statistical significance: p < 0.05, *: exposed vs.
control.
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Fig. 7. QD genotoxicity, assessed via 53BP1 immunostaining. Counting of 53BP1 foci (A-B)
and nucleus counting, which reflects cytotoxicity, as assessed via Hoechst 33342 staining and
automated counting by HCA (C-D). Cells were exposed 24 h to pristine QDs (A-C) or aged
QDs (B-D). Etoposide 100 uM was used as a positive control. Graphs represent mean +/-
standard deviation of 2 independent experiments, performed on human primary keratinocytes
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from different donors, with 5 replicates per experiment. Statistical significance: p < 0.05, *:
exposed vs. control.

Impact of the three QDs on metal homeostasis
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Fig. 8. Evaluation of keratinocyte zinc homeostasis. This measurement was assessed via
RT-gPCR assay. Cells were exposed 24 h to 25 nM of pristine QDs (A), 6.25 nM of aged QDs
(B), and 50 uM of indium and/or zinc acetate. Graphs represent mean +/- standard deviation of
an independent experiment performed on human primary keratinocytes, with 3 biological
replicates and 2 technical replicates. Statistical significance: p <0.05, *: exposed vs. control.

We previously showed that Gradient shell QDs (although having a different
composition) degraded when submitted to accelerated weathering, and released some Zn and
In ions (Tarantini et al., 2019). To understand the mechanisms of toxicity observed previously
after exposure to aged QDs, expression of several zinc homeostasis genes were quantified by
RT-gPCR (Fig. 8). Not clear over or under regulation were highlighted after pristine QDs
exposure (Fig. 8A), whereas aged QDs induce clear overexpression of ZnT1 and HSPAG6
associated to underexpression of MT2 into keratinocytes for the three kind of QDs. This
underexpression of MT2 were also observed after indium acetate exposure and the

overexpression of ZnT1 were observed after zinc acetate exposure (Fig. 8C).
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Discussion

In this study, we show that three InP QDs, developed to be safer by design, induce a toxic
response in human primary keratinocytes that depends upon the composition of the QD and its
physico-chemical state, i.e., pristine vs. degraded following accelerated weathering, in vitro. In
brief, the two pristine double-shell QDs tested here cause no adverse outcome in keratinocytes
while pristine gradient shell QD causes cytotoxicity at high concentration, increases the
intracellular ROS level and the number of 53BP1 foci, reflecting oxidative damage to DNA. In
contrast, all three aged QDs show much more intense toxicity, with significant cytotoxicity,
genotoxicity, perturbation of cell redox metabolism and inflammatory response. Both pristine
and aged QDs significantly dysregulate metal homeostasis and particularly Zn homeostasis,
with aged QDs dysregulating it more intensely than pristine QDs.

When considering the cytotoxicity of these nanocrystals, measurement of keratinocyte
metabolic activity with the WST-1 assay and of membrane damage with LDH leakage reveal
the same results, i.e. significant and greater toxicity of aged QDs as compared to pristine QDs.
We already reported such result with other InZnP/Zn(Se,S) QDs with a different composition
and correlated it to the release of the toxic chemical elements contained in QDs due to
photodegradation of the InZnP and InZnSP structure (Tarantini et al., 2019). Moreover, the
oxidation of InP/ZnS QDs can be accelerated by lysosomal condition and leads to dissolution
and the release of indium and zinc ions (Brunetti et al., 2013). This would explain why among
the three pristine QDs only the QD with a single gradient shell shows significant toxicity, this
QD being the one that is the least protected from lysosomal conditions when accumulated in
cells, due to its single shell. This confirms the results reported by Chibli et al., which show
reduced cytotoxicity of double shell as compared to single shell InP/ZnS QDs (Chibli et al.,
2011). We observe cytotoxicity of InZnP/Zn(Se,S) QDs at 100 nM. For comparison, Soenen et
al reported cytotoxicity of InP/ZnS QDs at concentrations higher than 80 nM (Soenen et al.,
2014). Chen et al. do not observe any cytotoxicity of InP/ZnS QDs after 24 h of exposure to up
to 160 pg/mL of QDs (Chen et al., 2018) and Chibli et al. observe cytotoxicity at 100-500 nM
depending on the tested cell line (Chibli et al., 2011). In the two latter studies, the use of a
different metrics and different exposure conditions makes it difficult to compare these results
to ours but, overall, the cytotoxicity observed here with InZnP/Zn(Se,S) and
InZnP/Zn(Se,S)/ZnS QDs is comparable to that observed for InP/ZnS QDs. The results
presented here show that capping these QDs with a ZnS shell on top of the gradient Zn(Se,S)

shell is not sufficient to completely abolish QDs degradation in harsh environmental conditions
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(the aging conditions used here simulate exposure to full spectrum sunlight one sunny day at
noon). It results in QDs that totally degrade and release potentially toxic In**, Zn?* and selenium
ions. Importantly, this second shell made of ZnS increases the QD Zn content and our result
suggest that Zn plays a major role in the toxicity of these QDs. Indeed, due to its pleiotropic
function in cells (Maret, 2019), the intracellular Zn content is finely tuned with concentrations
not exceeding a few picomolars (Simons, 1991). Exposure of cells to Zn-containing
nanoparticles, such as the QDs tested in the present study, results in the accumulation of Zn in
cells by endocytosis (Oh and Park, 2014), i.e., following a much less controlled entry route than
the physiological accumulation via the ZnT1 transporter. Consequently, cells are in a situation
of Zn overload, which is detrimental to their proper function (Maret, 2019). The cellular
response to exposure to aged QDs, characterized by perturbation of the oxidative balance and
Zn homeostasis, particularly with the obvious activation of the MTF1 transcription factor that
further induces mMRNA expression of metallothioneins and ZnT transporters, is a typical
response to a Zn overload (for example, see (Emri et al., 2015)). We can therefore infer that our
strategy consisting in coating InPZn QDs with a double shell of inorganic material is an
effective “safer by design” strategy, but that it still does not deliver safe-by-design QDs. We
previously reported that the adjunction of a third shell made of alumina protected much more
efficiently the QDs from degradation (Wegner et al., 2019); this strategy will be investigated
further in the future.

Noteworthy, the induction of MT1 and MT2 mRNA expression observed in cells exposed
to QDs differs from the typical response to Zn exposure, which induces upregulation of both
MT1 and MT2, as shown in this study in cells exposed to Zn-acetate and as reported previously
by others (Emri et al., 2015). The regulation of MT expression is acknowledged to depend upon
the ions to which cells have been exposed (Murata et al., n.d.; Sims et al., 2012). Here we
observe upregulation of MT1 and downregulation of MT2, as also observed in cells exposed to
indium-acetate. The cellular response to indium ions is poorly documented so far; this
transcriptional profile of MT1 and MT2 could be a typical feature of the cell response to this

heavy metal.

Regarding our TEM observations, we confirm that pristine and aged InZnP/Zn(Se,S) and
InZnP/Zn(Se,S)/ZnS QDs are able to penetrate cells, which has also been previously described
for InP/ZnS QDs, either single or double shell (Brunetti et al., 2013; Chibli et al., 2011; Chen
et al., 2018) and for InZnP/Zn(Se,S) whith a diferent In/Zn ratio as those used here (Tarantini

et al., 2019). We did not observe any accumulation in the cell nucleus, QDs stayed located at
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the periphery of the nuclear envelope, as previously reported for InP/ZnS QDs (Brunetti et al.,
2013; Chen et al., 2018). The use of electron microscopy for observing QDs distribution inside
cells revealed that QDs were located in cytoplasmic compartments, as large agglomerates. This
agglomerated state could be due to the presence of serum proteins in the cell culture medium
that triggered QDs agglomeration prior to their cellular accumulation, or to their progressive
accumulation in cytoplasmic compartments after being internalized in cells as isolated QDs.
Most nanoparticles are internalized in cells via endocytosis and stored in cytoplasmic vesicles

(Oh and Park, 2014), which is the intracellular distribution that we observe here.

Conclusion

This study aimed to compare the toxicity of three kind of shell design InZnP QDs in order to
develop safer by design compounds. The presence of a double shell of ZnS seems to be a good
way to safer QDs compare to single shell. Toxicity is not highlighted by pristine double shell
QDs. However, after aging under simulated sunlight, QDs are degraded and become very toxic,
particularly Thick shell probably because they are dissolved and have more ZnS than two other
QDs. They induce decrease of cell viability, generation of double-strand breaks DNA damages,
increase of oxidative stress associated to inflammation and modification to zinc homeostasis.
These results confirm that a careful shell design of QDs can reduce their toxicity but does not
prevent them from aging. These aging are probably responsible of accelerated oxidation and
dissolution of QDs, which permit the release of toxic indium and zinc ions.
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Supplementary data

Table S1. Primers sequences for RT-gPCR experiments.

Forward primer

Reverse primer

Reference genes

CycloA  5'-TTC-ATC-TGC-ACT-GCC-AAG-AC-3’
$18 5’-AAC-GTC-TGC-CCT-ATC-AAC-TTT-3’
GADPH 5'-GAG-TCA-ACG-GAT-TTG-GTC-GT-3’

5-TCG-AGT-TGT-CCA-CAG-TCA-G-3’
5-TGG-ATG-TGG-TAG-CCG-TTT-TCT-3’
5-TTG-ATT-TTG-GAG-GGA-TCT-CG-3’

Oxidative stress

SoD1 5-AGG-GCA-TCA-TCA-ATT-TCG-AG-3’
SOD2 5’-TCC-ACT-GCA-AGG-AAC-AAC-AG-3’
GPX1 5’-CCA-GTC-GGT-GTA-TGC-CTT-CT-3’
CAT 5-AGC-TTA-GCG-TTC-ATC-CGT-GT-3’
HO-1 5’-TTC-TCC-GAT-GGG-TCC-TTA-CAC-T-3’

5’-ACA-TTG-CCC-AAG-TCT-CCA-AC-3’
5-TCT-TGC-TGG-GAT-CAT-TAG-GG-3’
5’-CTC-TTC-GTT-CTT-GGC-GTT-CT-3’
5’-TCC-AAT-CAT-CCG-TCA-AAA-CA-3’
5’-GGC-ATA-AAG-CCC-TAC-AGC-AAC-T-3’

Zinc homeostasis

MT1 5’-GCT-TCT-CCT-TGC-CTC-GAA-3’

MT2 5-TGC-ATT-TGC-ACT-CTT-TGC-AT-3’
ZnT1 5’-CGC-AGC-CAT-GGG-GTG-TTG-GG-3’
ZnT2 5-AAC-TTT-GGC-TGG-CAG-AGA-GC-3’
ZnT7 5’-GTG-CCT-GAA-CCT-CTC-TTT-CG-3’
ZIP1 5-GCC-AGG-AGC-TAA-CCA-TGA-AG-3’
MTF1 5-CGA-AGG-AGA-AGC-CAT-TTG-AG-3’
HSPA6  5'-AGG-AGG-TGG-AGA-GGA-TGG-TT-3’

5’-TGA-CGT-CCC-TTT-GCA-GAT-3’
5’-TCT-TCA-GCT-CGC-CAT-GGA-T-3’
5’-CAT-CGC-CAG-CGA-CGA-GGT-CA-3’
5-TGG-TGA-AGG-GTC-AAC-CCC-AT-3’
5’-CGG-AAA-TCA-GCC-TAA-GCA-G-3’
5-ATG-GCC-AGG-ATG-AAC-TCT-TG-3’
5-ATT-TGC-TGC-AGC-CTT-CAG-AT-3’
5-TGT-CCT-CTT-CGG-GAA-TCT-TG-3’

Inflammation

GCLM 5-AGT-CCT-TGG-AGT-TGC-ACA-GC-3’

IL1p 5’-ACA-GAT-GAA-GTG-CTC-CTT-CCA-3’
TNFa 5’-GAG-CAG-TGA-AAG-CAT-GAT-CC-3’

IL6 5’-TCT-CCA-CAA-GCG-CCT-TCG-3’

IL8 5-GAA-TGG-GTT-TGC-TAG-AAT-GTG-ATA-3’
IL10 5’-CAT-CGA-TTT-CTT-CCC-TGT-GAA-3’

5’-ACA-CAG-CAG-GAC-GCA-AGA-TT-3’
5’-GTC-GGA-GAT-TCG-TAG-CTG-GAT-3’
5’-CGA-GAA-GAT-GAT-CTG-ACT-GCC-3’
5’-CTC-AGG-GCT-GAG-ATG-CCG-3’
5’-CAG-ACT-AGG-GTT-GCC-AGA-TTT-AAC-3’
5’-TCT-TGG-AGC-TTA-TTA-AAG-GCA-TTC-3’
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Fig. S2. Accumulation of reactive oxygen species into keratinocytes after exposure to the InZnP
QDs. ROS measurement was assessed via H.DCFDA assay for QDs exposure and cells were
exposed 24 h to 25 or 10 nM of pristine (A-B) and 6 or 3 nM of aged QDs (C-D). 500 uM of
H2>0, or 1 mM of KBrOs were used as positive controls. Graphs represent mean +/- standard
deviation of two independent experiments, performed on human primary keratinocytes from
different donors, with 5 replicates per experiment. Statistical significance: p < 0.05, *: exposed
vs. control.
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Fig. S3. Accumulation of reactive oxygen species into keratinocytes after exposure to indium
and/or zinc acetate. ROS measurement was assessed via DHR 123 and cells were exposed 24 h
to 50 uM of indium, 50 uM of zinc or a mix of both (C). 500 uM of H20- was used as a positive
control. Graphs represent mean +/- standard deviation of two independent experiments,
performed on human primary keratinocytes from different donors, with 5 replicates per
experiment. Statistical significance: p < 0.05, *: exposed vs. control.
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Fig. S4. DNA integrity after exposure to indium acetate (In) and zinc acetate (Zn), assessed via
the comet assay in the alkaline version (A) or the Fpg modified version (B). Cells were exposed
24h to 3.75 nM or 50 nM of indium acetate and 15 nM of zinc acetate. Methyl
methanesulfonate (MMS) 100 uM and H202 50 uM were used as a positive control. Graphs
represent mean +/- standard deviation of 6 independent experiments, performed on human
primary keratinocytes from 3 different donors, with 2 technical replicates per experiment.
Statistical significance: p < 0.05, *: exposed vs. control.

187



Chapitre 5 : Les effets des QDs sur les kératinocytes primaires humains

>
w

14 4 600 -
§ 12 | [ s 500 -
R 3 12 . 2 400 -
bt . S i
5% ¢ | 2 300
%5 4. T 200 A
o I L ©
g2 21 100
< 0 - 0 -
F & TP S F & TP LS
& ¢ © A& A & ¢ ®© A& A
<<,/@Q N & N

Fig. S5. DNA double-strand breaks induce by indium acetate (In) and zinc acetate (Zn),
assessed via the 53BP1 immunostaining (A) associated to nucleus counting via Hoechst 33342
staining in HCA (B). Cells were exposed 24 h to 3.75 nM or 50 nM of indium, 15 nM or 50 nM
of zinc or a mix of both at this same concentration. Etoposide 100 uM was used as a positive
control. Graphs represent mean +/- standard deviation of 2 independent experiments, performed
on human primary keratinocytes from different donors, with 5 replicates per experiment.
Statistical significance: p < 0.05, *: exposed vs. control.

3. Resultats complémentaires (étude protéomique)

En complément de ces études ciblées, nous avons réalisé une étude protéomique sur des
kératinocytes primaires humains exposées a des QDs Gradient, Thin et Thick, soit bruts de
synthése (exposition a 25 nM pendant 24 h) soit aprés vieillissement accéléré en enceinte
climatique (exposition a 3 nM pendant 24 h). L’analyse protéomique par spectrométrie de
masse shotgun a permis d’obtenir des valeurs « d’intensité de protéines », proportionnelles au
niveau d’expression dans chaque échantillon. Plus précisément, pour chacune des protéines
détectées, une valeur normalisée lui est attribuée en fonction de son intensité dans 1’échantillon
étudié. Ces valeurs étant bruitées, une transformation en log. est effectuée pour le traitement

des données dans la suite de 1’analyse.

3.1. Analyse par classification globale
Des algorithmes permettent de regrouper les échantillons analysés en fonction de leurs
similarités en intégrant toutes les données de protéomique. Pour cela, il existe plusieurs logiciels
qui calculent des « distances » ou « dissimilarités » entre les paires d’échantillons, en se basant
sur les valeurs d’intensité des protéines. Dans ce travail, nous avons utilisé le logiciel PAST.
Chaque protéine i est retrouvée dans une certaine quantité dans la condition j (Xji) et une autre
quantité dans la condition k (Xki). La distance Djk entre I'échantillon j et I'échantillon k est

calculée au moyen de toutes les valeurs de toutes les protéines présentes dans I'échantillon j (les
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Xji) et de toutes les valeurs des mémes protéines mais dans 1’échantillon k (les Xki). Plusieurs
méthodes permettent de calculer des distances entre les échantillons, basees sur différents
algorithmes. La distance euclidienne est la plus simple et n’est pas normalisée, par conséquent
elle donne plus de poids aux protéines abondantes. Au contraire, la distance de Gower, utilisée
dans ces travaux de these, est calculée aprés normalisation du niveau d’expression des
protéines. Une fois les distances obtenues entre toutes les paires d’échantillons, les programmes
de clustering les utilisent pour regrouper les échantillons en classes au sein desquelles les
distances sont faibles. Deux types de représentations de ces classes sont présentées ci-dessous.
Bien que trés performant, ce regroupement d’échantillons en fonction des distances ne tient pas
compte des connaissances biologiques. Il permet néanmoins d’identifier globalement les
conditions dans lesquelles les effets les plus marqués sont observés. Il s’ensuit une
caractérisation fonctionnelle permettant de rechercher les mécanismes cellulaires a 1’origine de

ces différences.

3.1.1. L'échelle multidimensionnelle non-métrique (MDS)

La représentation MDS présentée dans la Figure 45, est une carte en deux dimensions.
Le principe est que plus les points sont proches sur la surface 2D, plus leur distance est faible,
et donc, plus ils sont apparentés. Pour chaque échantillon, les quatre réplicats sont représentés

par quatre points d’'une méme couleur, reliés entre eux.

Dans les résultats présentés ci-dessous, les quatre échantillons exposés aux QDs Thick
shell vieillis (E-V, en orange sur la figure) se différencient des autres échantillons. Cette
représentation ne met pas en évidence de différence notable entre les autres échantillons, qui
sont tous proches. Toutefois, les échantillons ayant subi différentes expositions sont tous
différents des cellules contréles qui n’ont pas été traitées. Pour pouvoir émettre plus

d’hypothéses, une représentation par regroupement hiérarchique est réalisée.
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Figure 45 : Représentation MDS en 2D des échantillons analysés en protéomique en fonction de leur
similarité. Les kératinocytes primaires humains ont été exposés aux ions indium ou zinc ainsi qu’aux
QDs Thick, Thin et Gradient shell en condition non vieillis ou vieillis 24 h en enceinte climatique, avec
quatre réplicats par condition. Ctl : cellules contréle, non exposées ; env : Thick shell non vieilli ; E-V :
Thick shell vieilli ; mnv : Thin shell non vieilli ; M-V : Thin shell vieilli ; gnv : Gradient shell non
vieilli ; G-V : Gradient shell vieilli ; In : acétate d’indium ; Zn : acétate de zinc.

3.1.2. Le clustering hiérarchique

Le regroupement hiérarchique, présenté dans la Figure 46, aboutit a une représentation
en dendrogramme ou diagramme en clusters. Le principe est que plus le point de branchement
est bas sur le diagramme, plus la distance entre les échantillons est grande et donc plus ils sont
différents. Autrement dit, les échantillons qui ont une distance faible entre eux ont une similarité
élevée et sont donc regroupés. C’est le cas pour tous les réplicats d’échantillons de chaque

condition d’exposition, qui sont tous regroupés entre eux avec les distances les plus faibles.

Dans les résultats présentés ci-dessous, le premier branchement est entre les cellules
exposées aux QDs Thick shell vieillis et toutes les autres conditions. Le second sépare les autres
QDs vieillis de tous les autres échantillons. Ensuite, le point de branchement suivant sépare les
cellules contrdles de toutes les conditions restantes (exposition aux QDs non vieillis et aux ions
In et Zn).
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Cette représentation permet de mieux observer les différences entre les échantillons en
comparaison avec la représentation MDS. Le but de cette étape est de sélectionner des paires

d’échantillons et ainsi des hypothéses de travail pour I’analyse de ces données.

L’objectif de ces travaux est de concevoir des QDs plus sirs avec de meilleures
propriétés optiques. Pour cela, ils ont été recouverts d’une deuxiéme coquille de ZnS plus ou
moins épaisse. Les QDs Thick shell (double coquille épaisse) sont les candidats sur lesquels
repose le plus d’espoir en raison de leurs propriétés optiques puisqu’ils fluorescent plus que les
autres et de leur conception « safer by design » puisque la double coquille épaisse protége
davantage le coeur d’InP en comparaison a la simple coquille (Gradient shell). De plus, la
fluorescence élevée des QDs Thick shell permet de réduire leur concentration tout en
conservant les propriétés optiques optimales des produits. Dans un premier temps, nous avons
donc choisi de nous focaliser sur un jeu de donneées constitué des échantillons QDs Thick shell
(vieillis et non vieillis) ainsi que des échantillons exposes aux ions indium et zinc, en
comparaison aux cellules contréles. Les autres données feront 1’objet d’un travail futur. Les

questions que nous nous sommes posées pour la suite de I’analyse sont les suivantes :

e Quels sont les effets des QDs Thick shell sur les kératinocytes primaires humains ?
e Quel est I’effet du vieillissement de ces QDs ?

e Quels effets des QDs pourraient étre attribués aux ions In®* et Zn?* ?
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Figure 46 : Représentation en dendrogramme, des échantillons analysés en protéomique en fonction de
leur similarité. Les kératinocytes primaires humains ont été exposés aux ions indium ou zinc ainsi qu’aux
QDs Thick, Thin et Gradient shell en condition non vieillis ou vieillis 24 h en enceinte climatique, avec
quatre réplicats par condition. Ctl : cellules contréle, non exposées ; env : Thick shell non vieilli ; E-V :
Thick shell vieilli ; mnv : Thin shell non vieilli ; M-V : Thin shell vieilli ; gnv : Gradient sheII non
vieilli ; G-V : Gradient shell vieilli ; In : acétate d’1nd1um ; Zn : acétate de zinc.

3.2. Exploration fonctionnelle

Cette étape permet 1’étude des fonctions des protéines responsables des dissimilarités
observées entre les échantillons et permet d’identifier des voies cellulaires associées a ces
changements. Pour cela, le logiciel DAVID (The Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery) est utilisé (cf. chapitre 2). Sur un total de 2 570 protéines identifiées et
analysées en spectrométrie de masse, un certain nombre posséde des intensités
significativement différentes entre deux conditions testées. Ces derniéres sont alors analysées
et comparées a des bases de données par le logiciel DAVID, qui les regroupe ensuite par groupe
de protéines, spécifiques a des fonctions cellulaires communes appelées termes fonctionnels.
Ces fonctions sont aussi regroupées en « cluster » de termes fonctionnels mettant en évidence
les grandes voies métaboliques. L’importance de ces clusters est évaluée a 1’aide d’un score
d’enrichissement qui correspond aux probabilités (p-values) que les groupes de genes soient

attribués aux bons termes fonctionnels au sein du cluster. Pour les analyses, les clusters
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sélectionnés sont ceux ayant un score d’enrichissement supérieur a 1 et nous n’avons retenu
que les clusters présentant au moins deux termes fonctionnels et dont le FDR (taux de fausse
découverte) est inférieur a 10 %.

3.2.1. Effets des QDs Thick shell et de leur vieillissement sur les

kératinocytes primaires humains
Dans cette premicre analyse, 1’effet des QDs sur les cellules est recherché a travers les
2 570 protéines analysées dans les conditions « Thick shell non vieillis », « Thick shell vieillis »

et « contrbles » :

- En ce qui concerne les cellules exposées aux QDs Thick shell non vieillis, 735
protéines ont une intensité significativement différente des contréles (p < 0,05), dont
323 avec une intensité inférieure et 412 avec une intensité supérieure a ces derniers
(environ autant de diminution que d’augmentation).
- Pour les cellules exposées aux QDs Thick shell vieillis, 950 protéines ont une
intensité significativement différente des contréles (p < 0,05), dont 652 avec une
intensité inférieure et 298 avec une intensité supérieure aux contrdles (environ 1/3
des protéines sont augmentées et 2/3 sont diminuées).
Ces deux séries de données ont ensuite servi a construire 3 listes de protéines permettant de
différencier I’effet de 1’exposition aux QDs, quel que soit leur état (non vieillis/vieillis), 1’effet

spécifique des QDs non vieillis et 1’effet spécifique des QDs vieillis.

L’évaluation de Deffet des QDs Thick shell, qu’ils soient pristine ou vieillis, sur les

kératinocytes : Cette analyse s’intéresse aux protéines statistiquement différentes des contréles
dans les deux conditions (QDs vieillis et QDs non vieillis) et dont la réponse varie dans le méme
sens (augmentation ou diminution par rapport au contréle dans les deux cas). Cela forme une
premiére liste de 313 protéines analysées avec le logiciel DAVID. Sur un total de 65 clusters
identifiés, nous en avons conservé 18 car ils possédent un enrichissement > 1 et des
FDR < 10 %. Les grandes fonctions biologiques qui en ressortent sont présentées en détail dans

I’ Annexe 3 et synthétisées dans le Tableau 4.

L’évaluation de Deffet spécifique des QDs Thick shell non vieillis sur les kératinocytes : Cette

analyse s’intéresse aux protéines dont I’expression est statistiquement différente dans les
controles par rapport aux deux conditions (QDs vieillis et QDs non vieillis) et dont la réponse
varie dans un sens opposé (augmentation par rapport au contrdle dans un cas et diminution dans

I’autre). A cela sont ajoutées toutes les protéines dont I’expression est statistiquement différente
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dans les contréles, uniqguement dans la condition Thick shell non vieillis. Cela forme une
seconde liste de 422 protéines analysées. Sur un total de 87 clusters, nous en avons conservé 24
(enrichissement > 1 et FDR < 10 %). Les grandes fonctions qui en ressortent sont présentées en

détail dans I’ Annexe 3 et synthétisées dans le Tableau 4.

L’évaluation de 1’effet spécifique des QDs Thick shell vieillis sur les kératinocytes : Comme

dans le paragraphe précédent, cette analyse regroupe les protéines statistiquement différentes
des controles par rapport aux deux conditions (QDs vieillis et QDs non vieillis) et dont la
réponse varie dans le sens opposé. A cela sont ajoutées toutes les protéines statistiquement
différentes dans les contréles uniquement dans la condition Thick shell vieillis. Cela forme une
troisieme liste de 637 protéines analysées. Sur un total de 131 clusters, 37 sont conservés
(enrichissement > 1 et FDR < 10 %). Les grandes fonctions observées sont présentées en détail
dans I’ Annexe 3 et synthétisées dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Processus biologiques mis en évidence dans chaque cluster aprés analyse des différentes

listes de protéines par le logiciel DAVID, aprés exposition des kératinocytes aux QDs Thick shell vieillis
(V) et non vieillis (NV).

Numéro de Terme fonctionnel (score d'enrichissement)
cluster Commun QDs (V + NV) Spécifique QDs NV Spécifique QDs V
1 Adhésion cellulaire Adhésion cellulaire Adhésion cellulaire
(8,76) (17,13) (25,97)
2 Traduction Liaisons aux nucléotides Mitochondrie
(6,37) (10,66) (19,13)
3 Epissage Mitochondrie Traduction
(4,42) (6,34) (7,83)
4 Liaisons a I'ARN Epissage Liaisons aux nucléotides
(4,38) (5,78) (7,24)
5 Mitochondrie Transport de I'ARN
(4,18) (4,74)
6 Epissage Processus oxydo-réduction (redox) NAD Processus redox NAD
(3,62) (4,73) (4,73)
. R Déroulement de la structure secondaire . N .
Expression des génes \ Biosynthese des protéines
7 (3,07) de I'ARN (5,71)
! (4,33) !
8 Liaisons a I'ARNr Traduction Epissage
(2,83) (3,96) (5,41)
ST S Transduction du signal médiée par la Protéasome
9 - GTPase
vésicules (3.,59) (4,68)
(2,56) !
10 Liaisons aux nucléotides Liaisons a I'ARN
(2,31) (3,46)
Transduction du signal médiée L .
Division cellulaire
11 par la GTPase (2,84)
(1,98) !
12 Transport de I'ARN Activité ATPase
(1,93) (2,59)
Stress du réticulum , .
. Homéostasie redox
13 endoplasmique (RE) (2,51)
(1,80) !
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Activité métalloendopeptidase

Biosynthese des protéines

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

(1,76)

" (1,79 (2.50 _
Activité Glutathion S- Réparation par (?xcmon de nL’Jc.Ieotldes '
, (NER), reconnaissance des lésions de Transport de I'ARN
15 transférase (GST) ;
- I'ADN (2,90)
' (2,46)
16 Endocytose Processus redox FAD Protéasome
(1,58) (2,42) (2,78)
17 Dégradation des acides gras Glycolyse
(1,50) (1,81)
Nucléation de I'actine par le o .
Endocytose médiée par la clathrine Processus redox FAD
18 complexe Arp2/3 (1,80) (2.,54)
(1,44) ’ ’
Aminoacylation de I'ARNt pour la Déroulement de la structure
19 traduction des protéines secondaire de I'ARN

(2,23)

]

Sumoylation des protéines
(1,69)

]

Régulation de la macroautophagie
(1,26)

Biosynthese des protéines
(2,21)

Voie de signalisation du récepteur de
I'acétylcholine couplé aux protéines G
(1,18)

Peroxysome
(1,13)

Protéasome
(1,04)

Métabolisme du glucose
(2,08)
Biosynthese des protéines
(2,05)

Biosynthese des protéines
(1,99)

Transduction du signal
(1,90)

Aminoacylation de I'ARNt pour la
traduction des protéines
(1,82)

Métabolisme du glucose
(2,67)

Les processus biologiques retrouvés dans I’effet commun des QDs sont en rose, ceux retrouvés dans
I’effet spécifique des QDs non vieillis en orange clair et ceux retrouvés dans 1’effet spécifique des QDs
vieillis en orange foncé.
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3.2.2. L’effet du relargage d’ions In*" ou Zn?' observé lors du

vieillissement des QDs

Dans cette deuxiéme analyse, ’effet des ions In®" et Zn?* sur les cellules est recherché
car il a été démontré que le vieillissement des QDs entraine la libération d’ions indium et zinc
(cf. chapitre 3). Le but est alors de comprendre les mécanismes a ’origine de la toxicité
observée apres exposition des cellules aux produits de dégradation des QDs vieillis. Les mémes

protéines (n = 2 570) ont été analyseées dans les conditions « In », « Zn » et « contrdles ».

- Ence qui concerne les cellules exposées a de ’acétate d’indium (In®*), 687 protéines
ont une intensité significativement différente des contréles (p < 0.05), dont 267 avec
une intensité inférieure et 420 avec une intensité supérieure a ces derniers (environ
2/3 d’augmentation et 1/3 de diminution).

- Pour les cellules exposées a de 1’acétate de zinc (Zn®*), 754 protéines ont une
intensité significativement différente des contréles (p < 0.05), dont 271 avec une
intensité inférieure et 483 avec une intensité supérieure aux contrdles (environ 2/3
d’augmentation et 1/3 de diminution).

De méme que précédemment, ces deux séries de données ont servi a construire 3

listes de protéines pour séparer ’effet commun des ions, I’effet spécifique d’In®* et ’effet

spécifique de Zn?*,

L’évaluation de I’effet commun des ions sur les kératinocytes : Elle regroupe les protéines

statistiquement différentes des contrdles par rapport aux deux conditions (In®* et Zn?*) et dont
la réponse varie dans le méme sens. Cela forme une premiére liste de 346 protéines analysées
avec le logiciel DAVID. Sur 63 clusters, 17 sont conservés (enrichissement > 1 et FDR < 10 %).
Les grandes fonctions qui en ressortent sont présentées en détail dans I’ Annexe 3 et synthétisees

dans le Tableau 5.

L’évaluation de D’effet spécifique d’In** sur les kératinocytes : Elle regroupe les protéines

statistiquement différentes des contrdles par rapport aux deux conditions (In®* et Zn?*) et dont
la réponse varie dans un sens opposé (augmentation par rapport au contréle dans un cas et
diminution dans 1’autre). A cela sont ajoutées toutes les protéines statistiquement différentes
des contrdles uniquement dans la condition In®**. Cela forme une seconde liste de 340 protéines
analysées avec le logiciel DAVID. Sur un total de 67 clusters, 15 sont conservés
(enrichissement > 1 et un FDR < 10 %). Les grandes fonctions observées sont présentées en

détail dans I’ Annexe 3 et synthétisées dans le Tableau 5.
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L’évaluation de 1’effet spécifique de Zn?*sur les kératinocytes : Elle regroupe les protéines

statistiquement différentes des contrdles par rapport aux deux conditions (In®* et Zn?*) et dont

la réponse varie dans un sens opposé (augmentation par rapport au contréle dans un cas et

diminution dans I’autre). A cela sont ajoutées toutes les protéines statistiquement différentes

des contréles uniquement dans la condition Zn?*. Cela forme une troisiéme liste de 408

protéines analysées avec le logiciel DAVID. Sur un total de 72 clusters, 19 sont conservés

(enrichissement > 1 et un FDR < 10 %). Les grandes fonctions sont présentées en détail dans

I’ Annexe 3 et synthétisées dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Processus biologiques mis en évidence dans chaque cluster apres analyse des différentes
listes de protéines par le logiciel DAVID, concernant I’ exposition des kératinocytes aux ions In** et Zn?*,
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Numéro de Terme fonctionnel (score d'enrichissement)
cluster Commun ions Spécifique In3* Spécifique Zn?*
1 Mitochondrie Adhésion cellulaire Liaisons aux nucléotides
(8,37) (20,06) (9,01)
2 Traduction Liaisons aux nucléotides Adhésion cellulaire
(6,14) (7,07) (8,52)
3 Adhésion cellulaire Epissage Epissage
(5,71) (6,11) (4,84)
Liaisons aux nucléotides Réticulum endoplasmique Biosynthese des protéines
& (4,09) (RE) (4,71)
’ (4,39) ’
5 Epissage Biosyntheése des protéines
(4,06) (4,09)
6 Endocytose médiée par la clathrine Repliement des protéines Mitochondrie
(3,43) (3,89) (4,07)
7 Biosyntheése des protéines Mitochondrie Transport de I'ARN
(3,40) (3,68) (3,87)
. Transduction du signal Transduction du signal médiée
Transport des protéines dans le noyau _
8 (2,91) médiée par la GTPase par la GTPase
! (2,82) (3,85)
9 Endocytose médiée par la clathrine Protéasome
(2,48) (2,40)
Transport de 'ARN NER, Ire.connalss'ance des
10 (2,43) lésions de I'ADN
’ (2,36)
Aminoacylation de I'ARNt pour la Stress du réticulum
11 traduction des protéines endoplasmique (RE)
(2,39) (2,23)
12 Processus redox NAD Repliement des protéines Traduction
(2,29) (2,06) (3,37)
13 Transport de I'ARN Epissage
(2,26) (1,97)
Biosynthese des lipides ARG |r:|ter.med|a|res = Protéasome
14 (1,68) kératine (2,47)
’ (1,77) ’
15 Recyclage endocytaire Dégradation des acides gras Epissage
(1,59) (1,52) (2,41)
16 Activité métalloendopeptidase
(1,59)
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Mouvement grace aux microtubules Processus redox NAD
(1,10) (2,13)
Assemblage de la broche
mitotique
(1,91)
Division nucléaire mitotique
(1,61)
Les processus biologiques retrouvés dans I’effet communs des ions sont en jaune pale, ceux retrouvés
dans I’effet spécifique de In®*" en jaune foncé et ceux retrouvés dans I’effet spécifique de Zn?* en marron.

17

18

19

3.3. Résultats et discussion

Adhérence cellulaire et cytosquelette :

D’aprés ces résultats, 1’exposition des kératinocytes aux QDs semble impacter
I’adhérence et les jonctions entre les cellules via la voie des cadhérines, ainsi que la nucléation
de I’actine via le complexe Arp 2/3 (diminution de ACTR2 et augmentation de ARPC2,
ARPCS, ARPCS5L). On observe ¢galement une diminution de I’intensité des intégrines (ITGa6
et ITGP4) qui servent a I’ancrage des cellules avec la matrice extracellulaire et a la formation
d’hémidesmosomes (jonctions cellule-lame basale), protégeant la peau des agressions
mécaniques et des frottements. D’autres protéines impliquées dans le cytosquelette d’actine
sont modifiées (Rho GDI, myosine, aniline, palladine, paxilline et dynactine), pouvant entrainer
des changements au niveau des adhésions focales (interactions entre les microfilaments d’actine
et les protéines de la matrice extracellulaire). Les laminines (LAMC?2), constituantes majeures

de la lame basale, sont également diminuées.

L’effet semble encore plus important lorsqu’il s’agit d’expositions aux QDs vieillis avec
la diminution de nombreuses protéines du cytosquelette servant a la formation de jonctions mais
aussi a la motilité et a la migration cellulaire. Parmis ces protéines, on retrouve la fibronectine
(FN1), contituant de la matrice extracellulaire permettant 1’adhésion des cellules a cette
derniere. On retrouve également les cadherines et caténines (CADH3, CTNNAL, CTNND1),
les plakines (plectines, envoplakines, periplakines, plakophilines, desmoplakines et
epiplakines), la spectrine (SPTAN1, SPTBN1, MACF1) et la tropomoduline (TMOD?3), qui
adherent aux protéines du cytoquelette afin de structurer la cellule. Plus spécifiquement, une
augmentation de la keratine est observée (KRT13 et KRT84) pouvant entrainer des

modifications au niveau des filaments intermédiaires.

Ces effets sont également retrouvés apres exposition aux ions (diminution de MACF1),
notamment avec In®*" dont les résultats montrent la diminution des envoplakines et
plakophilines, des intégrines (ITGa6), de la spectrine (SPTAN1), les laminines (LAMC2) ainsi

que des modifications d’expression des protéines codant pour les filaments intermédiaires de
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kératine (diminution de KRT1, KRT15, KRT19, KRT3 et KRT76). En ce qui concerne I’effet
des ions Zn%*, on retrouve ’augmentation de ARPC2, ARPCS5L appartenant au complexe
Arp 2/3.

Pour confirmer les effets des QDs sur le cytosquelette des kératinocytes qui sont peu
décrits dans la littérature (une étude sur les QDs CdSe/ZnS recense des altérations du
cytosquelette dans les cellules BEAS-2B et HFF-1, en particulier la diminution des plaques
d’adhésion focale) [1], des tests de validation vont étre effectués en microscopie a fluorescence

via des marquages du réseau d’actine (phalloidine) et des filaments intermédiaires de kératines.

Mitochondrie et homéostasie redox :

La deuxieme modification importante mise en évidence dans cette analyse concerne les
protéines mitochondriales ainsi que I’homéostasie redox intracellulaire. En effet, I’exposition
aux QDs (vieillis ou non) semble entrainer des modifications au niveau du transit des ions et
des protéines a travers les différents compartiments de la mitochondrie. Une diminution de
TOMMA40 (translocase of outer mitochondrial membrane 40) ainsi qu’une augmentation de
I’expression de TIMM44 (translocase of inner mitochondrial membrane 44), signifie que
I’import de protéines dans la mitochondrie a travers la membrane externe est peut-étre altéré,
et que I’import dans la matrice mitochondriale a travers la membrane interne est peut-étre
augmenteé par les QDs. Des modifications d’expression des protéines impliquées dans la chaine
respiratoire permettant le transport de protons sont également mises en évidence, telles que les
ubiquinol cytochrome ¢ reductases, la cytochrome ¢ oxydase, I’ATP synthase et la NADH
ubiquinone oxydoreductase (augmentation de COX6C, UQCRFS1 et diminution de UQCRC2,
ATP5SL, IMMT, NDUFV1). La voie d’entrée des ions Ca®* dans la matrice mitochondriale via
I’uniport calcique mitochondrial (MCU) semble également réprimée (diminution de MCU),
pouvant expliquer la diminution de I’activité de la NAD" isocitrate deshydrogénase (IDH3A)
qui est directement activée par le calcium. Ces modifications ioniques induites par I’exposition

des kératinocytes aux QDs peuvent modifier le potentiel mitochondrial.

De plus, D’exposition aux QDs vieillis semble modifier 1’homéostasie redox
intracellulaire, qui pourrait étre causé par la répression de la voie métabolique « B-oxydation ».
Celle-ci permet de dégrader les acides gras pour former de I’acétyl-CoA et du NADH ainsi que
du FADH. L’acétyl-CoA peut alors servir au fonctionnement du cycle de Krebs et de la chaine
respiratoire, et nos données indiquent une diminution de ACAT1, ACAT2 et ABCD3. Ceci est
associé a une modification de la respiration mitochondriale via le cycle de Krebs, qui se
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caractérise ici par la diminution des isocitrate et pyruvate deshydrogénases (IDH1, IDH2,
IDH3B, PCK2 et PDHB). De plus, la voie de synthese du glutathion, molécule impliquée dans
I’élimination des espéces réactives de 1’oxygéne et la détoxication des cellules, est également
affectée (augmentation de GCLC, GSR, GSTP1 et diminution de GPX1 et GSTK1), tout
comme la voie de synthese de thiorédoxines (augmentation de TXNRD1 et TXN), dont le réle
est de maintenir I’homéostasie redox face a une élévation du stress oxydant. Les expressions de
la catalase et des cytochromes p450, servant a I’équilibre redox au sein de la mitochondrie, sont

également modifiées apres exposition aux QDs vieillis (diminution de CAT, CYP51Alet POR).

En ce qui concerne I’exposition aux ions, la diminution de la NADH ubiquinone
oxydoréductase et de la NAD" isocitrate deshydrogénase (NDUFV1, IDH3A) ainsi que
I’augmentation de la cytochrome ¢ oxydase (COX6C) et TIMM44 sont retrouvées. Les effets
des ions In® en commun avec ’exposition aux QDs sont la diminution de I’ATP synthase
(ATP5L), TOMMAO0 et de la pyruvate déshydrogénase (PDHB) ainsi que 1’augmentation de
’ubiquinol-cytochrome ¢ reductase (UQCRFS1). Pour ce qui est de I’effet des ions Zn?*, ils
diminuent I’expression de la catalase et des cytochromes p450 (CAT et POR) ainsi que de la

glutathion-S-transférase (GSTK1).

Ces résultats conduisent a émettre I’hypothese que les QDs perturbent I’homéostasie
redox intracellulaire, en particulier dans la mitochondrie avec un ralentissement de la chaine
respiratoire entrainant des modifications du potentiel membranaire mitochondrial. De telles
modifications peuvent étre dues a la présence d’In®*, puisqu’une étude récente a mis en évidence
des effets spécifiques de In®*" sur la mitochondrie (inhibition des canaux & protons de la
membrane interne, diminution de la respiration, augmentation de la motilité de la membrane,
modification de la pression osmotique, réduction du potentiel membranaire et ouverture des
pores membranaires avec un gonflement de la matrice) [2]. L’excés de zinc est également connu
pour entrainer des dysfonctionnements de la mitochondrie, notamment par une inhibition des
enzymes a glutathion ainsi que de la NAD™ isocitrate déshydrogénase, entrainant un
déséquilibre de la balance redox intracellulaire [3]. Pour valider cette hypothése, des mesures
en fluorescence (kit JC-10, Sigma-Aldrich) du potentiel membranaire mitochondriale seront

effectuées, ainsi que des mesures de 1’activité d’enzymes de la chaine respiratoire.

Stress du réticulum endoplasmique (RE) :

Le troisiéme effet des QDs mis en évidence par cette analyse est I’apparition d’un stress

du RE qui peut étre di aux modifications du statut redox intracellulaire, commentées dans le
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paragraphe précédent. Généralement, ce stress est causé par une élévation de la quantité de
protéines mal repliées dans le RE. En réponse a ce stockage massif de protéines mal repliées,
les échanges avec 1’appareil de Golgi sont généralement réprimés et la réponse UPR (Unfolded
Protein Response) est initiée, entrainant une diminution genérale de la synthése protéique (mis
a part celle de certaines chaperonnes qui servent a la réponse au stress) ainsi qu’une
augmentation de la dégradation protéique via I’activation du protéasome [4]. Dans ces résultats,
la modification de I’intensité des protéines intervenant dans la biosynthése protéique ainsi que
dans le bon repliement est observée, comme, par exemple, pour les protéines splicing factor
(SF1, SF3B2 et SF3B3) permettant 1’épissage qui sont fortement diminuées apres exposition
aux QDs Thick shell. D’autres protéines, intervenant dans la synthese des acides gras et des
sucres, sont également diminuées (par exemple : AC5L3, EBP et GNPNAT1). L’augmentation
de PSMG1, chaperonne spécifique du protéasome dont le role est de dégrader les protéines mal
repliées, est également observée. La protéine Erlin-2 (endoplasmic reticulum lipid raft-
associated protein 2), qui fait partie de la réponse ERAD (endoplasmic reticulum-associated
degradation), est également augmentée. D’autres modifications montrent une modification des
protéines anti et pré-apoptotiques comme la diminution de API5 (anti-apoptotique) et de GAS6
(impliquéee dans la prolifération et la survie cellulaire). De plus, I’augmentation de RAB35,
FLOT1 et PREB semble montrer une augmentation de 1’endocytose aprés exposition aux QDs.

Enfin ’augmentation de mTOR est aussi révélatrice d’un stress du RE.

En ce qui concerne les QDs vieillis, ils semblent augmenter ce stress. Tout d’abord, la
diminution de nombreuses protéines de la famille des SEC23/SEC24 montre que les transports
du RE vers I’appareil de Golgi sont diminués. De plus, la réponse UPR semble amplifiée dans
cette condition, avec I’augmentation de elF2a (EIF2S1 et EIF2B1), principal substrat de PERK
(protéine transmembranaire du RE), qui permet a la cellule d’inhiber la traduction des protéines
(limitant ainsi le nombre de protéines mal repli¢es). Par ailleurs, I’augmentation des protéines
heat shock protein 90-alpha (HSP90ABL1) et disulfide-isomérase A5 (PDIAS), indique que la
voie de signalisation IREla, semble activée en réponse a des protéines mal repliées. Cette
activation entraine la formation de protéines apoptotiques (voie de signalisation CHOP),
observée par 1’augmentation des protéines BAX (pré-apoptotique) et la diminution de BCI-2
(anti-apoptotique), permettant de réduire le nombre de cellules stressées lorsque le systéme est
dépassé. L’augmentation de la p38-MAPK (MAPK14), révele une fois encore une réponse a un
stress et est probablement aussi impliquée dans le processus apoptotique. Cette voie apoptotique

et de mort cellulaire programmée (PDCD4) est enclenchée lors de la reponse UPR lorsque les
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cellules n’ont pas réussi a retrouver leur homéostasie, pouvant a terme entrainer le

développement de pathologies [4].

En ce qui concerne 1’effet des ions, on retrouve 1’augmentation de PSMG2, ERLIN2,
PREB, BAX, EIF2S1 ainsi que la diminution de SF1, SF3B2, EBP et API5. Il semble y avoir
des effets spécifiques aux ions, par exemple, on retrouve I’augmentation de mTOR et
HSP90AB.1 aprés 1’exposition a 1’In®*" et I’augmentation de FLOT1 ainsi que la diminution de
BCI-2 aprés 1’exposition au Zn?*. Ceci constitue des indices de 1’implication de ces ions dans

les effets cellulaires des QDs.

L’effet des QDs sur le réticulum endoplasmique a été récemment décrit. Il est démontré
que des QDs d’InP/ZnS sont capables d’induire un stress oxydant ainsi qu’un stress du
réticulum endoplasmique et la production de cytokines IL6 chez des macrophages [5]. Pour
valider cet effet sur nos QDs, des tests seront réalisés, avec notamment une mesure de
I’apoptose et du cycle cellulaire en FACS (via le kit caspase 3/7 green, ThermoFisher et un
marquage a 1’iodure de propidium) ainsi que 1’évaluation du niveau d’expression des génes
codant des protéines impliquées dans la réponse UPR (CHOP, ATF6, GRP78, IRE-1 et sXBP1)
en RT-gPCR.

4. Conclusion

Dans de cette partie, nous avons mis en €vidence des effets toxiques des QDs d’InZnP
sur les kératinocytes primaires humains. Cette toxicité varie en fonction de leur composition
chimique (simple coquille vs double coquille) et de leur état de dégradation (non-vieillis vs
vieillis). Non-vieillis, les QDs double coquille (Thin et Thick shell) ne révelent aucun effet
indésirable alors que les simple coquille (Gradient shell) a forte concentration induisent une
cytotoxicité élevée ainsi que 1’élévation du niveau de ROS intracellulaire et du nombre de foci
de 53BPL1. En ce qui concerne les QDs vieillis, une cytotoxicité et une génotoxicité elevees sont
mises en évidence pour les trois types de QDs, méme aux plus faibles concentrations, avec une
tendance inversée, dans laquelle le Thick shell semble un peu plus toxique que les Thin et
Gradient shell. Des modifications de 1’expression des génes intervenant dans 1’inflammation et
I’homéostasie redox intracellulaire sont également observées. Enfin, dans les deux conditions
(vieillis et non-vieillis), les QDs modifient 1’expression de génes codant des protéines
intervenant dans le maintien de I’homéostasie du zinc, avec une réponse plus élevée pour les
QDs vieillis. De plus, 1’analyse protéomique réalisée en parallele de ces travaux montre des

modifications importantes du protéome apres exposition aux QDs. Des protéines intervenant
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dans I’adhérence cellulaire, dans I’homéostasie redox intracellulaire ainsi que dans la réponse
au stress du RE, sont exprimées différemment aprés exposition aux QDs. L hypothése émise
apres I’analyse de ces résultats est que la présence de QDs dans les kératinocytes provoque des
modifications dans 1’organisation du cytosquelette ainsi que dans la formation des jonctions
intercellulaires. Une seconde hypothése est que les QDs entrainent une modification du statut
redox intracellulaire, concommittant au déclenchement d’un stress du RE suivi de ’activation
de la réponse UPR. Des expériences de validation restent a conduire pour pouvoir confirmer

ces hypotheses.

Pour tenter de comprendre les mécanismes de toxicité induits par la présence de QDs et
afin d’améliorer les formulations futures, les éléments responsables de cette toxicité sont
recherchés. Pour cela une étude paralléle a été menée sur I’effet des ions In®* et Zn?* (via des
expositions a de ’acétate de zinc et d’indium), car les résultats du chapitre 3 ont montré que les
QDs liberent ces ions en se dégradant. Les premiéres mesures ont montré une cytotoxicité plus
¢élevée pour les ions Zn que pour 1’In, ce qui pourrait expliquer la tendance a une toxicité plus
importante des Thick shell vieillis. En effet, les trois QDs contiennent la méme quantité d’In,
en revanche le Thick shell contient huit fois plus de zinc. Les autres résultats sur I’effet des ions
montrent certaines similarités au niveau de I’expression de certains genes. L’augmentation de
nombreux genes en gPCR, codant pour I’inflammation et 1’homéostasie redox intracellulaire,
est retrouvée apres exposition a chacun de ces deux ions. D’autres modulation d’expression de
génes sont observées uniquement dans les cellules exposées & 1I’un ou I’autre de ces ions, comme
la diminution de GPX1, intervenant dans I’homéostasie redox, observée aprés exposition a In®".
En ce qui concerne les perturbations de 1’homéostasie du zinc par les QDs, il semblerait que
I’indium joue un rdle puisque la diminution de MT2, observée apres exposition aux QDs, n’est
pas retrouvée aprés exposition aux ions zinc alors qu’elle ’est avec les ions indium. Ces
résultats signifient que ces ions sont en partie impliqués dans la toxicité observée, avec certains
mécanismes attribuables a la présence d’indium (dont les mécanismes de toxicité sont peu
décrits dans la littérature). Cependant d’autres éléments, comme le sélénium, n’ont pas été

testés, mais restent potentiellement impliqués dans la toxicité des QDs.

Ces résultats montrent que dans le contexte de 1’approche « safer by design », les QDs
double coquille Thin et Thick shell sont moins toxiques que les simple coquille Gradient shell
lorsqu’ils sont synthétisés. Cependant, apres vieillissement sous simulation solaire, les trois
types de QDs se dégradent et deviennent alors toxiques, entrainant de nombreuses perturbations

dans les kératinocytes.
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L’objectif de ces travaux de thése était de réaliser une évaluation toxicologique de
nouvelles formulations de QDs d’InP, synthétisés dans nos laboratoires et congus par une
approche « safer by design » sur la barriére cutanée. Pour cela, deux analyses ont été menées
en parallele sur des kératinocytes primaires humains : I’une sur les QDs intégres, aprés transfert
en phase aqueuse, et I’autre sur les produits de dégradation obtenus aprés un vieillissement des

QDs en enceinte climatique. Pour rappel, trois formulations de QDs ont été étudiées et

comparées (Figure 47).
ZnS ZnS

Zn(Se,S) @ Zn(Se,S) @ n(Se,s)

Ceeur/Coquille Coeur/Coquille/Coquille Coeur/Coquille/Coquille
Gradient shell* Thin shell Thick shell

*coquille de zinc (Zn) et de sélénium (Se) qui est substituée progressivement durant la synthése par du Zn et du soufre (S).

Figure 47 : Schéma récapitulatif de la composition chimique des trois QDs étudiés au cours de ces
travaux de these.

Avec les générations précédentes de QDs formulées au laboratoire, il avait été montré
que la présence d’une coquille de Zn(Se,S) diminuait la toxicité des QDs en comparaison aux
QDs sans coquille [1]. Avec ces nouvelles générations de QDs d’InZnP, la quantité d’indium
dans le ceeur est deux fois moins importante et les coquilles sont plus épaisses. Le but est alors
de réduire davantage la toxicité¢ du cceur tout en améliorant les propriétés optiques par 1’ajout
d’une coquille supplémentaire de ZnS. Cela permet également de réduire les quantités de QDs
dans les produits tout en conservant 1’intensité de fluorescence originale. Les résultats obtenus
au cours de ces travaux de these, sur les QDs non vieillis, montrent qu’ils sont globalement
stables est peu toxiques. La présence d’une double coquille de Zn(Se,S)/ZnS autour du cceur
d’InP réduit leur toxicité par rapport a ceux qui ne possédent qu'une simple coquille. Ces
résultats sont en accord avec ce qui était attendu lors de la conception de ces nouveaux QDs et
completent les résultats obtenus avec les formulations antérieures, a savoir que 1’ajout de
coquilles rend les QDs plus sdrs, présentés dans 1’ Annexe 2 [1]. Les formulations synthétisées
au laboratoire sont donc de moins en moins toxiques et de plus en plus performantes. Ainsi,

elles suivent bien le concept de « safer by design », dans la premiére partie de leur cycle de vie.

En revanche, lorsque ces QDs vieillissent, ils se dégradent. Il est donc important

d’évaluer aussi la fin de vie de ces produits. Nous avons observé, dans ces travaux, une
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dégradation des trois types de QDs au cours du temps. Les ligands qui maintiennent les QDs en
suspension sont probablement les premiers €léments a se détacher des nanocristaux, entrainant
ainsi leur précipitation, puis leur dissolution progressive. Une oxydation du sélénium ainsi que
la libération d’ions Zn?" et In®* ont été mises en évidence au cours de ces vieillissements.
Toutefois, la présence de la double coquille épaisse (Thick shell) rend les QDs plus résistants a
la photodégradation, en comparaison avec les QDs a double coquille fine (Thin shell), eux-
mémes plus résistants que les simple coquille (Gradient shell) qui se dégradent tres vite. Ce
phénomene de dégradation, déja observé dans de nombreux travaux, est généralement dd au
contact des QDs avec I’air ambiant. Cela entraine une oxydation en surface des nanomatériaux
et provoque de nombreuses transformations telles que la dissolution du cceur et la libération
d’ions toxiques. De plus, comme observé avec les formulations antérieures de QDs a base
d’InP, la dégradation est accélérée sous 1’effet de 1’irradiation solaire [1]. Cependant, méme si
les nouvelles formulations synthétisées au laboratoire sont toujours sensibles a la
photodégradation, elles sont de plus en plus résistantes, ce qui est également en accord avec

I’approche « safer by design ».

L’évaluation toxicologique, réalisée sur les produits de dégradation obtenus apres 24 h
de vieillissement, révele une forte cytotoxicité sur les kératinocytes primaires pour les trois
types de QDs vieillis, avec une toxicité légerement supérieure pour les QDs Thick shell. Ces
résultats suggéerent que le zinc est impliqué dans la toxicité des QDs, puisque les QDs Thick
shell contiennent environ 8,5 fois plus de zinc que les Gradient shell et 2 fois plus de zinc que
les Thin shell pour une méme quantité d’indium [2]. En plus de leur forte cytotoxicité, ces
produits de dégradation se révelent également génotoxiques avec la mise en évidence de
cassures double-brin. L’homéostasie du zinc est perturbée, ce qui peut étre di a un exces de cet
élément dans les cellules, qui tentent alors de réguler sa concentration. L homéostasie redox
des cellules est également perturbée et I’apparition de marqueurs de I’inflammation est
observée. Il est possible que les éléments libérés lors du vieillissement induisent 1’apparition
d’un stress oxydant. Les résultats complémentaires obtenus grace a I’analyse du protéome
mettent en évidence d’autres effets cellulaires des QDs. Des problémes dans la synthese et le
repliement des protéines seraient a 1’origine d’un stress du RE et de modifications dans
I’organisation du cytosquelette, particuliecrement dans le cas d’expositions aux produits de
dégradation des QDs. Face a ces effets, les cellules initient la réponse UPR spécifique de ce

type de stress, accompagnée de signaux d’apoptose. La présence de ces derniers peut étre due
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a une saturation des systemes de réparations en réponse a une trop forte quantité de métaux

intracellulaire. Pour confirmer ces effets, des expériences de validation devront étre réalisées.

Pour tenter de comprendre les mécanismes cellulaires impliqués dans la toxicité
observée, il faut prendre en compte le fait que les QDs sont des mélanges complexes, composés
de divers éléments, et dont la structure chimique évolue au cours du temps. Dans ces travaux,
nous avons étudié la toxicité globale des QDs et nous avons également essayé de déterminer si
les ions zinc et indium, libérés au cours du vieillissement, étaient impliqués dans cette toxicité.
Pour cela, des expositions a de 1’acétate d’indium et de zinc, seuls ou en mélange, ont été
réalisées. Cependant, comme tout modele, ces derniers se rapprochent mieux de la réalité mais
peuvent avoir certaines limites. Méme s’ils ne sont pas strictement identiques aux éléments
retrouves dans les QDs, ils possedent certaines analogies de structure et des propriétés
chimiques proches qui laissent penser que 1’activité biologique induite sera similaire. La
toxicité des mélanges est trés complexe a évaluer puisque de nombreuses interactions peuvent
avoir lieu entre les substances. Par exemple, lorsque les effets des substances d’un mélange
s’ajoutent entre eux, on parle d’additivité. Si I’effet est supérieur a cela on parle de synergie et
a 'inverse, si I’effet est inférieur, on parle d’antagonisme. De plus, I’effet d’une substance peut
étre augmenté (potentialisation), ou a I’inverse diminué (inhibition), par la présence d’une autre
substance. 1l est donc difficile de trouver la ou les substances responsables de la toxicité d’un
mélange. Au cours de ces travaux, nous avons observé une toxicité plus €élevée de 1’acétate de
zinc par rapport a I’indium. Le zinc étant en quantité supérieure a I’indium dans les QDs, nous
pouvons donc émettre I’hypothése que la toxicité induite par les QDs vieillis est en partie due
au zinc. Par ailleurs, I’expression de certains genes apres exposition aux QDs, comme la
diminution de I’expression de MT2 dans les mécanismes cellulaires de détoxication des métaux,
est uniquement retrouvé apres exposition a de I’acétate d’indium. Ces résultats permettent
d’émettre 1’hypothése que I’indium est également responsable de la toxicité des QDs.
Cependant, I’indium et le zinc ne sont probablement pas les seuls éléments impliqués. Nous
avons montré que le sélénium (Se(-1I)) s’oxyde au cours du vieillissement pour donner du
sélénium élémentaire rouge (Se(0)) et du sélénite (Se(IV)). Or, il a été décrit dans 1’introduction
que le sélénite est toxique a plus faible dose que le sélénium élémentaire et qu’il peut induire
un stress oxydant dans les cellules [3]. On peut donc penser que le sélénium, va également
intervenir dans la toxicité des QDs. Il serait pertinent d’évaluer la toxicité de cet élément sur

les kératinocytes primaires humains dans la suite du projet.
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L’objectif de ce projet de thése, a I’interface chimie/biologie, a été atteint. Les résultats
montrent qu’au cours du temps, les formulations de QDs s’améliorent pour devenir de plus en
plus siires pour la santé et I’environnement, ce qui correspond bien a une approche « safer by
design ». Ainsi, les derniéres formulations synthétisée (double coquille) sont moins toxiques et
possedent une meilleure photostabilité avec un effet plus marqué lorsque la double coquille est
épaisse. Cependant, il est important de continuer a améliorer ces formulations puisque pour le
moment, la dissolution des QDs et le relargage d’¢éléments toxiques en fin de vie est inévitable
(Figure 48).

A
X
Q-
Quantum Dots g g Quantum Dots
non vieillis vieillis

PLUS STABLE— MOINS STABLE

ZnS ZnS
nSe/ZnS ZnSe/ZnS ZnSe/Zns

U Dissolution totale des QDs

O Oxydation du séléniure (Se?)

O Oxydation du phosphure (P*)

O Précipitation de Zn?* et In3*
avec du phosphate (P%*)

O Complexation de In3 avec

Ceeur/Coquille/Coquille Cceur/Coquille/Coquille Ceeur/Coquille COOH (de la D-penicillamine)
Thick shell Thin shell Gradient shell® Précipité
Gradient shell = Thin shell = Thick shell
PEU TOXIQUE TOXIQUE

Cytotoxicité ‘\*
z GenotoxiCité = |nflammation
Perturbation de / ‘e \ Stress oxydant

I"homéostasie du zinc @)

‘Altération cytosquelette
et
Stress du RE ?

OOQ

Kératinocytes primaires humains
Figure 48 : Schéma bilan des travaux de these.

Par ailleurs, ces travaux soulévent des questions plus générales en ce qui concerne 1’effet
des QDs sur la barriere cutanée. Nous avons montré que les QDs vieillis pouvaient avoir des
effets deléteres sur les kératinocytes primaires, les cellules de la couche basale de 1’épiderme.
Méme si ce modele ne permet pas de conclure définitivement quant aux effets des QDs sur la
peau, puisque de nombreuses autres cellules sont présentes dans le tissu épidermique, il permet
tout de méme de se rapprocher de la réalité en comparaison aux études in vitro sur des lignées
cellulaires animales et immortalisées. Les effets observés laissent penser que si les QDs ou leurs

produits de dégradation sont capables d’altérer les fonctions cellulaires des kératinocytes
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primaires, ces derniers auront du mal a se différencier correctement. Or, les kératinocytes sont
les cellules les plus abondantes de 1’épiderme, donc si leur fonction est altérée, il se pourrait
que cela entraine des lésions cutanées irréversibles. L’activation du systéme immunitaire chez
les kératinocytes primaires exposés aux QDs renforce cette idée, qui pourrait conduire au
développement de maladies inflammatoires telle que la dermatite de contact (ou eczéma de
contact). De plus, ces effets pourraient étre aggravés chez des personnes prédisposées
génétiquement. Pour en savoir davantage, il serait pertinent, dans un second temps, de tester les
effets des QDs sur des modeles de peau plus complexes comme les modeles 3D (ex-vivo,
impression 3D...), trés utilisés en toxicologie (cf. chapitre 1). Ces modeles de tissus ou
d’organes développés de nos jours peuvent étre trés complets et inclurent de nombreuses
fonctions cellulaires (pigmentation, vascularisation, immunité), tout en permettant, d’un point

de vue éthique, de substituer ou de réduire les tests in vivo chez I’animal.

D’un autre coté, afin d’évaluer le risque global des QDs pour la population, il faudrait
réaliser un suivi de I’exposition a ces composés, en plus de I’évaluation de la toxicité décrite
précédemment. Cependant, cela reste difficile a évaluer puisque 1’exposition d’un composé
(dose et fréquence) varie en fonction du type de population. Par exemple, dans le cas des écrans
de TV QLED, on peut penser que les travailleurs qui manipulent les écrans brisés en fin de vie
dans les décharges auront une exposition plus élevée que les consommateurs qui n’ont pas de
raison d’étre fréquemment en contact avec leur écran de télévision. Toutefois, les travailleurs
sont genéralement protégés par des équipements de protection individuelle (lunettes, gants, ...),
ce qui limite ’exposition s’ils sont correctement portés. A I’inverse, dans les tablettes et
smartphones, les consommateurs peuvent étre fortement exposés puisque ces écrans tactiles
sont régulierement en contact direct avec la peau. De plus, ces objets facilement transportables
sont soumis aux rayons du soleil, ce qui peut accélérer le vieillissement des composants, dont
les QDs, et libérer des espéces chimiques dangereuses comme nous 1’avons montré dans ces
travaux. Cependant, I’inclusion des QDs dans des matrices polymeres pour la conception
d’écrans réduit 1I’exposition. Des expériences de vieillissement ont été menées en parallele de
ces travaux de these sur ces mémes QDs préalablement inclus dans des matrices PMMA
(ployméthacrylate de méthyle) et montrent une perte de photoluminescence au cours du temps,
similaire aux QDs en phase aqueuse [2]. Néanmoins, il se pourrait que la toxicité soit diminuée
par la présence de la matrice polymere puisque les échanges d’ions entre les produits de

dégradation et cette derniere seront moins aisés qu’en solution aqueuse.
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L’estimation de la fréquence d’exposition peut donc fortement varier d’une population
a lautre, de méme que la dose d’exposition (un écran en fin de vie et/ou brisé libérera sans
doute plus d’éléments qu’un écran neuf et integre). De plus, le secret de fabrication des grandes
entreprises, rend I’estimation de la dose d’exposition encore plus difficile. Les concentrations
en QDs utilisées dans cette étude ont ainsi été choisies en accord avec la littérature, sur une
gamme de concentrations assez large pour pouvoir observer des effets et les comparer entre les

différents QDs (toxicité a des doses plus ou moins élevées).

L’¢étude réalisée au cours de ces trois ans de thése est encourageante pour la suite, en ce
qui concerne la conception de nanomatériaux plus strs pour la santé et I’environnement.
L’inclusion des QDs étudiés dans ces travaux, dans des matrices polyméres (PMMA) montre
une augmentation de la stabilité de ces derniers. D’autres nouvelles formulations prometteuses
de QDs sont en cours d’étude au laboratoire afin d’améliorer davantage cette stabilité, avec
notamment des QDs double coquille d’InZnP/ZnSe/ZnS recouverts d’une couche
supplémentaire d’alumine [2]. Cette technique a déja fait ses preuves sur des QDs de CdSe/CdS
soumis & un eclairage LED intense pendant 24 h et ou aucune dégradation n’a été observée [4].
Cependant, la toxicité de I’alumine dans la littérature n’a pas été référencée. Le développement
de projets pluridisciplinaires ainsi que les collaborations entre ces différentes disciplines sont
donc indispensables pour obtenir une expertise approfondie sur ce type de sujet.
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With the goal to improve their photostability, InP-based QDs are passivated with three
types of inorganic shells, namely (i) a gradient ZnSexS1_4 shell, (i) an additional ZnS
shell on top of the gradient shell with two different thicknesses (core/shell/shell, CSS), (iii)
an alumina coating on top of ZnS. All three systems have photoluminescence quantum
yields (PLQY) > 50% and similar PL decay times (64-67 ns). To assess their photostability
they are incorporated into a transparent poly (methyl methacrylate) (PMMA) matrix and
exposed to continuous irradiation with simulated sunlight in a climate chamber. The
alumina coated core/shell system exhibits the highest stability in terms of PLQY retention
as well as the lowest shift of the PL maximum and lowest increase of the PL linewidth,
followed by the CSS QDs and finally the gradient shell system. By means of XPS studies
we identify the degradation of the ZnS outer layer and concomitant oxidation of the
emissive InZnP core as the main origins of degradation in the gradient structure. These
modifications do not occur in the case of the alumina-capped sample, which exhibits
excellent chemical stability. The gradient shell and CSS systems could be transferred to
the aqueous phase using surface ligand exchange with penicillamine. Cytotoxicity studies
on human primary keratinocytes revealed that exposure for 24 h to 6.25-100 nM of QDs
did not affect cell viability. However, a trend toward reduced cell proliferation is observed
for higher concentrations of gradient shell and CSS QDs with a thin ZnS shell, while CSS
QDs with a thicker ZnS shell do not exhibit any impact.

Keywords: quantum dots, photostability, cytotoxcity, indium phosphide, core/shell structure, alumina coating

INTRODUCTION

In the quest for toxic-heavy-metal-free quantum dots (QDs), indium phosphide has been shown
to be a valid alternative to cadmium-based materials (Reiss et al., 2016; Allocca et al., 2019). The
chemical synthesis of InP QDs and their core/shell structures has been strongly developed in the
past decade with the goal to bring the optical properties to a level comparable with CdSe based
QDs (Cossairt, 2016; Tamang et al., 2016). Concerning the core synthesis, it has been established
that the addition of zinc, in form of carboxylate (e.g., stearate, undecylenate, oleate) improves
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both the size distribution and hence the emission linewidth
and the emission efficiency (Li and Reiss, 2008; Xu et al.,
2008; Ung et al., 2010b; Stein et al., 2016). Nonetheless, for
achieving high photoluminescence quantum yields (PLQY) and
enhanced photostability the precise engineering of core/shell
heterostructures is a prerequisite, and ideally, the InP or InZnP
core should be covered by a thick shell of a large band gap,
chemically stable semiconductor such as ZnS (Reiss et al., 2009).
The synthesis of InP/ZnS nanocrystals in a single-step one-pot
method by adding a sulfur source (dodecanethiol, DDT) during
the core synthesis leads to an alloy structure capped with a thin
ZnS shell (Huang et al., 2010). Due to the large lattice mismatch
of 7.7% between zinc blende InP and ZnS it is challenging to
obtain a thick shell. ZnSe has a lower mismatch (3.3%) and
several works reported the growth of either pure ZnSe or graded
7ZnSexS1_y shells on InP or InZnP (Lim et al., 2011; Tessier et al.,
2015; Pietra et al., 2016; Chandrasekaran et al., 2017). However,
ZnSe provides a weaker carrier confinement than ZnS due to the
smaller band gap and is more sensitive to oxidation than ZnS
(Toufanian et al., 2018). Therefore, it has been suggested to add
a thicker outer ZnS shell on a graded intermediate ZnSexS;_x
shell (Lim et al., 2013; Ramasamy et al., 2017; Wang et al., 2017).
The latter acts as a lattice adapter between the core and the
outer shell leading to a core/shell/shell (CSS) system, as already
demonstrated in the case of II-VI semiconductors (Reiss et al.,
2003; Talapin et al., 2004). Li et al. proposed another way to
enhance the photostability of CdSe- or CulnS,- based QDs by
generating an alumina coating on their surface (Li et al., 2015; Yan
etal., 2016). In this case, the nanocrystal surface is treated with an
appropriate aluminum precursor (e.g., aluminum isopropoxide),
which transforms to alumina via oxidation. The different above-
mentioned strategies for the surface passivation of InP and InZnP
QDs are summarized in Figure 1.

The goal of the present work is to investigate the impact of the
different core/shell systems discussed—core/gradient shell and
CSS structures with different thickness of the outer ZnS shell
and a newly developed alumina coating—on the photostability
and cytotoxicity behavior of InZnP QDs. Aging experiments
were carried out in a controlled and reproducible manner by
integrating the QDs into a solid polymer matrix (PMMA) and
irradiating them with simulated solar light in a climatic chamber.
Finally, the cytotoxicity of the obtained QDs was assessed using
human primary keratinocytes.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

Indium acetate (99.99%), zinc acetate (99,9%), myristic acid
(>99%), tris (trimethylsilyl)phosphine (95%, (TMS);P), 1-
octadecene (90%, ODE), trioctylphosphine (97%, TOP), sulfur
(99.99%), selenium (99.99%), dimethylformamide (DMF), poly
(methyl methacrylate) (PMMA, My ~350,000 GPC), aluminum
isopropoxide (Al (IPA); 98%), toluene, methanol, chloroform,
acetone, hexane, D-penicillamine, tetramethylammonium
hydroxide (TMAOH), phosphate-buffered saline solution
(1xPBS), and tris (2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride
solution 0.5M (TCEP) were purchased from Sigma-Aldrich.

Zinc stearate (90%, ZnSt;) was acquired from Riedel de Haén.
Oleic acid (70%) came from Fisher Chemicals. All chemicals
were used as received without any further purification, unless
stated otherwise.

Zinc Ethylxanthate
Zinc ethylxanthate was prepared according to the procedure
reported in Protiere and Reiss (2006).

Preparation of Indium-Myristate

Indium acetate (6.9 mmol), myristic acid (21.4 mmol), and ODE
(15mL) were mixed in a 50 mL three neck flask. The solution
was stirred and degassed under vacuum for 3h at 120°C. After
cooling down to room temperature the precipitated indium-
myristate was washed with ca. 150 mL of dry hexane before
drying under vacuum.

Preparation of Zinc-Oleate

Zinc acetate (5 mmol), oleic acid (10 mmol), and 9.35 mL ODE
were mixed in a 50 mL three neck flask. The solution was stirred
and degassed under vacuum at 120°C for 1 h. After cooling down
to room temperature the flask was backfilled with Ar and the
mixture was stored in the glove box.

Preparation of TOP-Se and TOP-S

For a 0.4 M TOP-Se stock solution, 2 mmol of selenium powder
were dissolved in 5mL of trioctylphosphine (TOP) for 24h.
The preparation of a 0.4 M TOP-S stock solution was prepared
similarly using elemental sulfur.

Synthesis of InZnP Core Nanocrystals

Indium-myristate (0.1 mmol), ZnSt, (0.2 mmol), and 8.5mL
ODE were mixed in a 50 mL three-neck flask and degassed for
1h. The flask was backfilled with Ar and the reaction mixture
was rapidly heated to 300°C in a molten salt bath. At 100°C
0.1 mmol (TMS)3P, dissolved in 1 mL ODE, was swiftly injected.
After 20 min the reaction was quenched by removing the salt bath
and letting cool down to room temperature.

Synthesis of InZnP/ZnSe,S{_x Core/Gradient

Shell Nanocrystals

The InZnP core was prepared as mentioned before but instead
of cooling down to room temperature the mixture was kept at
220°C. 2.5mL of the 0.4 M zinc-oleate (1 mmol) stock solution
was added dropwise followed by the swift injection of 0.444 mL
of TOP-Se (0.2 mmol) stock solution mixed with 0.5 mL ODE
and 1.57 mL of TOP-S (0.7 mmol) stock solution. The reaction
mixture was heated to 300°C using a heating mantle with a
heating ramp of 10°C per minute. The overall shell growth time
was ca. 30 min and the reaction was quenched by cooling down
to room temperature. The NCs were purified three times by
a precipitation (1:1 v/v mixture of methanol/chloroform and
acetone) and redispersion (chloroform) cycle and finally stored
in hexane.
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Synthesis of InZnP/ ZnSexS1_x/ZnS Core/Shell/Shell
Nanocrystals of Variable ZnS Shell Thickness

The synthesis of the InZnP/ZnSeS;_x NCs was performed
as described above but instead of cooling down to room
temperature the mixture was kept at a temperature of 230°C
using a heating mantle. In order to prepare the second (thin)
ZnS shell, a mixture of 0.1 mmol zinc ethylxanthate dissolved in
100 pL DMF and 1 mL toluene was added to 0.8 mmol ZnSt,
dissolved in 3 mL ODE and injected into the reaction mixture
using a syringe pump with a pump rate of 8 mL/h. After 30 min
of shell growth the reaction was quenched by cooling down to
room temperature and the NCs purified as described above for
the gradient shell. To grow a thick ZnS shell the amount of zinc
ethylxanthate and zinc stearate solution was doubled and the
shell growth time was extended to 60 min before quenching the
reaction by cooling down to room temperature.

Synthesis of INnZnP/ZnSexS1_«/ZnS-Alumina
InZnP/ZnSe,S;_x NCs synthesis was performed as described
above and the mixture was kept at 230°C after gradient shell
growth for 30 min. With a syringe pump, a shell mixture used
for the preparation of a thin second ZnS shell was injected over
the course of 30 min (0.1 mmol zinc ethylxanthate dissolved in
100 wL DMF and 1 mL toluene was mixed with 0.8 mmol ZnSt;
dissolved in 3mL ODE). When the injection of shell mixture
started, 1 mL of a solution prepared by dissolving 1.12 mmol
Al (IPA); in 3 mL ODE at 40°C was slowly injected. At 10 and
20min of the shell growth another 1-mL volume of the Al-
mixture was injected. The mixture was kept for a total of 60 min
at 230°C before cooling down to room temperature and purifying
as mentioned before.

Embedding InP-Based QDs in PMMA

To prepare a 30wt % PMMA solution, 3g of PMMA were
dissolved in 7mL chloroform, stirred for 1h and ultrasonicated
several times in between for 2min. The QD solutions had
a concentration of approximately of 20 mg/mL and in order

to prepare a PMMA disc with 0.4 wt% (~107% molL™}),
ca. 12mg (620 pL) InP-based NCs were added to the PMMA
solution. The mixture was stirred for another hour and
ultrasonicated in between until the QDs were homogenously
distributed. 1.5 mL of the QD-PMMA solution was filled in a
Teflon mold (diameter 20 mm) and kept for 3 days in the dark
to enable the slow evaporation of chloroform. The dried PMMA
discs were checked to ensure the absence of any bubbles, which
can appear in case the chloroform evaporates too fast. They were
then unmolded and cut using a gauge in order to have the same
geometry and volume for all samples (disc diameter: 15mm,
thickness: 1 mm).

Phase Transfer Using Penicillamine

The InZnP QDs with different shells (except for alumina coating)
were rendered water-soluble via ligand exchange using D-
penicillamine. Therefore, a 0.2 M solution of D-penicillamine
was prepared in 1 mL of degassed MilliQ water. After addition
of 200 L TCEP the pH was adjusted to 9 with TMAOH (25
wt% in methanol) solution. After thorough degassing, 0.5mL
of the ligand solution was added to 1 mL degassed colloidal
solution of QDs dissolved in chloroform with a concentration of
ca. 3-5uM. The biphasic mixture was stirred vigorously
for 45min at room temperature. The mixture was quickly
centrifuged to obtain a clear phase separation. The upper layer
containing the QDs in the aqueous phase was separated from the
organic phase and purified from excess ligands using a NAP™10
size exclusion column (SephadexTM G-25 DNA Grade from
GE Healthcare). The column was equilibrated with a 1X PBS
buffer, which was further used as eluent and storage buffer. The
transferred QD samples were stored at 4°C.

Characterization

Photophysical Characterization

Absorbance measurements were performed using a Hewlett
Packard 8452A spectrometer and the emission spectra were
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recorded using a Fluorolog FL3-22 spectrometer from Horiba-
Jobin Yvon equipped with a 150 W xenon lamp for steady-state
measurements and a NanoLED laser diode from Horiba with a
wavelength of 350 nm and 1 MHz repetition for time-resolved
measurements. Decay curves were fitted using Decay Analysis
software from Horiba Scientist and intensity averaged decay
times calculated according to Equation 1.

ZiA;'kTiz
2 AT

In Equation 1 A; is the amplitude of the respective decay
time t;. Photoluminescence quantum yield measurements
were performed at room temperature using an integration
sphere, Hamamatsu Quantaurus Absolute PL quantum
yield spectrometer.

T < int >=

(1)

Structural Characterization

Powder X-ray diffraction was performed using a Panalytical
XPert diffractometer equipped with copper anode (AK,; =
1.5406 A, "Ky, = 1.5444 A) and an X’Celerator 1D detector.
The elemental composition was analyzed using a Zeiss Ultra
55+ scanning electron microscope equipped with an EDX probe.
The XRD and EDX samples were prepared by drop-casting
a concentrated NCs dispersion either on a disoriented silicon
substrate or on a cleaned silicon substrate. Transmission electron
microscopy (TEM) was performed at cryogenic temperature on
a FEI Polara microscope operating at 300 kV and images were
recorded on a Gatan K2 camera. For sample preparation, around
4 nL of a diluted QD dispersion was applied onto a 400-mesh
copper TEM grid covered with a homemade carbon film and the
solvent was allowed to evaporate.

XPS Studies
Chemical characterization by XPS was carried out using a
Versaprobe II ULVAC-PHI spectrometer. A monochromatic
beam (X-ray source Al-K, 1486.6eV) of 100 um diameter and
97 W power was focused on the surface of the samples. Survey
spectra were measured over a spectral range of 0-1200eV to
identify the elements present in the material using a pass energy
of 117 eV which corresponds to a resolution of 1.6eV. High-
resolution spectral analyses were performed using a pass energy
of 23 eV which corresponds to a resolution of 0.5eV. All XPS
measurements were carried out in an ultra-high vacuum chamber
(7.10~8 mbar).

All XPS spectra binding energies were corrected using the
C 1s line of alkyl groups of PMMA at 285.0eV. Curve fitting
and background subtraction were accomplished using Casa XPS
software. The spectra curve fitting was performed using Voigt
function, convolution product of Gaussian (80%) and Lorentzian
(20%) distributions.

Aging Tests in a Climatic Chamber

The QD-PMMA disks were placed in a Q-SUN Xe-1 Xenon
arc test chamber (Q-LAB) providing full sunlight spectrum and
continuously irradiated up to 32 h. Weathering conditions were
adapted from the ISO norm 4892-2:2006, developed for studying
the aging of plastics. The irradiance and temperature were fixed

at 1.44 W/m?® (measured at 420 nm) and 40°C, respectively, with
no humidity control. PL measurements were performed after an
irradiance time of 6, 12, 24, and 32 h.

Toxicity Testing

Human skin samples were obtained following breast surgery
from healthy female donors with their informed consent (Centre
Hospitalier Universitaire de Grenoble, Grenoble, France).
Keratinocytes were isolated as previously described (Mouret
et al,, 2006). They were grown at 37°C, 5% CO», in keratinocyte
serum-free medium (KSF-M) supplemented with 1.5 ng/ml EGF,
25pg/ml bovine pituitary extract, 75pg/ml primocin. For all
experiments, cells were used at passages 1 or 2. They were
seeded in 96-well plates at 5,000 cells per well. When they
reached 60% of confluence, they were exposed for 24 h to 6.25-
100 nM of QDs. Exposure medium was then sampled and used
to assess the release of lactate dehydrogenase (LDH) from cells
(LDH assay kit, Sigma-Aldrich), which is a marker of cell
membrane integrity, i.e., cell viability. The ability of these cells to
proliferate was evaluated by quantifying the incorporation of 5-
Bromo-2’-deoxy-uridine (BrdU) in their DNA (BrdU assay kit,
Roche). Both assays were performed following manufacturer’s
instructions. Triton X100 (0.1%) was used as positive control.

RESULTS AND DISCUSSION

Characterization of the Different
Core/Shell Systems

Figure 2 shows the UV-vis absorption and photoluminescence
(PL) spectra as well as EDX data of InZnP/ZnSeyS;_x
core/gradient shell QDs before and after growth of an additional
ZnS shell. In contrast to literature methods, the monomolecular
precursor zinc ethylxanthate has been applied for ZnS growth. As
expected, the absorption spectra show an enhanced absorbance
below 350 nm with increasing ZnS§ shell thickness. The EDX data
(Figure 2C) also confirms unambiguously the successful growth
of the thin and thick Zn§ shells on the core/gradient shell system
(Figures 4C,D). The same core diameter (2.67 &+ 0.32nm from
TEM measurements) was used for all samples. In accordance
with the elemental increase determined from EDX and TEM data,
the thicknesses of the shells are around 2 monolayers (gradient
shell), 3 monolayers (thin ZnS shell) and 4-5 monolayers (thick
ZnS shell). Due to the fact that the gradient shell already provides
a very good surface passivation, the additional ZnS growth only
slightly improves the PL intensity (PLQY: 50.9% gradient shell,
56.5% CSS thin, 63.6% CSS thick). A small blue shift of the PL
maximum with increasing shell thickness (cf. Table S1, up to
9nm for the thick ZnS shell) likely originates from the strain
exerted on the core due to the smaller lattice parameter of ZnS.
This hypothesis is confirmed by powder X-ray analyses, showing
a shift of the diffraction peaks characteristic of InZnP to wider
angles upon ZnS shell growth (cf. Figure 2D). Time-resolved PL
studies (Figure S1, Table S2) reveal similar averaged decay times
on the order of 65-67 ns before and after ZnS shell growth,
however, the shortest lifetime is constantly decreasing with
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increasing ZnS shell thickness, suggesting a smaller contribution
of surface trap states (Wegner et al., 2019).

As an additional surface passivation step, coating with an
alumina layer was explored. While this treatment has been
shown to yield a significant stability enhancement of CdSe
and CulnS,-based NCs (Li et al., 2015; Yan et al., 2016), it
has not yet been applied to indium phosphide based QDs. To
induce the formation of the alumina coating, we added a well-
defined amount of aluminum isopropoxide during the growth
of the (thin) ZnS shell on the gradient shell (cf. Experimental
Section). While the absorption and PL spectra remain essentially
unchanged with respect to the CSS system (Figure S2) and a
high PL QY is maintained (48%), aluminum treatment induces a
higher value of the averaged PL decay time (82.8 ns, cf. Table S3).
EDX analysis shows that a significant amount of aluminum has
been incorporated into the QDs with an In:Al ratio of 1:9. Such
a high ratio is indeed required for forming, as hypothesized, a
monolayer of alumina on an In(Zn)P core already passivated with
a gradient and a thin ZnS shell.

Photostability in PMMA

For assessing the photostability under controlled conditions,
the QDs were first integrated into a PMMA matrix. The
main advantages of PMMA are its optical transparency
(Figure S3), stability under irradiation, amorphous character,
ease of composites processing, and the mechanical stability of
the obtained monolithic materials. Figure 3 depicts the different

steps of composite preparation and aging experiments. By
optimizing the PMMA concentration in chloroform (30 wt%)
and slow drying, homogeneous composites without air-bubbles
could be obtained, suitable for optical measurements. A QD
loading of 0.4 wt% resulted in the best compromise of film
homogeneity and PL QY (cf. Table $4).

Incorporation into the PMMA matrix leads to a significant
bathochromic shift of the PL emission maximum with increasing
QD concentration in the composite (cf. Figure 3, Figure $4),
accompanied by a small reduction of the PL line width. For the
gradient shell and CSS system this shift accounts for 26 and 24 nm
(97 meV/93 meV), respectively, while it is less pronounced in
the case of the aluminum treated sample (14 nm, 56 meV). At
the same time, a significant decrease of the PLQY is observed
with the retained QY following the order CSS (16.9%, decrease:
73%) > aluminum treated (10.1%, decrease: 79%) > gradient
shell (7.6%, decrease: 85%). Similar effects have been observed
in other studies on QD incorporation into a PMMA matrix via
physical mixing of both components (Zvaigzne et al., 2015). We
attribute both phenomena (PL shift and QY decrease) to the
fact that in the thick QD-polymer composite radiative or non-
radiative energy or charge transfer processes take place favored
by the close proximity of the QDs and their size distribution.

As already studied in close-packed InP-based QD films
without polymer matrix (Ung et al., 2010a), in principle three
processes can occur: (i) resonance photon reabsorption; (ii)
Forster resonance energy transfer; (iii) direct excited charge
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FIGURE 3 | (A) Processing of the QDs for aging experiments using a PMMA matrix and different concentrations of QDs. (B) Comparison of the PL properties of
INZnP/ZnSeS/ZnS (thick shell) QDs in colloidal solution (hexane) and after embedding in the PMMA matrix.

carrier transfer from one QD to another. Due to the expected
increased spatial separation of the QDs in the polymer as
compared to close-packed films, process (i) could be favored here.
However, it has been shown in many literature examples that
the physical mixing of QDs with the polymer matrix can induce
phase segregation and aggregation of the QDs (Ghimire et al,,
2018). Therefore, processes (ii) and (iii) can also take place in the
present case. The identification of the predominant mechanisms
requires additional studies which go beyond the scope of the
present work.

During 32h of continuous irradiation with simulated solar
light in an aging chamber at 40°C, the gradient shell system
exhibits a hypsochromic shift of the PL maximum of 55 meV,
while the position of the other two samples is essentially stable
(Figure 4A). Nonetheless, all samples show an increase of the
emission linewidth, which is most pronounced for the gradient
shell, followed by the thick shell and the aluminum treated
sample (Figure 4B). The evolution of the PLQY confirms this
last sample to be the most photostable one: as visible from the
comparison of the relative QY loss under irradiation (Figure 4D),
the gradient shell and CSS systems present identical behavior,
while the aluminum treated sample maintains a higher fraction of
the initial PL intensity. Intriguingly, all studied samples exhibit a
very similar degradation kinetics displaying a fast PL loss during
the first 6h of irradiation before reaching a regime exhibiting
a much slower slope and eventually a plateau for extended
durations. To confirm the absence of influences arising from
potential aging effects of the PMMA matrix the latter has been
submitted to identical irradiation experiments on its own (i.e.,
without QDs) (Figure S5).

Noteworthy, the general trends of PL intensity evolution of
the three systems are similar when keeping the composites at
room temperature in the dark (cf. Figure S6), while no evolution
of the optical properties is observed for samples kept in the
colloidal state either in organic solvent or in PBS buffer after

aqueous phase transfer (vide infra). In the PMMA matrix, the
QY gradually decreases over time for the CSS and gradient
shell systems, while it remains stable for the aluminum treated
sample. In contrast to the case of solar irradiation, no fast QY
loss during the first hours is observed, which clearly confirms
that this fast degradation is light induced. As visible from the
evolution of the normalized PL spectra with irradiation duration
(Figure S7), in all three samples the contribution of trap-state
emission in the 650-750 nm range markedly increases over time.
One possible explanation for the activation of trap states and
the observed PL decrease in the first 6 h of irradiation is light-
induced rearrangement of the nanocrystal surface (Saba et al.,
2013). This process, leading ultimately to photocharging and
charge trapping, is influenced in the present case by interaction
of the QD surface with the polymer matrix.

XPS Analysis
To probe the change of surface chemistry of QDs as well as
PMMA stability over aging, we performed XPS analyses for
which the probed depth is about 5nm. Two samples were
studied before and after 6 h of irradiation: InZnP/ZnSeS gradient
shell QDs, most affected by the aging, and aluminum treated
CSS QDs, least affected, both embedded in the PMMA matrix.
Figure 5 shows the Cls core level of the pristine and irradiated
samples. The main feature of the spectra is that the signatures
of PMMA are preserved after 6 h of irradiation, for instance the
C-C (285.0eV), C-O (286.7¢V), and COO (288.7eV) signals,
indicating that PMMA remains stable during the selected
aging time.

The valence change of zinc was studied through the analyses
of the Zn 2p core peak and Zn L3My5Mys Auger lines (Figure 6).
The Zn 2p signal shows a main peak at 1022.7 eV assigned to
the +II valence state of zinc. The binding energy of Zn 2p;3,,
does not change during aging in the case of the aluminum
treated sample, while a slight shift (4-0.3eV) to higher binding
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energies is observed for the gradient QDs after 6 h of irradiation.
To further investigate the chemical environment of the zinc
atoms, analysis of the Zn L3MysMys Auger peaks provides
detailed information, which can be extracted from the shapes,
intensities, and locations of the Auger lines involving deep Zn
2p3;2 (L3) and shallow Zn 3ds/;_3/2 (Mys) core levels. The
Auger line arises from the three nearly degenerated levels 1D,
3P, and 1G, and two extreme levels 1S and 3F constituting
the higher and lower energy shoulders of the Auger line
(inset of Figure6). As a first approximation, the main peak
of each chemical group can be represented by the 1D, 3P,

and 1G triad (nX) symbolized by a dashed line (Lee et al,
2014). With these information, the Wagner parameter can be
defined (Wagner, 1972):

a = Ey(Zn2p3/2) + Ex(Zn LMM)

where Ei is the kinetic energy of the core-valence-
valence Auger transition electron, and E, the binding
energy of the Zn2ps;; core electron referred to the
Fermi energy.
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at 0 and at 6 h of aging.

Materials with similar Wagner parameters have closely similar
extra-atomic relaxation arising from multiplet coupling in the
final states, i.e., the extra-atomic polarization energy and the local
electronic structure of the material. Hence, we can distinguish
at least three families of zinc-ligand species for both types of
samples (gradient shell and aluminum treated), since we can
extract at least three Wagner parameters: o; at 2009.6eV, o, at
2011.1eV and a3 at 2013.1eV. They can be assigned to zinc
in ZnSe, ZnS, and Zn-Zn chemical environment, respectively.
At this stage, the contribution of the ZnSe and ZnS phases is
difficult to quantify from the spectral signature. However, it
appears that in the case of the aluminum treated QDs the zinc
related environment remains stable over time. In the case of
the gradient shell QDs, the ZnS related bonds are dominant in
the pristine material and decrease after 6h of aging, while the
ZnLMM spectral shape becomes similar to that recorded in the
case of aluminum treated QDs.

Figures 7A,B reports the Se 3d core level of both systems.
In the case of the gradient shell, the spectra show one doublet
at 54.1-55.0 eV (associated to spin-orbit coupling), signature of
Se~ jons in ZnSe. In the case of the aluminum treated QDs, we
observe two doublets at 54.1-55.0 and 54.9-55.8 eV associated
with ZnSe and ZnSexS(;_y), respectively. These differences are
unexpected, as the core and gradient shell were synthesized
in the same manner for both systems. On the other hand, as
the additional growth steps in the case of the alumina-capped
sample imply prolonged heating to 230°C, a more pronounced
interdiffusion of the ZnSe and ZnS phases may take place
giving rise to the mixed ZnSexS(;_y) phase. The S 2p doublet
(Figure 7D) at 162-164 eV is the signature of $2~ ions in ZnS
environment. The ZnS:ZnSe ratio remains stable during aging
(cf. Table S5). For the gradient shell, the presence of oxidized
sulfur (-SO4) is observed (Figure7C) whose concentration
increases slightly after aging.

At a first approximation, the In 3ds;, peak recorded at
the surface centered at 445.4eV can be assigned to In**t
ions in Iny;O3; and/or In (OH)s. The presence of In (S, Se,
P) cannot be excluded since the P 2p core level peak (not
shown) exhibits two contributions, a major one around 134 eV

attributed to phosphate groups (InPOx) and a low intensity peak
around 130eV assigned to In-P bonds (Figure 8). Oxidation
of the core/shell interface in InP-based QDs occurring during
the synthesis under similar experimental conditions has been
reported by Delpech and coworkers (Virieux et al., 2012). It
has been attributed to the in situ generation of minute amounts
of water due to side reactions of the fatty acid ligands (e.g.,
myristate, stearate).

In the case of the aluminum treated sample, the ratio
between both indium species remains quasi-stable whereas
in the case of the gradient system significate changes are
observed (Figures 8A,B).

The Al 2p core level is the signature of APT like in AL O3. It
stays the same after 6 h of aging, confirming that the aluminum
coating is very stable and does not degrade under irradiation
(Figure 8C). Taken together, the presented XPS results fully
underpin the stability differences of the two systems expected
from the photophysical studies. In the case of the gradient
shell, the initial ZnS outer layer already shows distinct signs
of oxidation right from the start (-SO4 species), which are not
detectable in the aluminum treated sample. Furthermore, during
the aging process the degradation of the gradient shell sample
continues, as visible by the XPS spectral changes, in particular the
decrease of the signals characteristic for ZnS related bonds and
increase of the oxidized indium component. The latter implies a
reduction of the emissive core size, which is supposed to be at the
origin of the observed hypsochromic shift of the PL maximum
(cf. Figure 4A).

Cytotoxicity Studies

Aqueous phase transfer of the QDs was achieved by surface
ligand exchange with zwitterionic penicillamine (Figure9)
(Tamang et al., 2011; Mattera et al., 2016). In this procedure,
the QDs in chloroform are brought into intimate contact with
an aqueous solution of penicillamine. The pH of the aqueous
phase is adjusted in the basic range (around 9), to favor the
deprotonation of the thiol moiety leading to efficient binding to
the ZnS surface of the QDs. In the case of the alumina-coated
system, however, this approach was not successful. Other types
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of surface chemistries have to be developed there, which are the
subject of ongoing research. Therefore, in the remaining part
of this article we will focus on the core/shell systems without
aluminum treatment.

While the absorbance properties are not affected by the phase
transfer, the PL peaks exhibit a bathochromic shift of around
10-15nm accompanied by a slight line broadening (Table S6).
The PL intensity strongly depends on the shell thickness of
the QDs as seen in the photograph in Figure 9A and in the
spectra in Figure 9B. As generally observed in phase transfer
methods applying direct surface ligand exchange, the PLQY
significantly decreases. This decrease is particularly pronounced
for the gradient shell sample (QY: 6.0%) whereas the systems
with additional ZnS shells exhibit enhanced PL conservation (QY:
15.5% CSS thin; 17.1% CSS thick). The gradient shell sample
shows a significant decrease in the average decay time after phase
transfer and a concomitant increase of the amplitude of the
shortest lifetime (Figure S8, Table S7). All three systems exhibit
an increase of the latter, albeit the trend of the contribution

of the short lifetime component is maintained in the order
gradient shell > CSS thin > CSS thick, as in the samples before
phase transfer. All in all, these results indicate that surface trap
states induced by the ligand exchange reaction are at the origin
of the PLQY decrease. As expected this detrimental effect can
be reduced by increasing the shell thickness. Dynamic light
scattering (DLS) measurements (Figure S9) confirm the absence
of larger-sized aggregates. The hydrodynamic diameters of the
samples extracted from DLS are consistent with the values
obtained from TEM analysis (Figure S10). However, the precise
determination of the QD sizes is challenging due to the low
contrast of the ZnS shell in TEM and the small diameters in the
4-6 nm range.

Since the QDs are synthesized in liquid phase with no
risk of aerosolisation, the most probable exposure route for
humans is through skin contact (Reiss et al., 2016). Impact
of these QDs was assessed in vitro on skin cells, i.e., primary
keratinocytes isolated from human donors. As shown in
Figure 10A, exposure to 6.5-100nM of QDs for 24h do not
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cause any leakage of lactate dehydrogenase from cells, i.e., do
not affect cell membrane integrity, which is classically used as
a proxy for cell viability. BrdU, an analog of the nucleoside
thymidine which is incorporated into DNA during replication,
was used as an indicator of QD impact on cell proliferation.
A trend toward reduced cell proliferation is observed in cells
exposed to QDs (Figure 10B). This trend is observed in cells
exposed to QDs with a gradient shell and CSS with a thin
shell, but not to CSS with a thick shell. This shows that
the thick shell not only facilitates the phase transfer and
preserves best the photophysical properties but is also beneficial
from a cytotoxicity point of view. These features combined
with the compact size of the penicillamine-capped CSS QDs
make them particularly interesting for further applications
in biosensing.

CONCLUSIONS

With the goal to improve the photostability of InP-based QDs,
we have synthesized three different types of core/shell structures.
The first one uses a ZnSeS;_x gradient shell as reported by
Lim et al. (2011). In the second, CSS system, additional growth
of a ZnS$ shell of controlled thickness on top of the gradient

shell has been undertaken, using the monomolecular precursor
zinc ethylxanthate (Protiere and Reiss, 2006). Finally, in the
third system alumina coating was performed on top of the ZnS
shell. When incorporated into a PMMA matrix and submitted to
continuous irradiation in a climate chamber, the three systems
exhibit distinctly different behavior. While all of them show
a marked drop of QY within the first 6h of irradiation, the
aluminum treated sample retains most of the initial PL intensity.
The gradient shell and CSS systems show a minor but continuous
loss of QY also in the dark, which is attributed to the interaction
of the PMMA matrix with the Zn-based shell. It has been shown
that PMMA-type polymers can act as efficient sorbents for Zn
(II) ion removal (Jakoébik-Kolon et al., 2017). To the contrary, the
aluminum treated sample is fully stable in the dark.

XPS studies revealed that upon irradiation the degradation
of the ZnS outer layer and oxidation of the In(Zn)P core are
at the origin of the observed decrease of PL intensity and
hypsochromic shift of the PL maximum. XPS also confirmed
the formation of an Al,O3-type layer in the case of the
aluminum treated sample, which effectively protects against
degradation. The chemical stability of the alumina capped
sample being thus demonstrated, the observed decrease of PLQY
upon continuous irradiation is ascribed to light-induced surface
reconstruction. The modification of the configuration of surface
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atoms and capping ligands can introduce defect states favoring
photocharging of the QDs and charge carrier trapping. Similar
processes are also at work in the case of the gradient and
CSS systems, in addition to photo-oxidation. These detrimental
effects could likely be overcome by increasing the inorganic shell
thickness, providing a more efficient separation of the emissive
core and the environment.

With the gradient shell and CSS systems phase transfer
was achieved using surface ligand exchange with penicillamine
and a clear correlation between the retained PLQY and shell
thickness was observed. Cytotoxicity studies indicate that the
different types of QDs do not influence the cell viability
of human keratinocytes. On the other hand, a trend of
reduced cell proliferation is observed for cells exposed to
higher concentrations of gradient shell and CSS QDs with
a thin ZnS outer shell. This trend is not visible for the
CSS QDs with a thicker ZnS shell, confirming both the
necessity and advantageous features of thicker shells protecting
InP-based QDs. Ongoing studies concern the aqueous phase
transfer of alumina-coated QDs, either via encapsulation with
ambipolar macromolecules (e.g., phospholipids) or through the
identification of appropriate bifunctional molecules for ligand
exchange. Furthermore, with the goal to reduce PL losses
during the QD incorporation in the matrix, different types
of suitable polymers (e.g., polystyrene, polydimethylsiloxane,
or block copolymers) deserve attention as well as approaches
preventing from undesired phase-segregation of the QDs and
the polymer by introducing specific interactions between both
components (Ghimire et al., 2018).

Concluding, the presented results contribute to the better
understanding of the degradation mechanisms of core/shell
QDs and to the development of InP-based QD heterostructures
combining enhanced chemical and photostability, bringing them
closer to the requirements of real-life applications.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Due to their unique optical properties, quantum dots (QDs) are used in a number of optoelectronic devices and
Quantum dot are forecasted to be used in the near future for biomedical applications. The most popular QD composition
Semiconductor nanocrystal consists of cadmium selenide (CdSe) or cadmium telluride (CdTe), which has been shown to pose health risks
Toxicity

due to the release of toxic cadmium (Cd) ions. Due to similar optical properties but lower intrinsic toxicity,
indium phosphide (InP) QDs have been proposed as a safer alternative. Nevertheless, investigations regarding
their safety and possible toxicological effects are still in their infancy.

The fate and toxicity of seven different water-dispersible indium (In)-based QDs, either pristine or after
ageing in a climatic chamber, was evaluated. The core of these QDs was composed of indium, zinc and phos-
phorus (InZnP) or indium, zinc, phosphorus and sulfur (InZnPS). They were assessed either as core-only or as
core-shell QDs, for which the core was capped with a shell of zinc, selenium and sulfur (Zn(Se,S)). Their surface
was functionalized using either penicillamine or glutathione.

In their pristine form, these QDs showed essentially no cytotoxicity. The particular case of InZnPS QD showed
that core-shell QDs were less cytotoxic than core-only QDs. Moreover, surface functionalization with either
penicillamine or glutathione did not appreciably influence cytotoxicity but affected QD stability. These QDs did
not lead to over-accumulation of reactive oxygen species in exposed cells, or to any oxidative damage to cellular
DNA. However, accelerated weathering in a climatic chamber led to QD precipitation and degradation, together
with significant cytotoxic effects. Ageing led to dissociation of In—P and Zn—S bonds, and to complexation of In
and Zn ions with carboxylate and/or phosphate moieties.

These results show that InZnP and InZnPS alloyed QDs are safer alternatives to CdSe QDs. They underline the
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necessity to preserve as much as possible the structural integrity of QDs, for instance by developing more robust
shells, in order to ensure their safety for future applications.

1. Introduction

Colloidal semiconductor nanocrystals, also termed quantum dots
(QDs), possess unique optical properties including size-tunable absor-
bance and emission, narrow emission bands, high photoluminescence
quantum yield (QY) and resistance to photobleaching (Alivisatos,
1996). This makes them attractive for a wide range of applications,
such as biosensing and imaging (Wegner and Hildebrandt, 2015), in
photovoltaics and light-emitting devices including light-emitting
diodes, TVs and displays (Reiss et al., 2016). The most popular QD
composition consist of II-VI QDs such as cadmium selenide (CdSe) and
cadmium telluride (CdTe), which display the highest quantum yields
and can be synthesized with a high degree of monodispersity (Wegner
and Hildebrandt, 2015). However, these heavy metal containing QDs
have been shown to be toxic in human and environmental models
(Bottrill and Green, 2011; Rocha et al., 2017). The main reasons ex-
plaining their toxicity is the leakage of Cd ions during QD degradation,
which results in the generation of reactive oxygen species (ROS)
(Kauffer et al., 2014). QD degradation is triggered via surface oxidation
by molecular oxygen from air and under UV irradiation, or in in-
tracellular acidic compartments such as lysosomes (Corazzari et al.,
2013; Derfus et al., 2004; Kirchner et al., 2005). Capping CdSe or CdTe
cores with a shell of zinc sulfide (ZnS) not only improves their photo-
physical properties but also reduces their degradation and thus their
toxicity (Bottrill and Green, 2011). However, cadmium (Cd) com-
pounds are classified as carcinogenic to humans (Group 1) by the In-
ternational Agency for Research on Cancer (IARC) (IARC, 1993), and
their use in electrical and electronic equipment has been restricted in
the European Union through the Restriction of Hazardous Substances
(RoHS) directive (Directive 2011/65/EU of the European Parliament).

Recently, the concept of safer-by-design has been applied to na-
noscience and nanotechnology with first reports published in the lit-
erature a little more than ten years ago (Schwarz-Plaschg et al., 2017).
The core of this concept is the integration of safety considerations in the
design of nanomaterials or nano-enabled products, to make sure that
these products will have a low risk potential from their production until
their end-of-life (Bastus and Puntes, 2018; Kraegeloh et al., 2018; Lin
et al., 2018). In this context, a safer-by-design concept for QDs would
include: i) replacement of potentially toxic elements like Cd by less
toxic chemical elements, ii) enhancement of the structural stability
limiting the release of chemical elements, and iii) prevention of toxic
intermediates such as ROS during utilization.

In the literature, several alternative QD compositions have been
proposed, which can be used to follow the safer-by-design concept of
Cd-free QDs. Among them, the most promising candidates are III/IV
and I/1II/VI QDs based on indium (In), including indium phosphide
(InP) and copper-indium-sulfur (CulnS,) QDs (Reiss et al., 2016).
Thereby, InP QDs are the first nanocrytals that made the transition from
laboratory bench into a commercial application, namely in the gen-
eration of TV screens (Reiss et al., 2016). Their potential was further
shown for medical applications, owing to their ability to quickly, effi-
ciently and specifically target sentinel lymph nodes when sub-
cutaneously injected in mice or rats, without causing overt toxicity
(Helle et al., 2012; Lin et al., 2015; Pons et al., 2010; Yaghini et al.,
2018; Yaghini et al., 2016). InP is classified as probably carcinogenic to
humans by the IARC (IARC, 2006), and InP QDs have been shown to be
toxic in some in vitro studies (Chibli et al., 2011; Soenen et al., 2014).
Their toxicity was shown to be dependent on the cell line (Chibli et al.,
2011), and to be correlated with ROS accumulation in exposed cells
(Chibli et al., 2011; Soenen et al., 2014). Nevertheless, InP QDs are less

toxic than CdSe QDs due to the lower toxicity of In ions released from
QDs, compared to Cd ions (Brunetti et al., 2013). An advantage of InP
QDs in comparison to Cd-based QDs is the covalent nature of the bond
between In and phosphorous (P), which makes them more stable in
comparison to the ionic bond of CdSe (Bharali et al., 2005). The pas-
sivation of the InP QDs with a semiconductor shell, such as ZnS or zinc
selenide (ZnSe), improves their photoluminescence and their long-term
stability as the core will be protected from oxidative degradation (Reiss
et al., 2016). An important characteristic for a core/shell material is
their lattice mismatch. The lattice mismatch for InP/ZnS is around 7%,
but is only 3.3% for InP/ZnSe (Reiss et al., 2016). A gradient shell of a
ZnSe rich layer close to the InP core, combined with a ZnS layer on the
outside, have shown to result in improved photophysical properties and
photostability (Lim et al., 2011). These more stable QDs would even-
tually be less toxic than InP/ZnS QDs. Finally, the quantum yield of InP
QDs can be improved by alloying their core with zinc (Zn) and/or sulfur
(S), leading to highly fluorescent indium-zinc-phosphorus (InZnP) or
indium-zinc-phosphorus-sulfur InZnPS QDs (Huang et al., 2010; Ung
et al.,, 2010). These QDs would have improved optical properties
compared to InP/ZnS QDs, and consequently smaller quantities would
be necessary to achieve the same brightness. Physical, chemical and
toxicological properties of these emerging QDs have been well char-
acterized in their pristine state. However, these QDs are intended to be
integrated into electronic devices (Reiss et al., 2016), therefore they
will be exposed to daylight under normal conditions of use and po-
tentially at the end of their lifecycle if they are not properly recycled.
Therefore, to take into account the whole life cycle of these products,
their physicochemical transformation and toxicity should be also as-
sessed after exposing them to UV light, in environmental conditions.

In accordance with these safer-by-design principles, we synthesized
some In-based QDs with modified chemistry in order to minimize their
hazard. QDs with a core composed of InZnP or InZnPS were prepared
and further studied as core-only QDs or as core-shell QDs where the
cores were capped with a gradient shell composed of zinc, sulfur and
selenium (Zn(Se,S)). The intrinsic hydrophobic QDs were rendered
water-soluble using a ligand exchange reaction with either D-peni-
cillamine (Pen) or L-glutathione (GSH). Pen was chosen because the
obtained QDs are very compact, which is beneficial in biosensing ap-
plications (Mattera et al., 2016), while GSH was chosen because it is a
well-documented antioxidant (for review, see (Calabrese et al., 2017)),
which would reduce the oxidative stress induced by the QDs, as re-
ported by others (Chibli et al., 2011; Soenen et al., 2014). The toxicity
of these In-based QDs was evaluated on primary keratinocytes isolated
from skin explants from human donors, and compared to the toxicity of
Cd-based QDs. These QDs were then weathered in environmental con-
ditions, consisting of exposure to whole spectrum sunlight for 64 h, as
suggested in the ISO norms 4892-1 (2000) and 4892-2 (2013) dedicated
to accelerated weathering of plastic. This norm was chosen since QDs
are aimed at being embedded in plastic matrixes before being in-
corporated in optoelectronic devices (Litvin et al., 2017). Toxicity of
aged vs. pristine QDs was compared. Finally, the their transformation
products of these QDs upon ageing were identified using extended X-ray
absorption fine structure (EXAFS) spectroscopy.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals and reagents

D-Penicillamine (Pen), r-glutathione reduced (GSH) > 98.0%, tet-
ramethylammonium hydroxide (TMAOH), phosphate-buffered saline



A. Tarantini, et al.

solution (1xPBS), tris(2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride solu-
tion 0.5M (TCEP), indium acetate (99.99%), myristic acid (> 99%),
tris(trimethylsilyl)phosphine (95%, (TMS)3P), 1l-octadecene (90%,
ODE), 1-dodecanethiol (97%, DDT), trioctylphosphine (97%, TOP),
sulfur (99.99%), selenium (99.99%), methanol, chloroform and hexane
were purchased from Sigma-Aldrich. Zinc stearate (90%, ZnSt,) was
acquired from Riedel de Haen and oleic acid (70%) came from Fisher
Chemicals. All chemicals were used as received without any further
purification, unless stated otherwise. Cell culture medium and serum
were purchased from Thermo Fisher Scientific. All other chemicals
were purchased from Sigma-Aldrich and were > 99% pure. CdSe/ZnS
QDs were purchased from Thermofisher Scientific (Qdot ITK carboxyl
quantum dots).

2.2. QD synthesis and characterization

For preparation of indium-myristate, indium acetate (6.9 mmol),
myristic acid (21.4 mmol) and ODE (15 mL) were mixed in a 50 mL
three neck flask. The solution was stirred and degassed under vacuum
for 3h at 120 °C. After cooling to room temperature, the precipitated
indium-myristate was washed with ca. 150mL dry hexane before
drying under vacuum and storing in the glove box. For preparation of
zinc oleate (0.4 M), zinc acetate (5mmol), 10 mmol oleic acid and
9.35 mL ODE were mixed in a 50 mL three neck flask. The mixture was
heated under vacuum to 120 °C and stirred for 1 h to remove water and
oxygen. Then the flask was backfilled with argon (Ar) and the solution
was cooled down to room temperature. At around 70 °C, the solution
was transferred to vial and flushed with Ar before storing it in a glove
box. For a 0.4 M TOP-selenium (TOP-Se) stock solution, 2 mmol of se-
lenium powder was dissolved in 5 mL trioctylphosphine (TOP) for 24 h.
The preparation of a 0.4 M TOP-sulfur (TOP-S) stock solution was done
similarly using elemental sulfur.

Then, InZnP and InZnPS QD cores were prepared as follows. For
InZnP QDs, indium-myristate (0.1 mmol), ZnSt, (0.1 mmol) and 7.5 mL
ODE were mixed in a 50 mL three-neck flask and degassed for 1 h. The
flask was backfilled with Ar and the reaction mixture was rapidly he-
ated to 300 °C in a molten salt bath. At ca. 100 °C 0.1 mmol (TMS);P
dissolved in 1 mL ODE was swiftly injected. After 20 min, the reaction
was quenched by removing the salt bath and let cool down to room
temperature. The QDs were purified by precipitating (1:1 v/v mixture
of methanol/chloroform and acetone) and re-dispersing (chloroform)
three times, and finally stored in hexane. The InZnPS core was prepared
similarly including the addition of 0.1 mmol DDT in the initial reaction
mixture.

Gradient shells were then grown on the surface of InZnP and InZnPS
QD cores. After the synthesis of the cores, the solution was cooled down
to 220 °C to stop the growth. 2.5 mL of the 0.4 M zinc-oleate (1 mmol)
stock solution was added dropwise followed by the swift injection of
0.444 mL of TOP-Se (0.2 mmol) stock solution dissolved in 0.5 mL ODE
and 1.57 mL of TOP-S (0.7 mmol) stock solution. The reaction mixture
was heated to 300 °C using a heating mantle with a temperature rate of
10 °C per minute. The overall shell growth time was 20 min. The re-
action was stopped by cooling down to room temperature. The same
purification cycle was performed as described for the core synthesis.

2.3. Phase transfer

Both InP and CdSe (Qdot ITK carboxyl, Thermofisher) QDs were
then transferred in aqueous solution, via phase transfer using either Pen
or GSH. A 0.2 M solution of Pen was prepared by dissolving 30 mg of
Pen in 1 mL of degassed MilliQ water. After addition of 200 uL of TCEP,
the pH was adjusted to 9 with TMAOH (25 wt% in methanol) solution.
The solution was degassed again, and 500 pL added to 1 mL of degassed
colloidal solution of InP core or InP core/shell in chloroform with an
approximate concentration of 3-5 uM. The biphasic mixture was stirred
vigorously for 45 min at room temperature. The mixture was quickly

NanoImpact 14 (2019) 100168

centrifuged to obtain a clear phase separation. The upper layer con-
taining the QDs in the aqueous phase was separated from the organic
phase and purified from excess ligands using a NAP™10 size exclusion
column (Sephadex™ G-25 DNA Grade from GE Healthcare). The column
was equilibrated with PBS buffer, which was further used as eluent and
storage buffer. The transferred QD samples were stored at 4 °C. For the
phase transfer using GSH, 0.26 mM GSH was dissolved in 300 pL
TMAOH and added to a 1 uM QD solution in chloroform. The solution
was stirred overnight at room temperature. The phase-transferred QDs
were extracted from the organic solution using 200 pL PBS buffer with
250 mM NaCl. After centrifugation at 4300 x g for 1 min, the organic
layer was separated from the aqueous phase. In order to purify the QDs
from the excess of ligands, they were precipitated with 300 mL ethanol
and centrifugation for 1 min at 4300 X g. The clear supernatant was
discarded and the QDs redispersed with 200 uL. 1 x PBS buffer with
250 mM NaCl. This cycle was repeated three times before the final
precipitate was redispersed in 1 X PBS. The QDs were stored at 4 °C in
the dark; they were table for at least one year.

2.4. Photophysical and structural characterization of InP QDs

Absorbance measurements were performed using Hewlett Packard
8452A spectrophotometer whereas the emission spectra were recorded
using a Fluorolog FL3-22 spectrometer from Horiba-Jobin Yvon
equipped with a 150 W xenon lamp for steady-state measurements and
a NanoLED laser diode from Horiba with a wavelength of 350 nm and
1 MHz repetition for time-resolved measurements. Decay curves were
fitted using Decay Analysis software from Horiba Scientist.
Photoluminescence quantum yield measurements were performed at
room temperature using an integration sphere, Hamamatsu Quantaurus
Absolute PL quantum yield spectrometer or by relative fluorescence
measurements using Fluorescein 27 in 0.1 M sodium hydroxide (NaOH)
(QY = 93%) as standard. The hydrodynamic diameter of the water-
dispersible InZnP and InZnPS QDs was measured by dynamic light
scattering (Malvern Zeta Sizer NanoZS).

2.5. Electron microscopy

For pristine QD structural characterization, the elemental compo-
sition was analyzed using a Zeiss Ultra 55+ scanning electron micro-
scope (SEM) equipped with an energy dispersive X-ray spectroscopy
probe (EDS). Samples for EDS were prepared by drop-casting a con-
centrated dispersion of QDs on a cleaned silicon substrate.

For imaging and EDS analysis of QDs and aged QDs, a drop of QD
suspension was deposited on copper grids coated with lacey carbon
films, allowed to dry at room temperature, then by scanning-trans-
mission electron microscopy (STEM) using a high angle annular dark
field (HAADF) detector, on a FEI/Tecnai OSIRIS microscope operating
at 200kV. The chemical composition of regions of interest was then
analyzed by EDS using the same microscope and configuration. For
imaging of cells via transmission electron microscopy (TEM), after ex-
posure to QDs, cells were rinsed with 0.1 M PHEM buffer (30 mM
PIPES, 12.5 mM HEPES, 5 mM MgCl,, 1 mM EGTA, pH 7), then fixed for
30 min at room temperature in 4% paraformaldehyde, 0.4% glutar-
aldehyde prepared in 0.2 M PHEM to which was added culture medium
(V:V). They were then fixed for another 30 min at room temperature in
2% paraformaldehyde, 0.2% glutaraldehyde in 0.1 M PHEM. Cells were
rinsed three times in 0.1 M PHEM and post-fixed in 1% osmium tetr-
oxide (OsO4), 1.5% potassium ferrocyanide in 0.1 M PHEM buffer for
1h at room temperature. After 3 washes in water, they were post-
stained using 0.5% uranyl acetate in 30% ethanol for 30 min at room
temperature, in the dark. Cells were then dehydrated in graded ethanol
series, and embedded in Epon resin. Ultrathin sections were cut on a
Leica UC7 ultra-microtome and collected on Formvar carbon coated
copper grids. Images were recorded on a Tecnai G2 Spirit BioTwin (FEI)
transmission electron microscope (TEM), operating at 120 kV, using an
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ORIUS SC1000 CCD camera (Gatan). For EDS analysis, samples were
carbon-coated, then imaged by STEM (HAADF) detector, on a FEI/
Tecnai OSIRIS microscope operating at 200 kV. The chemical compo-
sition of regions of interest was then analyzed by EDS using the same
microscope and configuration.

2.6. Weathering in the QSUN climatic chamber

Samples were exposed to UV lamps in a Q-SUN Xe-1 xenon arc test
chamber (Q-LAB), providing full sunlight spectrum. Weathering con-
ditions were adapted from the ISO norms 4892-1 (2000) and 4892-2
(2013), developed for studying the ageing of plastics. The irradiance
and temperature were fixed at 1.44 W/m? (measured at 420 nm) and
40 °C, respectively, with no humidity control. QD suspensions were
diluted in PBS at the final concentration of 1 uM (in 1 mL), deposited in
rectangular standard quartz cuvettes (48 mm X 12.5mm X 12.5mm,
pathlength 10 mm) closed with polytetrafluoroethylene (PTFE) stopper,
then irradiated for 64 h under agitation.

2.7. Cell culture and exposure

Human skin samples were obtained following breast surgery from
healthy female donors with their informed consent (Centre Hospitalier
Universitaire de Grenoble, Grenoble, France). All experiments were
performed in accordance with relevant guidelines and regulations. In
particular, work was performed in agreement with article L1245-2 of
the French Public Health Code on the use of surgical wastes for research
purposes (https://www.legifrance.gouv.fr). All donors were Caucasian
(20-40 years old), and their skin phototype was between I and II ac-
cording to the Fitzpatrick classification scale (Fitzpatrick, 1988). Ker-
atinocytes were isolated from these whole skin samples, as previously
described (Mouret et al., 2006). They were grown in keratinocyte
serum-free medium (KSF-M) supplemented with 1.5 ng/mL epidermal
growth factor (EGF), 25 pg/mL bovine pituitary extract, 75 pg/mL pri-
mocin and then cultured at 37 °C in a humidified atmosphere con-
taining 5% CO,. For all experiments, cells were used at passages 1-3.

Cells were seeded in 96-well plates (cytotoxicity, proliferation and
oxidative stress assays, 5000 cells per well), 24-well plates (comet
assay, 62,500 cells per well), 4 chamber Labteks (electron microscopy,
35,000 cells per well) or 75 cm? flasks (X-ray absorption spectroscopy,
1.5 million cells per flask). When they reached 60% of confluence, they
were exposed for 24 h to 6.25-200 nM (cytotoxicity and cell prolifera-
tion), 12.5-100nM (oxidative stress) or 50 nM (comet assay, X-ray
absorption spectroscopy, electron microscopy) of either pristine or aged
QDs.

2.8. X-ray absorption spectroscopy

Pristine and aged QDs (1 uM and approximatively 10 pM, respec-
tively), as well as keratinocytes exposed to 50 nM of pristine or aged
QDs were analyzed by X-ray absorption spectroscopy (XAS). A drop of
pristine or aged QDs was directly deposited on the sample holder.
Regarding cell samples, they were rinsed twice with PBS, then har-
vested using trypsin, centrifuged and suspended in 10 mM HEPES
buffer, pH7.5, to which 10% of glycerol was added. This cell suspen-
sion was deposited on the dedicated sample holder. Both types of
samples were immediately frozen by immersion in liquid nitrogen.
Indium speciation was analyzed by In K-edge (27.94 keV) extended X-
Ray absorption fine structure (EXAFS) spectroscopy on FAME (BM30B)
beamline (Proux et al., 2005) at the European Synchrotron Radiation
Facility (ESRF, Grenoble, France), operating in multi-bunch mode (150
to 200 mA). Spectra were recorded at 15-20 K using a liquid He cryo-
stat. The beamline is equipped with a Si(220) monochromator (Proux
et al., 2006). Spectra were recorded in fluorescence mode using a 30-
element Ge detector. Three to seven spectra of 40 min each were
averaged, depending on the signal. Data were normalized and treated
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using the Demeter software package (Ravel and Newville, 2005).
Spectra for the pristine QDs were treated by shell fitting using ARTEMIS
software (Ravel and Newville, 2005). In-O, In-P and In-S paths were
calculated using FEFF code, based on the structure of In phosphate
dehydrate (Sugiyama et al., 1999), InP and InS (Wyckoff, 1963), re-
spectively. Spectra for the aged QDs and cells exposed to pristine and
aged QDs were treated by linear combination fitting (LCF) using De-
meter/ATHENA (Ravel and Newville, 2005) using the pristine QDs, In
acetate and In phosphate as reference spectra.

In addition, aged QDs were studied by Zn K-edge EXAFS spectro-
scopy on the same beamline and in the same conditions and setup.
EXAFS spectra were treated by LCFs using ZnS (bulk and nano), pro-
vided by M. Le Bars (Le Bars et al., 2018), several Zn phosphate mi-
nerals including hopeite (Zn3(PO,4),, 4H,0), Zn phosphate dihydrate
(Zn3(PO4), 2H,0) and Zn-reacted hydroxylapatite containing
500 ug g~ ' Zn prepared at pH 6, described in Panfili et al. (2005), Zn-
GSH (10 mM Zn, 100 mM GSH, pH 4.5), and Zn complexed to malate in
solution as proxy for Zn-carboxylate (Zn-COOH) complexes. All the
standard spectra were recorded at 15K except Zn phosphate dihydrate
and Zn-reacted hydroxylapatite which were recorded at room tem-
perature. The temperature has a great influence on the amplitude of
ZnS spectrum (Gilbert et al., 2004), much less on more disordered
phases like Zn phosphate, as shown for hopeite in Fig. S1. For the two
spectra recorded at room temperature, an amplitude factor of 1.15 was
used to correct for the temperature effect, based on hopeite data (Fig.
S1).

2.9. Toxicity assessment

Cytotoxicity and cell proliferation were assessed on the same 96-
well plate seeded with keratinocytes, exposed to QDs for 24 h. Exposure
medium was sampled for lactate dehydrogenase (LDH) quantification,
and bromodeoxyuridine (BrdU) assay was performed on cells. In these
assays, triton X100 (1%) was used as positive control. Released LDH
was quantified using LDH assay (Sigma-Aldrich), following the manu-
facturer's instructions. Briefly, 50 uL. of each exposure medium was
deposited on a clean 96-well plate, then 100 uL of LDH assay solution
(LDH assay substrate/cofactor/dye, V:V:V) was added to each well, and
incubated for 30 min at room temperature, in the dark. Assay reaction
was stopped by adding 10 pl of hydrochloric acid (HCl) 1N to each
well, then absorbance at 490 nm was measured using a Spectramax M2
spectrofluorimeter (Molecular Device) and corrected by subtraction of
absorbance at 690 nm. Cell proliferation was quantified using 5-Bromo-
2’-deoxy-uridine (BrdU) assay (Roche), using manufacturer's instruc-
tions. After exposure to QDs and removal of exposure medium, 100 pL
of the BrdU solution, diluted to the tenth in cell culture medium, was
added in each well and incubated for 2 h at 37 °C. This labeling medium
was then removed, and cells were rinsed and incubated with Fix/denat
solution for 30 min, then with an anti-BrdU-peroxidase antibody diluted
to the hundredth in antibody dilution solution. After incubation for
45 min at room temperature, cells were rinsed three times with PBS,
100 pL of substrate solution was added to each well and incubated for
30 min at room temperature, in the dark. Absorbance at 370 nm was
then measured using a Spectramax M2 spectrofluorimeter (Molecular
Device) and corrected by subtraction of absorbance at 492 nm. The
whole experiment was repeated three to five times independently, on
keratinocytes from different donors, with n = 3 in each independent
experiment. Independently of these two experiments, cytotoxicity was
evaluated by measuring cell metabolic activity, using WST-1 assay
(Roche). Cells were exposed for 24 h to 100 pL of QDs, then QDs were
removed and 100 pL. of WST-1 as added to each well. After 45 min of
incubation at 37 °C, absorbance at 450 nm was measured using a
Spectramax M2 spectrofluorimeter (Molecular Device) and corrected by
subtraction of absorbance at 650 nm.

Reactive oxygen species were quantified using H2-DCF-DA and di-
hydrorhodamine 123 (DHR123) reagents (Thermo-Fisher Scientific).
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Cell culture medium was removed and 100 pL of a 25 uM H2-DCF-DA or
of a 1 uM DHR123 solution was added to each well. After 40 min of
incubation at 37 °C in the CO, incubator, the H2-DCF-DA (or DHR123)
solution was replaced by QD suspensions. Fluorescence (Aexc/Aem
480/530 nm) was recorded immediately after exposing cells to QDs,
then after 2h, 4h and 24h of exposure. Tert-butyl-hydroperoxide
(100 uM) was used as positive control for H2-DCF-DA assay, and H,0,
(500 pM) or KBrO3 (1 mM) were used as positive control for DHR123
assay. The whole H2-DCF-DA experiment was repeated twice in-
dependently, on keratinocytes from different donors, with n = 3 in each
independent experiment. For DHR123, the experiment was repeated
twice on keratinocytes from the same donor, with n = 3.

Oxidative damage to DNA was assessed using comet and comet-Fpg
assays, which probe strand breaks and alkali-labile sites, and Fpg-sen-
sitive sites including oxidized purines such as 8-oxo-dGuo, respectively,
as previously described (Armand et al., 2016). As positive control for
alkaline comet assay, cells were exposed to 100 uM of methane methyl
sulfonate (MMS) for 24 h. As positive control for Fpg-modified comet
assays cells were exposed to 1 uM of riboflavin for 20 min, followed by
irradiation with UVA (10J/cm?). Comets were scored using image
analysis Comet IV software (Perceptive Instruments, Suffolk, UK), and
median % DNA in tail was calculated for at least 50 comets per slide.
Net Fpg sensitive sites (Net Fpg) were calculated as the difference in %
DNA in tail between samples with Fpg incubation and samples with
buffer incubation ((% DNA in tail from alkaline assay) — (% DNA in tail
from Fpg-modified assay)). The whole experiment was repeated three
to five times independently, on keratinocytes from different donors
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(n = 3-5).

3. Results
3.1. Synthesis and characterization of the Cd-free quantum dots

In the present study, the long-term stability and toxicity of two types
of alloyed InP-based QDs were investigated. Thereby, InP QDs with a
core composition of InZnP and InZnPS, passivated by the popular gra-
dient shell composed of Zn(Se,S), was the center of the investigation
(Lim et al., 2011). Similarly to CdSe and CdTe QDs (Bottrill and Green,
2011), capping InP cores with a shell of zinc sulfide (ZnS) improves
their photophysical properties and reduces their degradation (Lim
et al., 2011). Using similar one-pot synthesis method, it was previously
shown that addition of sulfur during the core reaction results in InP QDs
coated with a thin layer of ZnS. The presence of this layer of ZnS further
enhances the photophysical properties and potentially facilitates the
phase transfer (Li and Reiss, 2008). But the consequences of this thin
ZnS layer on the growth of the gradient shell and for the structural and
photophysical properties -and eventually for the cytotoxic potential- of
the QDs is currently unknown. Therefore, core only and core/shell
systems were prepared and studied.

The photophysical characterization of the two types of InP QD cores
(InZnP and InZnPS) are shown in Fig. 1A. The presence of the sulfur
precursor during the core synthesis is leading to blue shift of the ab-
sorbance and photoluminescence (PL) maximum as well as a linewidth
narrowing from 79 nm to 61 nm for the PL of the InZnP and InZnPS
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Fig. 1. Photophysical properties of InZnP and InZnPS QDs. Absorbance and normalized PL spectra of InZnP and InZnPS core QDs (A). Comparison of the normalized
absorbance and PL spectra of InZnPS core and InZnPS QDs with a gradient shell of Zn(Se,S) (B). Comparison of the normalized absorbance and PL spectra of the
InZnPS core (C) and InZnPS core/shell QDs (D) before the aqueous phase transfer (organic solution, black) and after using the ligands 1-glutathione (GSH, red) and p-

Penicillamine (Pen, blue).
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core, respectively (Table S1). However, the InZnP core shows, with
15%, a nearly twice as high QY in comparison to the core prepared in
presence of the sulfur precursor. After the epitaxial growth of the gra-
dient Zn(Se,S) shell on the InZnPS core, the absorbance of the 1st ex-
citonic peak shows a redshift of 12 nm whereas the PL. maximum did
not change (see Fig. 1B and Table S2). The shell growth has a stronger
influence on the photophysical properties for the InZnP core as the 1st
excitonic peak shows a redshift of 40 nm and the PL maximum is shifted
by 17 nm (Fig. S2 and Table S3). These photophysical differences be-
tween both cores indicates that the Zn(Se,S) shell thickness is lower in
the case of InZnPS (Tamang et al., 2016).

To use either the core or the core/shell QDs for the envisaged tox-
icological evaluations, they needed to be made water-dispersible.
Strong differences between those two core materials could be observed
during the phase transfer from the organic solution to aqueous solution
using either p-penicillamine (Pen) or r-glutathione (GSH) as hydrophilic
surface ligands. Whereas the InZnPS core material can be transferred
using both ligands, InZnP core could not be transferred using Pen, be-
cause the core disintegrated during the process. As shown in Fig. 1C, the
phase transfer led to a slight blue shift of the InZnPS core for the ab-
sorbance and PL maxima, which could in principle indicate a slight size
reduction due to the removal of surface atoms. Interestingly, using GSH
for the phase transfer of InZnP cores led to a PL redshift of around
42 nm with no change in the 1st excitonic maxima (Fig. S3 and Table
S4). Spectral shifts are also observed for the core/shell systems as a
function of their composition and phase transfer ligand used (see
below). We attribute these shifts to contributions from the quantum
confined Stark effect and solvatochromatic effects experienced by the
QDs when changing their dielectric surrounding composed of the sur-
face ligands and the solvent (Thuy et al., 2007). For both core materials,
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the PL QY dropped dramatically below 1% after the transfer. After the
shell growth both core types could be transferred to aqueous solution
either using Pen or GSH. The InZnPS core with the gradient Zn(Se,S)
shell showed only small changes in the absorbance and PL maxima
when transferred using GSH or Pen (Fig. 1D and Table S5) whereas the
InZnP-based core/shell QDs exhibited a 22 nm blue shift of the ex-
citonic peak when using Pen, a 6 nm shift with GSH (see Fig. S4 and
Table S6).

The samples were further analyzed regarding their structural
properties. After the phase transfer using different surface ligands, we
investigated the influence on their hydrodynamic radius. As shown in
Fig. S5 and in Table S7 and S8, a marked size difference of around 2 nm
is observed between the alloyed InZnP core and core/shell QDs corre-
sponding to a gradient shell thickness of approximately 3 monolayers.
The size difference between the core and core/shell QDs is smaller in
the case of InZnPS (around 0.7 nm), in accordance with a shell thick-
ness of one monolayer.

3.2. Toxicity of alloyed InP QDs

Due to their photophysical properties, InP QDs would possibly in-
terfere with classically-used toxicity assays. Therefore, optical inter-
ference was assessed by measuring absorbance emission at the wave-
lengths that are typically used in toxicity assays (Fig. S6). The lowest
interference was found at the wavelength used in LDH assay. Chemical
interference of QDs with the chemical reactions taking place in LDH
assay was then assessed; it was shown to be minor (Table S9).
Therefore, LDH assay was chosen for cytotoxicity assessment. Following
our initial hypotheses, we compared the toxicity of core-only vs. core-
shell QDs, with a core composed of InZnPS vs. a core composed of
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Fig. 2. Cytotoxicity of InZnP and InZnPS QDs, assessed via the lactate dehydrogenase assay. Cells were exposed to pristine QDs (A-B) or QDs exposed to simulated
sunlight (aged, C-D), with a core of InZnP (A, C) or InZnPS (B, D). C: core only, CS: core-shell structure; Pen, GSH: penicillamine or glutathione, respectively, was used
as surface ligand. Triton X-100 (1%) was used as positive control. Results are expressed as % relative to the control (unexposed cells). Graphs represent mean =+
standard deviation of 3 to 6 independent experiments, performed on keratinocytes from different donors, with 3 replicates per experiment, statistical significance:

p < 0.05, *: exposed vs. control, $: InZnP vs. InZnPS.
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InZnP, and coated with Pen vs. coated with GSH (Fig. 2A-B). Among the
core-only QDs, since InZnP QD could not be transferred to aqueous
phase in Pen, we compared the toxicity of InZnP with GSH as surface
ligand to that of InZnPS with either GSH or Pen as surface ligand. Only
the core-only QD with a core composed of InZnPS and with Pen as
surface ligand significantly altered cell viability. None of the other core-
only QDs, and none of the tested core-shell QDs showed significant
cytotoxicity in their pristine state. WST-1 assay, which measures cell
metabolic activity and is also classically used to assess cytotoxicity
confirmed these results (Fig. 3). For comparison, exposure to 100 nM or
200 nM of pristine CdSe/ZnS QDs caused the mortality of 27% and 41%
of the cells, respectively (Fig. S7).

Then, toxicity of these QDs was assessed after ageing for 64 h in a
climatic chamber. After exposure to simulated sunlight, all core-shell
QDs showed significant cytotoxicity (Fig. 2C-D). Comparing the core-
shell QDs with respect to their core composition, cells exposed to aged
InZnPS-based QDs showed a lower mortality rate than cells exposed to
QDs with InZnP core. No significant differences was observed between
QDs coated with either Pen or GSH. (Fig. 2C-D). The toxicity of aged
CdSe QDs was similar, with 36 to 66% of mortality in cells exposed to
12.5 to 200 nM of aged CdSe QDs (Fig. S7).

Although they did not induce any cytotoxicity, all pristine QDs
significantly decreased cell proliferation, with no significant difference
between pristine QDs with a core of InZnP or InZnPS, or with Pen or
GSH as surface ligand (Fig. 4A-B). Decreased cell proliferation results
from cell cycle arrest. Since one of the causes of cell cycle arrest is DNA
alteration, the impact of pristine QDs on DNA integrity was evaluated.
The occurrence of DNA strand breaks, alkali-labile sites and Fpg-sen-
sitive sites such as 8-oxo-dGuo was explored using the Comet assay, in
its alkaline and Fpg-modified versions. The investigation using core-
only and core-shell InZnPS QDs coated with Pen revealed no DNA
strand-breaks and/or alkali-labile sites (Fig. 4C). Neither did they in-
crease the level of oxidized purines (Fig. 4D) and the intracellular level
of reactive oxygen species, as assessed via 2’,7’-dichlorodihydro-
fluorescein diacetate (H2-DCF-DA) (Fig. 4E-F for times O to 24 h and
Fig. S8 for times O to 4h of exposure) and via dihydrorhodamine 123
(DHR123) (Fig. S9) assays. Interference of QDs with these two assays
was assessed, it was significant for some QDs in DHR123 assay, but only
minor interference was found with H2-DCF-DA (Table S10).

3.3. Physicochemical transformation of In-based QDs after accelerated
weathering in a climatic chamber

Since QDs exposed to simulated sunlight were much more toxic than
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pristine QDs, their physical and chemical transformation upon irra-
diation was characterized. Visual observation showed a gradual pre-
cipitation of the QD suspension, which was still fluorescent, followed by
a progressive loss of the fluorescence leading finally to a red-purple
transformation product. When imaged by TEM, pristine QDs appeared
as nanoparticles with 3-5nm diameter (Fig. 5A), while aged QDs ap-
peared as large precipitates with heterogeneous structure (Fig. 5B-C).
Some areas in these precipitates were composed of In, P, Zn, O and S,
while Se and S precipitated separately, as probed by EDS analysis
(Fig. 5D-I).

Irradiation with simulated sunlight resulted in a marked changed in
In speciation, as assessed by EXAFS at the In K-edge. In pristine QDs, In
was mainly bound to P atoms, with a main peak of the Fourier trans-
formed spectraatR + AR = 2 A (Fig. 6A-B). The local structure differed
slightly from the structure of bulk indium phosphide, in which In is
bound to 4 atoms of P at 2.54 A (Wyckoff, 1963). A minor contribution
of O and S was found for the InZnP and InZnPS core-shell QDs, re-
spectively (Table 1). The presence of S in the In coordination shell is
consistent with previous observations on InZnPS QDs, and is due to the
presence of a mixed layer at the core-shell boundary (Cho et al., 2016).
The presence of O may arise from the persistence of a minor amount of
In precursor after purification in this particular sample. When analyzing
aged QDs, whatever their initial composition, the first peak of the
Fourier-transformed spectra was at R + AR = 1.65 A. This is consistent
with coordination of In with O-containing ligands (Fig. 6C-D). Re-
garding Zn, a drastic change in speciation was also observed. For
pristine QDs, the main peak of the Fourier transformed spectrum was at
R + AR = 1.95A (Fig. 7), suggesting that Zn was bound to S and pos-
sibly Se and P atoms. For aged QDs, the position of the main peak was
characteristic of O ligands, and spectra were reproduced by 100% Zn
phosphate compounds (the proportions of each species are given in the
legend of Fig. 7). The In and Zn EXAFS data suggest complete dis-
solution of QDs during ageing, the binding of In to COOH and phos-
phate moieties, and of Zn to phosphate moieties. Pen and CO, from air
were the only conveyer of -COOH moieties, while phosphate was pre-
sent in the buffer (PBS) in which QDs were initially dispersed.

3.4. Intracellular distribution

Intracellular accumulation of pristine QDs could not be identified
via TEM, because these QDs were too small to be distinguished from
cytoplasmic components. Therefore, cells exposed to pristine QDs
looked like control cells, with a typical morphology of human primary
keratinocytes (Fig. 8A). Conversely, electron-dense precipitates were

3 InZnPS C Pen

200 Hl InZnPS C GSH
—_ B InZnPS CS Pen
X
:; 1504 l InZnPS CS GSH
=
k1]
© 1004 ’
= ‘Al N
2 Al )

g 50+ ? :
® 1 (N1
= Al Y

04 ; 7

Q \) 2] O
Q;}' \’V '1?3 v"Q \Q

Concentration (nM)

Fig. 3. Cytotoxicity of InZnP and InZnPS QDs, assessed via the WST-1. Cells were exposed to pristine QDs with a core of InZnP (A) or InZnPS (B). C: core only, CS:
core-shell structure, Pen, GSH: penicillamine or glutathione, respectively, was used as surface ligand. Triton X-100 (1%) was used as positive control. Results are
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Fig. 4. Impact of sub-lethal concentrations of pristine QDs on cell proliferation, DNA integrity and intracellular level of reactive oxygen species. BrdU proliferation
assay on cells were exposed to pristine QDs with a core of InZnP (A) or InZnPS (B). DNA integrity assessed via comet assay, in the alkaline version (C) or the Fpg-
modified version (D). Intracellular level of reactive oxygen species assessed via DCFH-DA assay, on keratinocytes exposed to InZnP CS Pen (E) or InZnPS CS Pen (F).
C: core only, CS: core-shell structure, Pen: penicillamine was used as surface ligand, GSH: glutathione was used as surface ligand. Tert-butyl hydroperoxyde (H,0-),
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100 uM, was used as positive control. Graphs represent mean

standard deviation of 3 to 5 independent experiments, performed on keratinocytes from different

donors, with 3 replicates per experiment (n = 3), except for E and F where graphs represent mean + standard deviation of a single experiment with 5 independent

replicates (n = 5). Statistical significance *p < 0.05, exposed vs. control.

observed in the cytoplasm of cells exposed to aged QDs, sometimes as
large as 5um (Fig. 8B, stars). No clear confinement in cytoplasmic ve-
sicles surrounded by a membrane could be identified. These pre-
cipitates were not observed in the cell nucleus nor in mitochondria or
any other organelles, but they were often observed close to the nuclear
membrane. STEM observation (Fig. 8C), coupled to EDS analysis
(Fig. 8D-E) of one of these electron-dense regions revealed that it
contained In, P, Zn, Se and S, and that In co-precipitated with P, Zn and
O while Se and S co-precipitated independently.

In cells exposed to pristine QDs In speciation did not change further,
except in cells exposed to the core-only InZnP QD coated with GSH.
Under this condition, a partial dissolution was observed with the

formation of In-COOH and In-phosphate species (Fig. 6C-D, Table 2). In
cells exposed to aged QDs, In speciation was unchanged, considering an
uncertainty of = 10% on the percentages.

4. Discussion

We explored the potential of alloyed InP QDs as safer alternatives to
Cd-based QDs, using a safer-by-design strategy which combined i) re-
placement of Cd by In, ii) covering of InP core with a gradient shell
composed of Zn(Se,S), iii) alloying of the InP core with either Zn or Zn
and S, in order to improve their optical properties and their chemical
stability. The main result of this work is that the cytotoxicity of pristine
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Fig. 5. TEM and STEM imaging, EDS analysis of pristine and aged core-shell InZnPS/Zn(Se,S) QDs. Pristine (A) and aged (B) QDs were imaged by TEM, then aged
QDs were imaged by STEM (C) and analyzed by EDS (D-I). D: EDS spectra of areas 1, 2 and 3 as highlighted in C. Reconstruction of the distribution of In (E), P (F), Se

(G), S (H); distribution of both In and Se (I).

QDs used in this study, regardless of their composition and structure, is
lower than the cytotoxicity of CdSe/ZnS QDs. It is also lower than the
cytotoxicity reported by others for InP/ZnS QDs, in vivo and in vitro
(Lin et al., 2015; Yaghini et al., 2018; Yaghini et al., 2016; Chibli et al.,
2011; Soenen et al., 2014; Brunetti et al., 2013). Conversely all aged
QDs show some cytotoxicity. It is important to note that, in their pris-
tine form, both core-only and core-shell QDs are very stable in exposure
medium when coated with Pen or GSH. They show no significant ag-
glomeration, whereas aged QDs agglomerate and would consequently
immediately settle and interact with cell monolayers for longer periods
of time. This would drastically change the effective exposure con-
centration, which is certainly much higher for cells exposed to aged
QDs than for pristine QDs. Consequently, toxicity of pristine vs. aged
QDs cannot be directly compared and are discussed separately.
Among pristine QDs, only InZnPS-C-Pen shows cytotoxicity.
Conversely, InZnPS-C-GSH (i.e., the QD with the same core composition
but different surface coating) and InZnPS-CS-Pen (its core-shell coun-
terpart) are not cytotoxic. This suggests that the presence of a shell
reduces the toxicity of this QD, and that surface functionalization does
not appreciably influence the cytotoxicity. Noteworthy, ligand ex-
change of core-only InZnP QDs using Pen is not possible, because these
QDs readily degrade during this process. Conversely, core-only InZnPS
QDs, in which alloying the core with S results in the formation of a thin,
protective layer of ZnS on top of the core (Li and Reiss, 2008), can be
transferred with Pen without degrading, i.e. are more chemically stable.
Both core-only InZnP and InZnPS can be transferred using GSH, which
result in stable and non-cytotoxic suspensions. This suggests that using
GSH for ligand exchange leads to a better stabilization of the QD core
than Pen, at least in the case of core-only QDs. This behavior can be
explained by the chemical nature of GSH, which is, compared to Pen, a
more complex molecule containing one amino and two carboxy-groups.
The bigger size and different structure with a potential better binding
towards the QD surface will support QD integrity during the ligand

exchange and afterwards. Regarding core-shell QDs, they can be
transferred using both Pen and GSH, and are all stable and non-cyto-
toxic. Therefore, coating InZnP and InZnPS core with a layer of Zn(Se,S)
prevents their degradation, similar to coating CdSe and InP QDs with a
shell of ZnS, which protects them from degradation (Chibli et al., 2011;
Lim et al., 2011).

Conversely, ageing leads to a drastic chemical transformation of
these QDs, including loss of the structure of QD core and Zn(Se,S)
gradient shell This leads to the precipitation of In(III) and Zn(II) with
phosphate and carboxylate moieties which are provided, respectively,
by the PBS buffer and by Pen and dissolution of CO, from air in the
aged QD suspension. Although the speciation of Se has not been studied
here, EDS analysis shows that Se and S co-precipitate, and the red-
purple color of QD precipitate which is observed after 64 h of ageing
certainly originates from this co-precipitation. Oxidative degradation of
CdSe/ZnS core/shell QDs has been largely documented. It relies on
chemical oxidation of Se and S from the surface of QDs, which first
produces lattice structural defects, then leads to the release of soluble
and toxic Cd, Se, Zn and S ions (Mancini et al., 2008). Our hypothesis is
that the degradation of InP QDs follows the same stages. The gradual
degradation of the InZnP and InZnPS structures based on the oxidation
of core and shell elements can be monitored by the fluorescence
quenching and the subsequent release of In(III) and Zn(II) ions, com-
plexing quickly with available oxygen-rich ligands, i.e. phosphates and
carboxylates.

All aged QDs significantly affect cell viability. The degradation
products of these QDs (such as In-phosphate and/or —carboxylate, Zn-
phosphate and selenium sulfur co-precipitates for core-shell QDs) ac-
cumulate in cells and may explain their toxicity. The toxicity of indium,
either as In ions or as In-containing particles, has been rarely reported.
It has been shown to depend on the cell type (Huaux et al., 2018).
Moreover, several studies suggest that it may depend on In speciation,
particularly on the potential of In-containing particles to dissolve and
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Fig. 6. EXAFS analysis of QDs and keratinocytes exposed to QDs, at the In K-edge. Analysis by shell fitting of pristine QDs with InZnP and InZnPS core and Zn(Se,S)
shell, coated with Pen (structural parameters are presented in Table 1), and comparison of the spectra with two reference compounds having O as first neighboring
atom (A-B). Analysis by linear combination fitting of aged QDs and keratinocytes exposed to pristine and aged QDs (LCF results are presented in Table 2) (C-D). Data
are presented as k?weighted EXAFS spectra (A, C) and Fourier transforms (B, D).

Table 1
First shell structural parameters for the pristine QDs obtained by shell fittings of
the EXAFS spectra, at the In K-edge®.

Atom R (A) N 2(A% R factor
InZnP-CS-Pen o 2.15 0.6 0.0022 0.016
P 2.49 3.4 0.0022
InZnPS-CS-Pen P 2.47 3.1 0.0010 0.011
S 2.74 0.9 0.0010

2 N: number of atoms, R: interatomic distance, o> Debye-Waller factor, R
factor: residual between fit and experiment. Fits performed in the k range
[2.3-13.5 A’l], and R range [0.8-2.7 A].

release In ions. For instance, InCl; is not cytotoxic, but it has been
shown to be genotoxic via the generation of ROS (Lin et al., 2013).
Indium-tin-oxide NPs (ITO), consisting of 90% In,O5 and 10% SnO, are
cyto- and genotoxic at high concentration, and these effects are corre-
lated with oxidative stress and release of In ions from particles
(Bomhard, 2016). Accordingly, InP was shown to be significantly more
toxic than ITO, due to the higher solubilization and release of In ions
from InP, compared to ITO (Bomhard, 2016; Gwinn et al., 2015). The
cellular impacts of zinc are well documented. Zn is an essential trace
element, which is crucial for the structure and function of many
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proteins, and thereby is necessary for a plethora of cellular functions
(Jarosz et al., 2017; Sharif et al., 2012). It has been shown to alleviate
the cellular toxicity of a number of toxicants, including non-essential
metals, mainly because it activates the expression of metallothioneins
and acts as an antioxidant (Rahman et al., 2019). Its antioxidant po-
tency relies primarily on activation of some antioxidant proteins such as
superoxide dismutase and catalase, on replacement of oxidant metals
such as iron and copper in some metal-binding sites in cells and on
antagonizing transition-metal catalyzed reactions (Jarosz et al., 2017).
Nevertheless, at higher doses Zn provided as Zn(II) ion or as Zn-con-
taining NPs such as ZnO-NPs, is cytotoxic (Beyersmann and Haase,
2001; Vandebriel and De Jong, 2012). In skin cells, ZnO-NPs cause
mitochondrial dysfunction and ROS production, p53 pathway activa-
tion, cell cycle perturbation and eventually apoptosis (Vandebriel and
De Jong, 2012). Therefore, the release of In(IIl) and Zn(II) during the
degradation of QDs may explain the cytotoxicity of aged QDs. It may
also explain why pristine QDs, which are chemically more stable, show
essentially no cytotoxicity. However, the behavior of two pristine QDs
does not conform to this hypothesis. InZnPS core QD coated with Pen
shows significant cytotoxicity, while EXAFS analysis shows no major
change in In speciation, i.e. no major degradation of this QD. One hy-
pothesis could be that low-grade degradation occurs, via interaction of
QDs or their surface ligand with intracellular components, which would
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Fig. 7. EXAFS analysis of QDs at the Zn K-edge. EXAFS spectra (A) and Fourier transforms (B) for Zn reference compounds, pristine and aged QDs. Peak positions
characteristic of O and S neighboring atoms are indicated by grey lines in B. Spectra for aged InZnP and InZnPS QDs were both reproduced by a combination of 50%
Zn phosphate dihydrate and 50% Zn-hydroxyapatite (dashed lines in A and B, with R-factors, residual between fit and experiment of 0.07 and 0.04, respectively).

lead to the release of a small amount of toxic ions from QDs, as already it degrades inside cells, while it is not cytotoxic. This could suggest that
suggested by Soenen et al. (Soenen et al., 2014). This small amount In(III) and Zn(II) are scavenged by GSH, due to the high affinity for
would be sufficient to cause cell death but would not be detected by metals of its thiol group.

EXAFS (the limit of detection of a specific chemical species using this Finally, although InP/ZnS QDs have been shown to generate ROS ex
technique is 10%). Low-grade degradation, not-observed via EXAFS, cellulo (Chibli et al., 2011) and their toxicity has been related to oxi-
would also explain the cell cycle disturbance, leading to decreased dative stress (Soenen et al., 2014), InZnPS QDs, both core-only and
proliferation of cells exposed to pristine QDs. Moreover, InZnP core- core-shell and coated with Pen do not induce any oxidative stress. This

only QD coated with GSH are not stable, i.e. EXAFS analysis shows that divergence could be explained by the different QDs used in those

Energy (keV)

Fig. 8. TEM observation of keratinocytes exposed to InZnPS CS Pen QDs. Control cells (A) and cells exposed to aged InZnPS CS Pen (B, *: In-rich agglomerates). A
region containing In-rich agglomerates was imaged using STEM, in HAADF mode (C), and analyzed via EDS. Reconstruction of In (red) and Se (green) chemical
element distribution in the square highlighted in C (D). EDS spectra of the areas 1, 2 and 3 depicted in D (E).
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Table 2
Results of the linear combination fits for the In K-edge EXAFS spectra®.

NanoImpact 14 (2019) 100168

In species (molar %)

k range In in pristine QD" In acetate In phosphate Sum R-factor”

QDs

Aged InZnP CS Pen 2.4-12 52 44 96 0.06

Aged InZnPS CS Pen 2.4-12 53 44 97 0.05
Keratinocytes

InZnP C GSH 2.4-12 21 42 31 94 0.08

InZnPS CS GSH 2.4-12 100 100 0.18

InZnPS C Pen 2.4-12 100 100 0.08

Aged InZnP CS Pen 2.4-12 53 37 90 0.09

Aged InZnP CS GSH 2.4-12 45 48 93 0.08

Aged InZnPS CS Pen 2.4-12 43 53 96 0.13

Aged InZnPS CS GSH 2.4-12 54 37 91 0.05

@ For pristine QDs, InZnP and InZnPS were used for samples exposed to InZnP and InZnPS QD, respectively.
P Fit quality criterion provided by ATHENA (R factor = 2[k? Yexp — k* X£it] 2/ Z[K® Xexpl®-

studies, which were InP/ZnS QDs coated with mercaptopropionc acid
(MPA) (Chibli et al., 2011; Soenen et al., 2014), while the QDs used in
the present study are InZnP(S)/Zn(Se,S) QDs coated with Pen or GSH.
Cytotoxicity studies reported here suggest that GSH (containing one
thiol, one amino and two carboxy-groups) would provide better stabi-
lization to QDs than Pen (containing one thiol, one amino and one
carboxy-groups). MPA is even less complex than Pen, with only one
thiol and one carboxy-group. One hypothesis would be that QDs used in
the present studies are more stable, and therefore less toxic, than QDs
functionalized with MPA. Moreover, for core-shell QDs, the presence of
Se reduces the lattice mismatch between the core and the shell of these
QDs, also enhancing their stability. Another hypothesis would be that
primary human keratinocytes show better resistance to ROS, and more
generally to QDs, than the cell lines used in these previous studies, for
instance via a more active ROS scavenging activity. This would be in
line with the different sensitivities towards QDs observed by Chibli
et al. in different cell lines (Chibli et al., 2011).

5. Conclusion

In this study, a strong contrast was observed between the toxicity of
pristine QDs, that were essentially non-toxic, and the toxicity of aged
QDs, which proved to be all toxic. A key point turned out to be the
secondary products created during the degradation, which showed a
stronger toxic effect than pristine QDs. The presence of the Zn(Se,S)
gradient shell efficiently protected the core of QDs from degradation,
and therefore reduced their toxicity. Regarding core-only QDs, alloying
the core with S facilitated transfer to aqueous solution due to the pre-
sence of a thin protective layer of ZnS. In this condition, QD cores were
more stable when coated with GSH compared to Pen, therefore GSH
ligand increased the safety of these QDs. This study highlights the im-
portance of characterizing QD physico-chemical transformation under
realistic lifecycle scenarios, i.e. long-term accelerated weathering in a
climatic chamber, since it would have toxicological implications. The
use of InP-based materials in the new generation of electronics makes it
important to design safer InP compositions, anticipating secondary
products which might be released in the environment upon degrada-
tion. Although this study was performed with primary human kerati-
nocytes, which are the most relevant possible model of skin cells, it
would be important to complement this study with data from in vivo
experiments, since in vitro models do not reproduce the complexity of
the skin. Finally, future studies should focus on the physicochemical
transformation and effects of QDs contained in products that are al-
ready on the market. In these products, QDs are included in polymer
matrices, which limit QD degradation and release of toxic substances,
and therefore human and environmental exposure.
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Annexe 3 : Résultats de I’analyse protéomique
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Effets communs des QDs :

Category Term Count % Genes FDR
Annotation Cluster 1 S EGEIE
8,762379717981657
GOTERM CC DIRECT | ©0:0005913~cell-cell adherens |~ | o Q9UGI8, P29317, Q7L1Q6, Q9UQBS, Q8WUI0, Q9Y6WS, Q9Y5KE, Q9HAMI, QINQWSE, QOUHES5, Q00341, 095433, Q99959, P61978, 075955, 0.00
- junction ' Q9POLO, P15880, P49207, Q14008, Q07960, QOUBC2, Q92522, 060749, 060664, P23229, P78344 g
GOTERM_MF _DIREC | GO:0098641~cadherin binding s | 799 Q9UGIS, P29317, Q7L1Q6, Q9UQBS, Q8WUI0, Q9Y6WS5, QIY5KE, Q9H4M9, Q9NQW6, QOUHES5, QO0341, 095433, P61978, Q99959, QIPOLO, 0.00
T involved in cell-cell adhesion ' P15880, P49207, Q14008, Q07960, QOUBC2, 092522, 060749, 060664, P23229, P78344 '
. N i Q9POLO, P15880, Q9UGIS, P29317, Q7L1Q6, P49207, Q8WUI0, Q9UQBS, QIY6WS, Q14008, Q07960, QOUBC2, 092522, Q9UHE5, QONQWS,
GOTERM_BP_DIRECT | G0:0098609~cell-cell adhesion 22 | 7,03 QSHAMS, 060749, Q0034 050664, 095433, P61978, P75344 0,00
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 2 6,369584705470202
GOTERM_BP_DIRECT | GO:0019083~viral transcription | 17 | 5,43 | P15880, P18124, P46777, P49207, P42766, P78406, P62277, P25398, P52948, P62280, P12270, P62899, Q8N1F7, P62906, P62829, P62701, P46781 0,00
‘ ‘ P15880, PO8579, P18124, P52597, P46777, P52272, P22626, PA2766, PA9207, P14866, P62277, P25398, QOHD33, P62280, P62899, PO9012, P62906,
UP_KEYWORDS Ribonucleoprotein 23 7,35 P62829, QOUHBY, P61978, Q6DKIL, P62701, P46781 0,00
G0:0000184~nuclear-transcribed
GOTERM_BP_DIRECT MRNA catabolic process, 16 | 5,11 P15880, P18124, P46777, PA9207, P42766, P62495, P62277, P25398, P62280, P62899, P62906, P62829, P15170, P38919, P62701, P46781 0,00
nonsense-mediated decay
G0:0006614~SRP-dependent
GOTERM_BP_DIRECT | cotranslational protein targeting | 14 | 4,47 P62280, P15880, P18124, P62899, P46777, P49207, P42766, P62906, P62277, P62829, P25398, QOUHBY, P62701, P46781 0,00
to membrane
GOTERM_CC_DIRECT G0:0005840~ribosome 17 | 5,43 | P15880, P18124, P46777, P49207, P42766, P19525, P62277, P62280, P62899, Q9P2E, P62906, P62829, Q15637, QOUHBY, Q6DKIL, P62701, P46781 | 0,00
GOTERM_BP_DIRECT Go:oooeif:‘lij;;f:ga“°”a' 16 | 511 P15880, P18124, PA6777, P49207, P42766, P62277, P25398, P20042, PO6730, P62280, P62899, P62906, P62829, P78344, P62701, P46781 0,00
GOTERM_BP_DIRECT | GO:0006364~1RNA processing 18 | 575 | PL9880, Q969X6, P18124, QIHOD, P46777, PA2766, P49207, P62277, r;i_fgzi, Q2NL82, P62280, P62899, P62906, P62829, QTEDO, P38919, P62701, [ 0
UP_KEYWORDS Ribosomal protein 15 | 4,79 P15880, P18124, P46777, P49207, P42766, P62277, P25398, QOHD33, P62280, P62899, P62906, P62829, Q6DKI1, P62701, P46781 0,00
GOTERM_BP_DIRECT G0:0006412~translation 17 | 543 | P15880, P18124, P46777, P49207, P42766, P19525, P62277, P25398, P62280, Q72222, P62899, Q9P2EY, P12081, P62906, P62829, P62701, P46781 0,03
GOTERM_cC_pIRecT | ©0:0022625%cytosolic large 9 | 288 P18124, P62899, P46777, PA9207, P42766, P62906, P62829, P51116, Q6DKI1 0,03
ribosomal subunit
GOTERM_MF_DIREC G0:0003735"structural 15 | 4,79 P15880, P18124, P46777, PA9207, P42766, P62277, P25398, QOHD33, P62280, P62899, P62906, P62829, Q6DKI1, P62701, P46781 0,08
T constituent of ribosome
KEGG_PATHWAY hsa03010:Ribosome 13 | 4,15 P62280, P15880, P18124, P62899, PA6777, P49207, P42766, P62906, P62277, P62829, P25398, P62701, PA6781 0,27
GOTERM_cC_piRecT | ©0:00226277cytosolic small 6 | 1,92 P62280, P15880, P62277, P25398, P62701, P46781 1,77
ribosomal subunit
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 3 4,422480749415524
GOTERM_ Bp_DIRECT | G0:0000398“MRNA splcing, via | 1o | ¢ o) P08579, P52597, P52272, P22626, Q8IYB3, Q7L014, P14866, QOUMS4, Q8WXF1, Q15233, P30876, Q99459, Q13435, P09012, Q05519, Q15393, 0,00
spliceosome Q15637, P38919, P61978
UP_KEYWORDS Spliceosome 13 | 4,15 P08579, P52597, P52272, P22626, Q8IYB3, QOUMS4, 099459, Q13435, P09012, Q15393, P38919, P61978, Q15637 0,00
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P08579, Q12849, P52597, Q9HOD6, P52272, P22626, Q8IYB3, Q7L014, QOUMS4, Q15233, Q99459, Q13435, Q8TCSS, P09012, Q05519, Q15393,

alpha-beta plait

UP_KEYWORDS mRNA processing 19 6,07 Q15637, P38919, P61978 0,00
GOTERM_CC_DIRECT 60:00715?J|1i;22:)ar;y;i° step 2 11 | 3,51 P08579, Q13435, Q99459, P52597, P52272, P22626, Q8IYB3, Q9UMS4, Q15393, P61978, P38919 0,01
UP_KEYWORDS mRNA splicing 16 | 511 P08579, P52597, P52272, P22626, Q8IYB3, Q7L014, QOUMS4, Q15233, Q99459, Q13435, P09012, Q05519, Q15393, Q15637, P38919, P61978 0,01
GOTERM_CC_DIRECT Gozooosiiﬂ;greosomal g8 | 2,56 P08579, Q13435, P52272, P22626, Q9BZZ5, P09012, Q15393, Q15637 1,52
KEGG_PATHWAY hsa03040:Spliceosome 10 | 3,19 P08579, Q13435, Q99459, P52272, Q7L014, PO9012, Q9UMS4, Q15393, P61978, P38919 9,55
Annotation Cluster 4 423222?:;;;;:;825
SMART SM00322:KH 8 | 256 Q96AE4, Q8TCSS, P51116, Q96124, P51114, Q15637, P61978, Q00341 0,00
INTERPRO IPRO04087:K Homology domain | 8 | 2,56 Q96AE4, Q8TCSS, P51116, Q96124, P51114, Q15637, P61978, Q00341 0,00
INTERPRO 'PR004088:K;‘;:";"°gV domain, | g | ;56 Q96AE4, Q8TCSS, P51116, Q96124, P51114, 15637, P61978, Q00341 0,01
UP_SEQ_FEATURE domain:KH 1 6 | 1,9 Q96AE4, P51116, Q96124, P51114, P61978, Q00341 0,05
UP_SEQ_FEATURE domain:KH 2 6 | 1,9 Q96AE4, P51116, Q96124, P51114, P61978, Q00341 0,05
UP_SEQ_FEATURE domain:KH 3 4 | 1,28 Q96AE4, Q96124, P61978, Q00341 2,29
UP_SEQ_FEATURE domain:KH 4 3 |09 Q96AE4, Q96124, Q00341 7,31
Annotation Cluster 5 4t€1n7r|8c:9ngggt72;zr8eo7
124 | PA9748, QONX46, 099536, QBNESG, 043615, 075964, P09669, 095573, 096008, QOHD33, Q35Y69, QIUHVS, QOBEY7, QBTCSS, PA2345, P22695,
UP_KEYWORDS Mitochondrion 3 | ¢ P49419, Q96Q11, Q16891, Q99623, P47985, Q9YAW6, QOH3P7, Q12849, P14406, P49821, 015294, P49411, Q9Y6NS, Q13637, P39748, 095299, 0,00
Q9H9B4, P38117, P40939, P50213, Q8WWI5, Q16836, Q9P2R7
UP_KEYWORDS Transit peptide 23 | 7,35 | PA9748,P47985, P14406, QONXAS, lesggb;igééll’eggg,Eng 2:??;252199\(’6;\1252,62459’4&11(% ;1391? quéegacieisv(ss, Q96EY7, 095299, Q8TCSS, P40939, 0,03
GOTERM_CC_DIRECT Go.ooosmi1 en;::)orj:‘oendnal inner |, | g5y | PA9748, P47985, Q9YAWG, P51648, P49821, QBN Esrii (%gelsgsi 60537356?izgz%ggfcvé%e%?(f},\fészﬁ%1ll P09669, Q9HD33, QI6EY7, 095299, Q9HIB4, 0,10
UP_SEQ_FEATURE | transit peptide:Mitochondrion N P49748, P47985, P14406, P49821, 043615, Q9Y6NS, P49411, QQHLz;sgsé gfwa' 095299, Q8TCSS, P40939, P50213, Q16836, Q9P2R7, P22695, 567
Annotation Cluster 6 ;g;g:é;:;;:;g;ey
GOTERM_ BP_ DIRECT Go.ooooasgpslicr‘r;:;\(l)ﬁ1 sepllcmg, via | g | o7 | PO8S79,P52597,P52272, P22626, QBIVB3, Q7L014, P14866C,1 ;1596%1\7/15;;5 ;}sl\gtx:;i 9Q7135233' P30876, 099459, Q13435, P09012, Q05519, Q15393 0,00
UP_SEQ_FEATURE domain:RRM 2 10 | 3,19 Q15233, P08579, 012849, P52597, P52272, P22626, P14866, P09012, P43243, Q8WXF1 0,23
UP_SEQ_FEATURE domain:RRM 1 10 | 3,19 Q15233, P08579, 012849, P52597, P52272, P22626, P14866, POS012, P43243, Q8WXF1 0,23
SMART SMO00360:RRM 12 | 383 Q15233, P08579, 012849, P52597, P52272, P22626, 095104, P14866, P09012, Q05519, P43243, Q8WXF1 0,67
INTERPRO 'PR000504:Rg§n:Z°ir‘:g“iti°” motif |45 | 383 Q15233, P08579, Q12849, P52597, P52272, P22626, 095104, P14866, P09012, Q05519, P43243, Q8WXF1 2,28
INTERPRO IPRO12677:Nucleotide-binding, | 13 | 4 15 Q15233, P08579, 12849, P52597, P52272, 095104, P22626, P14866, P09012, Q05519, Q9BQ39, P43243, Q8WXF1 2,53
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. Enrichment Score:
Annotation Cluster 7 3,0670951910246624
GOTERM_CC_DIRECT 60:0030529~intracellular 12 | 383 PO8579, P18124, P52597, PA6777, P52272, P22626, P14866, P61978, P38919, PO6748, P62701, P46781 0,03
- - ribonucleoprotein complex
UP_SEQ_FEATURE domain:RRM 2 10 | 3,19 Q15233, P08579, Q12849, P52597, P52272, P22626, P14866, P09012, P43243, Q8WXF1 0,23
UP_SEQ_FEATURE domain:RRM 1 10 | 3,19 Q15233, P08579, Q12849, P52597, P52272, P22626, P14866, P09012, P43243, Q8WXF1 0,23
UP_KEYWORDS viral nucleoprotein 5 | 1,60 P08579, P52597, P52272, P14866, P61978 1,06
GOTERM_CC_DIRECT | G0:0019013~viral nucleocapsid 5 | 1,60 P08579, P52597, P52272, P14866, P61978 1,66
GOTERM_BP_DIRECT |  GO:0010467~gene expression 6 | 1,92 P30876, P52597, P52272, P22626, P14866, P61978 2,83
UP_KEYWORDS Virion 5 | 1,60 P08579, P52597, P52272, P14866, P61978 7,15
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 8 2,8291930348166097
UP_KEYWORDS rRNA-binding 5 | 1,60 P62280, QI6EY7, P46777, P62701, PA6781 0,58
GOTERM_cC_pIRecT | ©0:0022627"cytosolic small 6 | 1,9 P62280, P15880, P62277, P25398, P62701, PA6781 1,77
- - ribosomal subunit
GOTERM—TMF—D'REC G0:0019843~rRNA binding 5 | 1,60 P62280, Q96EY7, QOH7B2, P62701, P46781 8,10
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 9 2.563658502847738
SMART SM00809:Alpha_adaptinC2 4 | 128 094973, Q10567, 075843, QINZ52 0,37
IPR008152:Clathrin adaptor,
INTERPRO alpha/beta/gamma-adaptin, 4 1,28 094973, Q10567, 075843, Q9NZ52 0,54
appendage, Ig-like subdomain
IPRO13041:Coatomer/clathrin
INTERPRO adaptor appendage, Ig-like 4 1,28 094973, Q10567, 075843, Q9NZ52 1,37
subdomain
GOTERM_CC_DIRECT |  GO:0030117~membrane coat 5 | 1,60 043633, 094973, Q10567, 014617, 075843 1,25
INTERPRO IPR002553:Clathrin/coatomer 4 | 1,28 094973, Q10567, 014617, 075843 2,20
adaptor, adaptin-like, N-terminal
GOTERM—TMF—D'REC Go:ooossss;ﬂ;’;g” transporter | | 554 060684, Q92973, 094973, QI6P70, Q10567, 014617, 075843 2,78
GOTERM_CC_DIRECT 60:003013cﬁg?;'n adaptor 4 | 128 094973, Q10567, 075843, QINZ52 3,14
Annotation Cluster Enrichment Score:
10 2,3100831605976717
P61204, 043615, P36405, Q15286, P61006, Q9HAMS, P54619, Q7L7X3, Q86YS6, Q96Q11, QIY4W6, Q6P1MO, P21127, P49589, P49411, QOUL2S,
UP KEYWORDS Nucleotide-bindin oy | 169 P49902, 043237, P14735, 015067, P84085, Q9P2R7, P56192, P29317, P12956, Q7L014, PO8581, 095573, Q9NZN4, QONZN3, Q8TBX8, Q72272 001
- g 3 | P61160, Q58FF8, P20591, Q15257, P28482, P53602, QL5904, P49736, P42345, P38919, P15170, P61224, P19525, Q13637, P25205, P26640, Q15746, g
P12081, Q92614, P57735, Q9BQ39
11g | P6192,P29317, 043615, P12956, Q7L014, PO8581, 095573, QINZN4, Q9H4MS, QINZN3, QBTEXS, S8FFS, P61160, P54619, Q15257, Q7LTX3,
UP_KEYWORDS ATP-binding 37 ; P28482, P53602, 15904, P49736, P42345, P38919, Q96Q11, QOYAWS, P21127, PA9589, P19525, 043237, P14735, P25205, P26640, Q15746, 1,57
P12081, 015067, Q92614, Q9BQ39, Q9P2R7
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Annotation Cluster

Enrichment Score:

terminal domain

13 1,9809569347226461
GOTERM_MF_DIREC _
Eihb G0:0003924~GTPase activity 15 | 479 P61204, P49411, QOUL25, P36405, Q15286, P52566, P61006, Q13637, Q2NL82, 072272, P20591, P84085, P15170, Q86YS6, P61224 0,14
INTERPRO 'PROOS?;;’:?JL?E?'”“"% 11 | 351 Q77272 P61204, QOUL25, P36405, Q15286, P61006, P57735, P84085, Q13637, Q86YSE, P61224 0,78
GOTERM_MF_DIREC 50:0005525~GTP binding 18 | 575 | P6L204,P49411,QOUL2S, P36405, Q15286, P61006, 13637, QONZN4, QOHAMS, Q2NLB2, QINZN3, 72222, P20591, P57735, PBA0SS, PI5170, 0,98
T Q86YS6, P61224
UP_SEQ_FEATURE "“°'e°t'df62?:§z’$;e'b'”d'”g 14 | 4,47 P61204, P49411, QOUL25, P36405, Q15286, P61006, Q13637, Q72222, P20591, P57735, P84085, P15170, Q86YS6, P61224 1,83
UP_KEYWORDS GTP-binding 14 | 447 P61204, P49411, Q9UL25, P36405, Q15286, P61006, 013637, Q72272 P20591, P57735, P84085, P15170, Q86YS6, P61224 3,12
UP_SEQ_FEATURE short Seq”e'r’:;g:]ot'ffffemr 7 | 224 Q9UL25, 15286, P61006, P57735, Q13637, Q86YS6, P61224 7,48
Annotation Cluster Enrichment Score:
14 1,924691944881562
GOTERM_BP_DIRECT 60:0006406;31'\:2 exportfrom | 5 |, eg PO6730, P12270, P22626, Q8IYB3, Q8N1F7, P78406, Q05519, P38919, P52948 0,78
KEGG_PATHWAY hsa03013:RNA transport 14 | 447 P06730, P12270, Q9H814, Q8IYB3, P78406, Q8N1F7, P51116, 043592, P51114, P38919, P52948, P78344, P20042, Q96Q11 0,68
GOTERM_CC_DIRECT | GO:0005635~nuclear envelope | 10 | 3,19 P12270, 043633, P55060, Q8N1F7, Q13185, P78406, Q96P70, P43034, P52948, Q15125 2,22
GOTERM_BP_DIRECT | 8011900034 regulation of cellular |, -, P12270, Q99615, P28482, Q8N1F7, P78406, P42345, P52948 3,92
response to heat
GOTERM_BP_DIRECT GO:OOOMOS’;J;ZSS””"” from 5 | 1,60 P12270, Q8N1F7, P78406, 043592, P52948 4,17
GOTERM_BP_DIRECT GO:OOOGGOGHEZT;E': importinto | g | 49y P12270, 060684, P55060, Q8N1F7, P78406, Q96P70 6,42
GOTERM_CC_DIRECT | GO:0034399~nuclear periphery | 4 | 1,28 P12270, Q92973, Q8N1F7, P52948 6,89
Annotation Cluster Enrichment Score:
15 1,7990889312880836
GOTERM Cc DIRECT G0:0005783~endoplasmic 26 | sa1 | P62633 075915,Q14573, Q14636, 095573, P61009, Q15125, Q9UK22, P50851, 095433, QUHBY, P26885, 095456, PO4844, QIPOLO, QGPIMO, o a1
- reticulum ' 094905, Q15293, Q13637, P30040, P55145, 060762, Q9BZF1, Q9P2E9, QOUNW1, 043852 '
. P62633, 075915, Q14573, Q14696, 095573, P61009, Q15125, P20591, QOUK22, P50851, 095433, P42345, P26885, 095456, P04844, QIPOLO,
UP_KEYWORDS Endoplasmic reticulum 28 | 895 Q6P1MO, P51648, QOHCUS, 094905, Q9UL25, Q15293, P30040, 060762, Q9BZF1, QIP2EY, QOUNW1, 043852 8,48
Annotation Cluster Enrichment Score:
16 1,7853230052643687
INTERPRO IPRO01431:Peptidase M16, zinc- | 5 | 4 g¢ 043847, P22695, P14735 4,00
binding site
INTERPRO IPRO11765:Peptidase M16, N- 3 |09 043847, P22695, P14735 8,06
terminal
IPR011249:Metalloenzyme,
INTERPRO LuS/M16 peptiduce. ke 3 |09 043847, P22695, P14735 8,06
INTERPRO IPRO11237:Peptidase M16 domain | 3 | 0,96 043847, P22695, P14735 8,06
INTERPRO IPRO07863:Peptidase M16, C- 3 |09 043847, P22695, P14735 8,06
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Annotation Cluster

Enrichment Score:

18 1,6328846484453938
INTERPRO IPRO10987:Glutathione S- 5 | 1,60 P26640, P56192, P49589, P28161, Q13155 6,97
transferase, C-terminal-like
GO:0006418~tRNA
GOTERM_BP_DIRECT aminoacylation for protein 5 | 1,60 P26640, P56192, P49589, Q13155, P12081 9,24
translation
INTERPRO IPR004046:Glutathione S- 4 | 1,28 P26640, P56192, P28161, Q13155 9,25
transferase, C-terminal
Annotation Cluster Enrichment Score:
19 1,5799997170943876
SMART SMO0027:EH 4 | 128 Q9UBC2, Q9NZN4, Q9HAMSI, QINZN3 0,70
INTERPRO IPRO00261:EPS15 homology (EH) | 4 | 1,28 Q9UBC2, Q9NZN4, Q9HAMI, QONZN3 1,04
UP_SEQ_FEATURE domain:EH 3 |09 QINZN4, Q9HAM9, QONZN3 3,62
INTERPRO IPR022812:Dynamin 4 | 1,28 P20591, Q9NZN4, Q9HAM9, QINZN3 3,93
Annotation Cluster Enrichment Score:
20 1,4998595015404326
KEGG_PATHWAY | hsa00071:Fatty acid degradation | 6 | 1,92 P49748, P51648, P40939, 095573, Q16836, P49419 5,53
KEGG_PATHWAY hsa00410:beta-Alanine 5 | 160 P51648, Q96KP4, P19623, P40939, P49419 9,88
metabolism
Annotation Cluster Enrichment Score:
23 1,4435122433484942
GOTERM_CC_DIRECT Go:ooossiszm/;rlz)z(/ 3 protein 4 | 128 Q9BPX5, P61160, 015144, 015511 1,31
BIOCARTA h_rhoPathway:Rho cell motility 6 | 1,9 Q15746, P61160, 015144, QOUQBS, 015511, Q07960 1,26
signaling pathway
Effets spécifiqgues des QDs non-vieillis :
Category Term Count % Genes FDR
X Enrichment Score:
Annotation Cluster 1 17,127122381235523
60:0098641~cadherin bindin Q9OUHB6, P62820, Q96TAL, Q8WUFS5, QINR46, P12931, QOUHDS, P62750, Q9HC38, QIY6ED, P54136, P51610, P48730, P30041, QOUHX1, QONVD7,
GOTERM_MF_DIRECT | "= e dhesiong 41 | 9,72 | Q9Y265, Q9H3U1, Q9Y570, PO4083, QINUQS, POS556, PA6060, Q92817, Q14134, Q9Y371, P14923, 000560, P31939, 000567, Q865Q0, P26641, 0,00
000299, P50552, 075874, Q15691, Q8N3F8, Q16513, P53367, 014847, Q16181
60:0005913~cel-cell adherens QOUHB6, P62820, Q96TAL, Q8WUFS5, QINR46, P12931, QOUHDS, P62750, Q9HC38, QIY6ED, P54136, P51610, P48730, P30041, QOUHX1, QONVD7,
GOTERM_CC_DIRECT : TN 41 | 9,72 | Q9Y265, Q9H3U1, Q9Y570, PO40S3, QINUQS, POS556, P46060, Q92817, Q14134, Q9Y371, P14923, 000560, P31939, 000567, Q865Q0, P26641, 0,00
! 000299, P50552, 075874, Q15691, Q8N3F8, Q16513, P53367, 014847, Q16181
QOUHBS6, P62820, Q96TAL, Q8WUFS5, Q9NR46, QOUHDS, P62750, Q9HC38, QOY6ED, P54136, P51610, P48730, P30041, QOUHX1, Q9Y265, Q9H3UL,
GOTERM_BP_DIRECT | GO0:0098609~cell-celladhesion | 36 | 853 | Q9Y570, QONUQS, P46060, Q14134, Q92817, Q9Y371, 000560, P31939, 000567, Q865Q0, P26641, P50552, 075874, Q15691, P09758, Q8N3FS, 0,00

Q16513, P53367, Q14847, Q16181
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Annotation Cluster 2

Enrichment Score:
10,663759009498317

P51531, Q9Y5MS, P62820, P07437, PO0367, QOHOAO, QOUHDS, P12931, Q3ZCM?7, P62070, P47897, Q9Y6ED, Q9Y5Y2, P11586, P48730, Q9YA4I1,
Q8NFF5, P11233, 092620, 000442, Q08211, 000148, PO0568, P63096, Q9Y265, Q8IY21, Q9POVI, P29992, QINR19, Q02880, QINUQS, P46459,
Q8TDD1, P50570, QINSE4, P23258, QINUU7, Q6P148, Q14683, 000159, P49591, 060488, Q9Y5S2, Q9Y276, Q16181, P43686, P34932, Q03113,

P62318, 000148, Q15459, 043447, Q01130, P38159

UP_KEYWORDS Nucleotide-binding 89 121,09 P11388, Q03518, P54136, P23743, Q6UB3S5, P16615, P13861, P04899, P78527, 095819, P41743, 22102, Q12965, Q8N3CO, 000429, PO6241, 0,00
P55072, 094832, PO8754, Q86V21, Q9Y5P6, Q8NE71, Q9BZX2, 075643, 043681, QIBUQS, Q14839, P50148, P48729, 014936, P46063, P61086,
Q13838, P06576, Q13085, Q05397, Q9HOS4, P25705, Q15645, Q5SHIUY, Q16513
P51531, QOY5MS, P62820, QOUHDS, P62070, 000204, Q9Y5Y2, P11586, Q9Y4I1, Q92620, P11233, Q08211, PO0568, 000148, Q9POVI, Q8IV21,
INTERPRO IPRO27417:P-loop containing s7 |1351| Q9Y265 P63096, P29992, QINUQS, P46459, QSTDDI, P50570, QINUU7, P21281, 14683, 000159, Q9Y276, Q16181, P43686, 03113, Q03518 0,00
nucleoside triphosphate hydrolase ' Q6UB35, P04899, Q12965, Q8N3CO, 000429, Q5K651, P55072, 094832, PO8754, Q8NE71, Q9BZX2, 043681, 075643, Q14839, Q9BUQS, P50148, g
014936, P46063, Q13838, P06576, Q1KMD3, Q9HOS4, P25705, Q15645, Q5HIUI
P51531, P00367, QOHOAO, P12931, P47897, Q9Y6EQ, QOY5Y2, P11586, P48730, QOY4I1, Q8NFF5, Q92620, 000442, Q08211, 000148, POOS6S,
Q8IY21, Q9Y265, QINR19, Q02880, QINUQS, P46459, Q8TDD1, QINSE4, QINUU7, Q6PI48, Q14683, 000159, P49591, 060488, Q9YS552, Q9Y276,
UP_KEYWORDS ATP-binding 69 |16,35 P43686, P34932, P11388, Q03518 P23743, Q6UB35, P54136, P16615, P78527, 095819, P41743, Q12965, P22102, Q8N3CO, PO6241, P55072, 0,00
094832, Q86V21, Q8NE71, Q9BZX2, 043681, 075643, Q9BUQS, 014839, P48729, 014936, P46063, 013838, P61086, PO6576, Q13085, 005397,
Q9HOS4, P25705, Q15645, Q5HIUI, Q16513
P51531, QUHOAO, P12931, QIY6EQ, Q9Y5Y2, P11586, P48730, Q9Y4I1, Q92620, Q08211, PO0568, 000148, Q8IY21, Q9Y265, Q02880, P46459,
UP SEQL FEATURE nucleotide phosphate-binding s |123| QBTDDL QSNUU7,Q14683, 000159, P49591, Q9Y276, QIYSS2, PA3686, P11388, QD3518, Q6UB3S, 095819, PA1743, Q12965, P22102, QN3CO, 0,00
=t region:ATP g PO6241, PS5072, 094832, Q9BZX2, 043681, 075643, Q14839, Q9BUQS, P48729, 014936, P46063, Q13838, Q13085, PO6576, Q05397, Q9HOS4, g
Q5HIUY, Q15645, P25705, Q16513
P51531, PO0367, QOHOAO, P12931, P47897, QIY6EO, QOY5Y2, P11586, P48730, Q6P3W7, Q9Y4I1, Q8NFFS5, Q92620, 000442, Q08211, 000148,
PO05S68, Q8IY21, Q9Y265, Q9NR19, Q02880, QINUQS, P46459, Q8TDD1, QINSE4, QONUU7, P21281, Q6PI48, Q14683, 000159, P49591, 060488,
GOTERM_MF_DIRECT G0:0005524~ATP binding 72 17,06  Q9Y552, Q9Y276, P43686, P34932, P11388, Q03518, P23743, Q6UB3S, P54136, P16615, P78527, 095819, P41743, Q12965, P22102, Q8N3CO, 0,00
Q9Y287, PO6241, P55072, 094832, Q86V21, Q8NE71, Q9BZX2, 043681, 075643, Q9BUQS, Q14839, P48729, 014936, P46063, P61086, Q13838,
P06576, Q13085, Q05397, QOHOS4, P25705, Q15645, Q5HOUI, Q16513
Annotation Cluster 3 ST
6,339985626910311
P00367, P12931, Q86Y39, Q9H845, 095831, Q8NFF5, P0404, Q9Y512, P23396, Q13423, QINYKS, Q96HS1, 015121, QINSE4, Q9Y241, Q13011,
. . Q6PI148, Q6NUK1, P50336, Q07817, Q04837, Q07812, Q00325, P28331, P22033, P36639, 060488, 000154, Q6L8Q7, Q9Y276, Q9H2U2, P23368,
UP_KEYWORDS Mitochondrion 5 | 13031 q9Hc38, 000796, QBWWCA, Q6UB3S, PO9622, Q9BWM?, P30837, Q96A26, POS091, P31040, QOHBO7, 000429, Q6NZI2, 094925, Q9Y371, QOUBX3, 0,00
P99999, PO6576, PO4156, 043169, P25705, P30038, QONUJL
GOTERM CC DIRECT | ©0:0005759~mitochondrial 26 | 616 | QOH2U2 P00367, P23368, P47897, QBWWCA, P09622, Q6UB3S, P30837, POS091, QENFFS, P80404, Q9UNQ2, P23396, 09425, QINSE4, Q6PI48, 0,00
- matrix ' Q07817, Q04837, PO6576, P22033, P28331, P25705, P30038, P36639, Q6L8Q7, Q9NUJL g
o Q9H2U2, PO0367, P23368, Q8WWC4, Q6UB35, P09622, P30837, POS5091, QOH845, 095831, Q8NFF5, P31040, Q9HBO7, P80404, Q13423, 094925,
UP_KEYWORDS Transit peptide s QONSE4, 13011, P09110, Q6PI48, Q04837, PO6576, Q00325, P22033, P28331, P25705, P30038, P36639, Q6L8Q7, QONUJ1 0,00
S . Q9H2U2, PO0367, P23368, Q8WWC4, P09622, Q6UB35, P30837, PO5091, 095831, QOH845, P31040, Q9HBO7, PE0404, Q13423, 094925, QINSE4,
UP_SEQ_FEATURE |  transit peptide:Mitochondrion | 26 | 6,16 Q13011, Q6PI48, Q04837, PO6576, Q00325, P22033, P28331, P25705, P30038, QONUJ1 0,05
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 4 5,7802692832868745
GOTERM BP DIRECT | GO:0000398"mRNAsplicing,via | | ¢, | 075937, 075434, 41223, Q9UQ3S, Q9Y333, P31943, QGUN15, 092620, QDB211, Q8N684, 000148, Q86U42, Q13151, QIHCS7, ASMWDI, 075643, 0,00
—Br spliceosome ' Q13247, Q9BUQS, Q13838, P35637, P62318, Q12996, Q15366, Q15459, Q01130, 043447, P38159 ’
. Q96MU7, 075494, Q9UQ35, Q9Y333, P31943, Q6UN15, 092620, QOUHX1, Q8N684, 000148, Q86U42, Q9HCS7, ASMWDS, 075643, Q13247,
UP_KEYWORDS mMRNA processing 27| 640 Q9BUQS, Q13838, 043148, QOUKV3, QOHOS4, P62318, Q12996, Q15459, Q6L8Q7, Q01130, 043447, P38159 0,00
UP_KEYWORDS mRNA splicing 21 | 408 Q9HCS7, ASMWDS, 075643, Q96MU7, Q13247, 075494, Q9BUQS, Q9UQ35, Q9Y333, P31943, Q13838, Q92620, Q9UKV3, Q9UHX1, Q9HOS4, 0,00
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helicase activity

UP_KEYWORDS Spliceosome 13 | 3,08 Q92620, Q9HCS7, ABMWDS, 075643, P62318, Q9BUQS, Q9UQ35, P31943, Q9Y333, Q15459, 043447, Q13838 P38159 0,02
KEGG_PATHWAY hsa03040:Spliceosome 16 | 3,79 | Q9HCS7, 075643, Q13247, 075494, Q9BUQS, P41223, Q9Y333, Q13838, Q92620, QOUKV3, QOUHX1, P62318, Q15459, 043447, Q01130, P38159 0,10
GOTERM_CC_DIRECT 60:0071;;15;;2?;":‘: step2 10 | 2,37 Q92620, Q9HCS7, 075643, P62318, Q9BUQS, Q9UQ35, P31943, Q9Y333, Q15459, P38159 0,38
GOTERM_CC_DIRECT Go:ooosiiiss;ceosomal 9 | 213 A8MWD9, 075643, P62318, 000148, P41223, Q15459, 043447, Q01130, Q13838 2,04
X Enrichment Score:
Annotation Cluster 5 4,735255183579933
GOTERM_BP_DIRECT 60:003 1p1riie;2ﬁ:A 3-end 10 | 237 Q9BY77, Q6UN15, 92620, Q13247, Q8N684, 000148, Q12996, Q01130, Q86U42, Q13838 0,01
GOTERM_Bp_piRecT | G0:0006369~termination of RNA |1, | 5 o Q9BY77, Q6UN15, 092620, Q13247, P62318, Q8N684, 000148, Q12996, Q01130, Q86U42, Q13838 0,01
polymerase Il transcription
GOTERM_BP_DIRECT GO:OOOMOGHU’“CT‘SQ exportfrom |5 | 509 Q12769, Q96EE3, Q13247, 075494, Q9NUU7, Q13838, Q9BY77, Q6UN15, Q92620, P49790, 000148, P35658, Q01130 0,01
GOTERM_BP_DIRECT GO:OOOG4OiLZZﬁSEXp°rt from 7 | 1,66 Q9BY77, 092620, Q13247, 000148, P35658, Q01130, Q13838 3,65
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 6 4,730699162915877
. Q8TDZ2, P00367, P23368, Q00796, Q9BTZ2, P53004, P09622, P11586, P30837, PO5091, 060568, 095831, Q9H845, P30041, P31040, P37268,
UP_KEYWORDS Oxidoreductase 32| 738 | qeBcva, 13423, QONZO1, 015121, QBIANO, P50336, Q9P2T1, Q96L7, PA9189, 075874, 016881, P28331, P30038, Q6YN16, Q15067, Q53GQ0 0,00
GOTERM MF DIRECT | G0:0016491~0xidoreductase w8 | 427 Q8TDZ2, QINZ01, Q00796, P53004, P30837, Q6IANO, PO5091, 095831, P50336, P31040, Q9P2T1, Q96L17, 16881, P30038, P37268, Q6YN16, 0,01
- - activity Q53GQO, Q6BCY4
0:00551 14~ oxidation-reduction Q8TDZ2, P00367, P23368, Q00796, Q9H7Z7, Q9BTZ2, Q6UB35, P53004, P11586, 060568, 095831, P30041, P31040, Q9H3NL, P37268, Q6BCY4,
GOTERM_BP_DIRECT : 34 | 8,06 Q13423, Q9NZ01, 043396, 015121, Q9Y241, A1X283, Q81Z83, Q6IANO, P50336, P99999, Q9P2T1, Q96LI7, P49189, 043169, Q16881, P30038, 0,02
process
Q6YN16, Q53GQ0
UP_KEYWORDS NADP 14 | 332 Q8TDZ2, QINZ01, PO0367, Q9BTZ2, P53004, QIANO, P11586, Q9P2T1, 075874, Q16881, P37268, Q6YN16, Q53GQO, Q13423 0,17
INTERPRO 'PR016043;N£;E]P"b'”d'ng 14 | 332 PO0367, P23368, 000796, Q9BTZ2, P53004, Q6UB35, Q6IANO, P11586, P50336, 043865, Q96L17, Q6YN16, Q53GQQ0, Q13423 0,29
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 7 4,32556844311184
INTERPRO IPR011545:DNA/RNA helicase, 13 | 3,08 075643, Q8TDD1, Q9BUQS, P46063, Q9NUU7, Q13838, 092620, Q08211, Q9HOS4, Q8N3CO, 000148, Q5HIUI, Q8IY21 0,00
DEAD/DEAH box type, N-terminal
INTERPRO IPRO01650:Helicase, C-terminal | 15 | 3,55 P51531, 075643, Q8TDD1, Q9BUQS, Q14839, P46063, Q9NUU7, Q13838, Q92620, Q08211, Q9HOS4, Q8N3CO, 000148, Q5HIU9, Q8IY21 0,00
SMART SM00490:HELICc 15 | 355 P51531, 075643, Q8TDD1, Q9BUQS, Q14839, P46063, Q9NUU7, Q13838, Q92620, Q08211, Q9HOS4, Q8N3CO, 000148, Q5HIU9, Q8IY21 0,00
INTERPRO IPRO14001:Helicase, superfamily | o | 5 oo P51531, 075643, Q8TDD1, Q9BUQS, Q14839, P46063, Q9NUU7, Q13838, Q92620, Q08211, Q9HOS4, Q8N3CO, 000148, Q5HIUI, Q8IY21 0,00
1/2, ATP-binding domain
SMART SM00487:DEXDc 15 | 355 P51531, 075643, Q8TDD1, Q9BUQS, Q14839, P46063, Q9NUU7, Q13838, Q92620, Q08211, Q9HOS4, Q8N3CO, 000148, Q5HIU9, Q8IY21 0,00
UP_KEYWORDS Helicase 16 | 3,79 | P51531, 075643, Q8TDD1, Q14839, Q9BUQS, P46063, QONUU7, Q13838, 092620, Q08211, Q9HOS4, Q8N3CO, 000148, Q5HOUY, Q8IV21, Q9Y265 0,00
UP_SEQ_FEATURE domain:Helicase C-terminal 13 | 3,08 P51531, Q92620, Q08211, Q9HOS4, Q8TDD1, Q14839, 000148, Q9BUQS, Q5SHIUS, P46063, Q8IY21, Q9NUU7, Q13838 0,00
UP_SEQ_FEATURE domain:Helicase ATP-binding 13 | 3,08 P51531, Q92620, Q08211, Q9HOS4, Q8TDD1, Q14839, 000148, Q9BUQS, QSHIUS, P46063, Q8IY21, Q9NUU7, Q13838 0,01
GOTERM_ME_DIReCT | G0:0004004~ATP-dependent RNA | o | 15 Q92620, Q08211, Q9HOS4, 075643, Q8TDD1, QIBUQS, 000148, Q9NUU7, Q13838 0,25
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G0:0008026~ATP-dependent

Q9P0OV9, P63096, P29992, Q16181

GOTERM_MF_DIRECT : ae 6 | 1,42 092620, Q08211, 075643, Q9BUQS, 014839, P46063 0,89
helicase activity
GOTERM_MF_DIRECT |  GO:0004386~helicase activity 9 | 213 P51531, P04083, 008211, Q9HOS4, 075643, Q9BUQS, Q5HIUI, Q8IY21, QONUU7 1,54
INTERPRO IPRO14014:RNA helicase, DEAD- | ¢ | 4 /) Q9HOS4, Q8TDD1, Q9BUQS, 000148, Q9NUU7, Q13838 1,97
box type, Q motif
UP_SEQ_FEATURE short sequence motif:Q motif 6 | 1,42 Q9H0S4, Q8TDD1, Q9BUQS, 000148, Q9NUU7, Q13838 2,23
GOTERM_BP_pIRecT |  CO:00105017RNA secondary 6 | 1,4 Q9HOS4, Q8TDD1, Q9BUQS, 000148, QINUU7, Q13838 6,99
structure unwinding
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 8 3,9627473666089443
_ N . P46776, QOHBHO, QONXF1, P62750, P46779, PO5388, Q07020, Q9BVI6, 000567, P48730, QONPD3, P32969, Q8IWAO, Q9UNX4, 060832, P62861,
GOTERM_BP_DIRECT |  GO:0006364~TRNA processing 2 | 521 QOHOMA. P61247, PE22AL PT8346, P23396, P26373 0,00
. . QINYKS, Q13151, ASMWDS, P46776, P62750, 075643, P46779, P05388, Q07020, 000567, Q9Y333, P31943, P32969, 060832, P62861, QOUHX1,
UP_KEYWORDS Ribonucleoprotein 23| 545 P62318, P61247, P62241, P23396, Q15366, P26373, P38159 0,00
G0:0006413~translational
GOTERM_BP_DIRECT il 17 | 4,03 | Q8NE71, P46776, 014602, P62750, P46779, 075821, PO5388, 14152, 007020, Q14232, P32969, P62861, P61247, P62241, P23396, P26373, P56537 | 0,00
GOTERM_BP_DIRECT | G0:0019083~viral transcription | 15 | 3,55 Q12769, QI6EE3, P46776, P62750, PA6779, P05388, 007020, P32969, P62861, P49790, P61247, P62241, P35658, P23396, P26373 0,00
GO0:0006614~SRP-dependent
GOTERM_BP_DIRECT | cotranslational protein targeting | 12 | 2,84 Q9Y5MS8, P62861, P46776, P62750, POS5388, P46779, P61247, Q07020, P62241, P23396, P26373, P32969 0,03
to membrane
GOTERM_CC_DIRECT G0:0005840~ribosome 13 | 3,08 Q8NE71, P27824, P62861, P46776, P62750, P05388, P46779, P61247, Q07020, P62241, P23396, P26373, P32969 0,66
GOTERM_ BP_DIRECT 60:0006412~translation v | 403 Q8NE71, P46776, Q13310, P62750, P46779, P05388, Q07020 Q9Ui);?g3l;?;2969, QB6NUK1, P62861, Q00325, P61247, P62241, P49591, P23396, 087
G0:0000184~nuclear-transcribed
GOTERM_BP_DIRECT mRNA catabolic process, 11 | 261 P62861, PA6776, P62750, PO5388, P46779, P61247, Q07020, P62241, P23396, P26373, P32969 1,15
nonsense-mediated decay
UP_KEYWORDS Ribosomal protein 12 | 2,84 QINYKS, P62861, P46776, P62750, PO5388, P46779, P61247, Q07020, P62241, P23396, P26373, P32969 2,10
GOTERM_MF_DIRECT G0:0003735structural 14 | 332 PA6776, P62750, PA6779, PO5388, Q07020, QOUBX3, P32969, Q6NUK1, P62861, Q00325, P61247, P62241, P23396, P26373 4,45
constituent of ribosome
GOTERM_cC_DIRecT | ©0:0022625~cytosolic large 7 | 1,66 P46776, P62750, PO5388, P46779, 07020, P26373, P32969 6,50
ribosomal subunit
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 9 3,5943663434873545
GOTERMLMF DIRECT | G0:0003824~GTPase activity w8 | 427 PO8754, P62820, PO7437, Q03113, QOUHDS, P62070, Q32CM7,P253%5;760,P;59%$8, P23258, P04899, P11233, P62873, P62879, 000429, P36639, 0,09
.. P08754, P07437, P62820, Q9Y5MS8, PO0367, Q9Y5P6, Q03113, QOUHDS, P62070, Q3ZCM7, P50570, P23258, P50148, P04899, P11233, 000429,
UP_KEYWORDS GTP-binding 20 | 474 Q9POVS, 6306, P29952, QL6181 0,13
UP_SEQ_FEATURE nucleotide phosphate-binding 18 | 427 | POB754 PO7437,P62820, Q9YSMS, Q03113, QSUHDE, P62070, Q3ZCM7, PS0570, PS0143, P23258, PO4I9, P11233, 000429, Q9POVS, P63096, 048
region:GTP P29992, Q16181
GOTERM_MF_DIRECT 60:0005525~GTP binding 20 | a7a | POB754,P07437, P62820, Q9Y5ME, PO0367, Q9YSP6, 03113, QIUHDS, P62070, Q3ZCM7, P50570, P23258, PS0148, 04899, P11233, 000429, 300

Annotation Cluster
10

Enrichment Score:
3,4572463109935976
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P62750, Q96MU7, 075494, 075534, Q9UQ35, P31943, Q9Y333, Q92804, Q9BY77, 043865, Q6UN15, 060832, Q08211, Q15424, Q9UHX1, Q8N684,

conserved site

UP_KEYWORDS RNA-binding 45 | 10,66 | 000148, QOUNQ2, Q9HAV4, Q8IY21, P23396, Q86U42, Q6NZI2, Q13151, ASMWDS, Q13310, Q13247, Q8TDD1, 075821, Q14152, Q96EP5, QINUU7, 0,00
Q13838, QINPD3, 043148, Q9UKV3, P35637, QOH0S4, P62318, Q5HIUY, P36639, Q15366, Q01130, P21399, P38159
IPRO12677:Nucleotide-binding, Q13151, Q13310, P62750, Q13247, 075821, 075494, QI6EPS5, P31943, 092804, Q9BY77, Q9UKV3, Q15424, QOUHX1, P35637, Q8N684, Q01130
INTERPRO : 18 | 427 0,14
alpha-beta plait P38159, Q86U42
SMART SM00360:RRM 16 | 3,79 | Q13151 Q13310, Q13247, 075821, 075494, QO6EPS, P31943, 092804, QIBY77, Q15424, QOUHX1, P35637, Q8N684, Q01130, P38159, Q86U42 0,12
INTERPRO 'PROOOSM:R':?;Z??"'“O" motif |16 | 379 | Q13151,Q13310, Q13247, 075821, 075494, Q9GEPS, P31943, Q92804, Q9BY77, Q15424, QOUHX1, P35637, Q8N684, Q01130, P38159, Q86U42 0,26
. N L QONYK5, Q13151, Q13310, P62750, Q13247, 075821, 075494, Q9Y5Y2, Q96EPS, P31943, Q92804, Q9BY77, QOUKV3, Q15424, QOUHX1, P35637,
GOTERM_MF_DIRECT | GO:0000166~nucleotide binding | 20 | 4,74 Q8NG34, QO1130, P38159, Q86UL2 1,29
UP_SEQ_FEATURE domain:RRM 10 | 2,37 Q9BY77, Q15424, P35637, 075821, Q8N684, 075494, 092804, Q01130, Q86U42, P38159 3,37
Annotation Cluster Enrichment Score:
11 2,8386910006575805
Category Term Count % Genes FDR
o Q99816, P08754, Q96EE3, Q16543, QOUHDS, P18754, P48729, Q93008, Q8N3U4, P04899, Q6P1I9, Q7460, P11233, Q14683, Q15691, Q16513
UP_KEYWORDS Cell division 2252 Q9POVI, QIY265, P63096, P23396, Q8IVT2, Q16181 0,08
' T Q99816, P08754, QO6EE3, P07437, Q16543, QOUHDS, P18754, P27816, P48729, Q93008, Q8N3U4, P04899, Q6P119, 72460, 014683, Q15691,
GOTERM_BP_DIRECT G0:0051301~cell division 2 | 521 Q16513 QSPOV, QSY265, PE30S6, P23396, QBIVT2 0,26
Q99816, Q96EE3, QIUHDS, P12931, P51610, P04899, Q6P1J9, P11233, Q09028, Q9Y265, Q9POVY, P63096, P23396, P16104, PO8754, 016543,
UP_KEYWORDS Cell cycle 27| 640 P18754, P48729, Q8N3U4, Q93008, Q7Z460, P04156, Q14683, Q15691, Q16513, Q8IVT2, Q16181 131
Annotation Cluster Enrichment Score:
12 2,5878622206320494
Category Term Count % Genes FDR
INTERPRO IPRO03593:AAA+ ATPase domain | 11 | 2,61 P43686, Q8NE71, P06576, QONUQS, P46459, Q8N3CO, Q15645, Q03518, Q9Y265, P55072, Q9Y276 1,42
SMART SM00382:AAA 11 | 2,61 P43686, Q8NE71, P06576, Q9NUQS, P46459, Q8N3CO, Q15645, Q03518, Q9Y265, P55072, Q9Y276 1,29
GOTERM_MF_DIRECT |  GO:0016887~ATPase activity 13 | 3,08 P51531, P43686, Q8NE71, PO6576, QNUQS, QOUKV3, P46459, 043681, 000148, P25705, Q9Y265, P55072, Q13838 2,50
INTERPRO IPRO03960:ATPase, AAA-type, 5 | 1,18 P43686, P46459, Q15645, P55072, Q9Y276 4,28
conserved site
Annotation Cluster Enrichment Score:
13 2,511706194284925
GOTERM_BP_DIRECT GO:O?:)E:: i’g;tca‘zl:fdc’x 11 | 261 P30041, 095831, P13667, 043396, Q9H3N1, Q8NBS9, Q16881, Q9H7Z7, P09622, Q9Y320, Q13423 0,03
UP_KEYWORDS Redox-active center 7 | 166 P30041, P13667, 043396, Q9H3N1, Q8NBS9, Q16881, PO9622 0,64
GOTERM_CC_DIRECT G0:0005623~cell 10 | 2,37 P30041, 095831, P13667, 043396, Q9H3N1, Q8NBS9, Q16881, Q9H7Z7, Q9Y320, P21399 0,70
INTERPRO IPRO12336:Thioredoxin-like fold | 11 | 2,61 P30041, P13667, 092575, 043396, P26641, 000299, Q9H3N1, Q8NBSY, Q16881, Q9H7Z7, Q9Y320 1,00
INTERPRO IPRO13766:Thioredoxin domain 6 | 1,42 P30041, P13667, 043396, Q9H3N1, Q8NBS9, Q9Y320 3,13
INTERPRO IPRO17937:Thioredoxin, 4 | 095 P13667, 043396, Q9H3N1, Q8NBSY 8,76

Annotation Cluster
14

Enrichment Score:
2,504082631688525
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P52294, Q13835, Q5VYK3, QONXF1, 014787, P14923, P63010, P78527, Q86VP6, Q6P3W7, Q7Z460, Q8NDAS, 095782, Q9HAV4, 060518, Q16537,

dehydrogenase

INTERPRO IPR011989:Armadillo-like helical 17 4,03 QoH3U1 0,07
UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 7 6 | 1,42 Q77460, Q5VYK3, 014787, Q8NDAS, 060518, Q86VP6 0,19
UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 6 6 | 1,42 Q72460, Q5VYK3, 014787, Q8NDAS, 060518, Q86VP6 0,58
UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 5 6 | 1,42 Q77460, Q5VYK3, 014787, Q8NDAS, 060518, Q86VP6 1,20
UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 2 7 | 1,66 Q72460, Q5VYK3, 014787, Q8NDAS, 060518, P78527, Q86VP6 2,06
UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 1 7 | 1,66 Q72460, Q5VYK3, 014787, Q8NDAS, 060518, P78527, Q86VP6 2,06
UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 4 6 | 1,42 Q77460, Q5VYK3, 014787, Q8NDAS, 060518, Q86VP6 3,08
UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 3 6 | 1,42 Q72460, Q5VYK3, 014787, Q8NDAS, 060518, Q86VP6 5,94
Annotation Cluster Enrichment Score:

15 2,4558906553684188
GOTERM_Bp_DIRecT | ©0:0000715"nucleotide-excision | =1, ), Q99627, QOUNS2, Q13098, Q01831, P09874, Q9BT78 0,34

repair, DNA damage recognition
UP_SEQ_FEATURE domain:PCI 5 | 1,18 Q99627, Q9UNS2, Q13098, Q14152, Q9BT78 0,91
UP_KEYWORDS Signalosome 4 | o095 Q99627, Q9UNS2, Q13098, Q9BT78 1,25
GOTERM_BP_DIRECT | GO:0010388~cullin deneddylation | 4 | 0,95 Q99627, Q9UNS2, Q13098, Q9BT78 1,86
GOTERM_CC_DIRECT | GO:0008180~COP9 signalosome | 6 | 1,42 Q99627, P62993, QOUNS2, 013098, P25705, Q9BT78 1,64
SMART SM00088:PINT 4 | o095 Q9UNS2, Q13098, Q14152, Q9BT78 6,29
INTERPRO IPRO00717:Proteasome 4 | o095 Q9UNS2, Q13098, Q14152, Q9BT78 8,76
component (PCI) domain
Annotation Cluster Enrichment Score:

16 2,4174746238182925
Category Term Count % Genes FDR
UP_KEYWORDS FAD 10 | 237 Q8TDZ2, P50336, Q9H845, 095831, Q8NFFS, P31040, Q16881, P09622, Q15067, Q6BCY4 0,59
UP_KEYWORDS Flavoprotein 10 | 237 Q8TDZ2, P50336, Q9H845, 095831, Q8NFF5, P31040, Q16881, P09622, Q15067, QSBCY4 1,25
UP_SEQ_FEATURE ”“c'e°t'dfegi’;’;$a;e'b'”d'”g 7 | 1,66 Q8TDZ2, P50336, 095831, P31040, Q16881, P09622, Q6BCY4 2,91
GOTERM_MF_DIRecT | ©0:0050660"flavin adenine 7 | 1,66 P50336, QOH845, 095831, P31040, Q16881, P09622, Q15067 6,44

dinucleotide binding

Annotation Cluster Enrichment Score:

20 1,8114959847929697

INTERPRO IPRO16163:Aldehyde 5 | 1,18 P49189, P30038, Q8IZ83, P30837, PO5091 1,10

dehydrogenase, C-terminal

INTERPRO IPRO16162:Aldehyde 5 | 1,18 P49189, P30038, 081283, P30837, PO5091 1,10

dehydrogenase, N-terminal

INTERPRO IPRO16161:Aldehyde/histidinol 5 | 1,18 P49189, P30038, Q81283 P30837, PO5091 1,10
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IPR015590:Aldehyde

INTERPRO ; 5 1,18 P49189, P30038, Q8IZ83, P30837, P05091 1,10
dehydrogenase domain
KEGG_PATHWAY hsa00280:Valine, leucine and 8 | 1,9 Q86V21, P80404, P49189, P22033, P09110, P09622, P30837, PO5091 1,69
isoleucine degradation
UP_SEQ_FEATURE "“°'e°t'dfe2:’0°rf_ﬁfée'b'”d'”g 8 | 1,9 PO0367, P23368, P49189, P30038, P09622, P30837, Q13423, PO5091 2,24
UP_SEQ_FEATURE site:Transition state stabilizer 5 1,18 P49189, P30038, P31939, P30837, P0O5091 3,09
KEGG_PATHWAY hsa00620:Pyruvate metabolism 7 1,66 Q9NR19, Q13085, P23368, P49189, P09622, P30837, P05091 3,56
INTERPRO IPRO16160:Aldehyde . 4 0,95 P49189, P30038, P30837, P05091 7,38
dehydrogenase, conserved site
Annotation Cluster Enrichment Score:
21 1,803448282441526
Category Term Count % Genes FDR
GOTERM_Bp_piRecT | G0:00725837clathrin-mediated | o | ) 10 075146, P27824, 095782, P63010, Q96CW1 2,12
endocytosis
G0:0019886~antigen processing
GOTERM_BP_DIRECT and presentation of exogenous 9 2,13 P27824, Q13409, Q14203, P50570, 095782, Q9Y6Q5, P63010, Q96CW1, Q07866 3,12
peptide antigen via MHC class Il
GOTERM_BP_DIRECT 60:0050690"regulation of 5 | 118 P06241, 095782, Q9Y6QS5, P63010, Q96CW1 7,48
defense response to virus by virus
KEGG_PATHWAY hsa04721:Synaptic vesicle cycle 8 1,90 P61421, P46459, P50570, 095782, P63010, P21283, P21281, Q96CW1 8,83
Annotation Cluster Enrichment Score:
23 1,7575832588316702
Category Term Count % Genes FDR
GO:0006418~tRNA
GOTERM_BP_DIRECT aminoacylation for protein 7 1,66 QINYK5, Q9H2U2, P47897, QINSE4, P49591, P54136, Q6P148 0,67
translation
UP_KEYWORDS Protein biosynthesis 11 2,61 P26641, 014602, 075821, P47897, Q9NSE4, Q14152, P49591, P54136, P56537, Q14232, Q6P148 1,60
UP_KEYWORDS Aminoacyl-tRNA synthetase 5 1,18 P47897, QONSE4, P49591, P54136, Q6P148 9,64
Annotation Cluster Enrichment Score:
27 1,6888326851766982
Category Term Count % Genes FDR
GOTERM_BP_DIRECT | GO:0016925~protein sumoylation 11 2,61 Q12769, Q96EE3, 002880, P11388, P49790, Q14683, P46060, Q01831, P09874, P35658, Q8N3U4 1,01
UP_KEYWORDS Nuclear pore complex 6 1,42 Q12769, Q96EE3, P49790, 000159, P35658, Q9NUU7 4,67
UP_KEYWORDS mRNA transport 8 1,90 Q9BY77,Q12769, Q96EE3, P49790, 000159, P35658, Q9NUU7, Q13838 8,10
UP_KEYWORDS Translocation 7 1,66 Q12769, Q96EE3, Q15629, P49790, 000159, P35658, Q9NUU7 9,85
Annotation Cluster Enrichment Score:
41 1,2573202503794245
Category Term Count % Genes FDR
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G0:0046961~proton-transporting

GOTERM_MF_DIRECT ATPase activity, rotational 5 | 1,18 PO6576, P61421, P25705, P21283, P21281 4,84
mechanism
GOTERM_BP_DIRECT 60:0016241"regulation of 6 | 1,42 Q96A65, P61421, Q9Y371, P21283, 075436, P21281 6,99
macroautophagy
INTERPRO IPR004100:ATPase, alpha/beta 3 | o071 PO6576, P25705, P21281 7,10
subunit, N-terminal
IPRO20003:ATPase, alpha/beta
INTERPRO subunit, nucleotide-binding 3 | o071 PO6576, P25705, P21281 7,10
domain, active site
IPRO00194:ATPase, F1/V1/AL
INTERPRO complex, alpha/beta subunit, 3 0,71 P06576, P25705, P21281 7,10
nucleotide-binding domain
Annotation Cluster Enrichment Score:
44 1,1818723251959624
INTERPRO IPR011025:G protein alpha 6 | 1,42 P08754, Q03113, P50148, P63096, P04899, P29992 0,03
subunit, helical insertion
IPR0O01019:Guanine nucleotide
INTERPRO binding protein (G-protein), alpha | 6 | 1,42 P08754, Q03113, P50148, P63096, P04899, P29992 0,03
subunit
SMART SM00275:5M00275 6 | 1,42 P08754, Q03113, P50148, P63096, P04899, P29992 0,03
GOTERM_MF_DIRECT GO:OOIgOOl;i‘é?:;" nucleotide 5 | 1,18 Q03113, P50148, P63096, P04899, P29992 0,06
G0:0031683~G-protein
GOTERM_MF_DIRECT beta/gamma-subunit complex 6 1,42 P08754, Q03113, P50148, P63096, P04899, P29992 0,14
binding
UP_KEYWORDS ADP-ribosylation 8 | 1,9 PO8754, PO0367, P50148, P63096, P09874, 092804, P04899, P29992 0,40
GOTERM_MF_DIRECT 60100048722'5:13' transducer |, | 535 PO8754, Q13835, Q03113, P51178, P50148, P14923, P42226, P04899, P62873, 005397, P62879, QSTIL3, P63096, P29992 2,13
GOTERM_CC_DIRECT G0:0044297~cell body 7 | 1,66 P07437, P62873, P62879, PA6779, P50148, P21964, P04899 4,48
KEGG_PATHWAY hsa04540:Gap junction 10 | 237 P08754, P07437, P12931, P62993, Q3ZCM?7, P50148, P63096, P04899, P48730, P29992 5,29
G0:0007213~G-protein coupled
GOTERM_BP_DIRECT | acetylcholine receptor signaling 4 0,95 P62873, P50148, P04899, P29992 8,71
pathway
GOTERM_CC_DIRecT | ©0:0005834”heterotrimeric G- 5 | 118 PO8754, Q03113, P62873, P63096, P04899 9,12
protein complex
Annotation Cluster Enrichment Score:
45 1,130842109845297
GOTERM_CC_DIRECT G0:0005777~peroxisome 9 | 213 Q9Y4I1, 075874, Q92538, 000429, Q13011, Q9BTZ2, PO9110, Q6YN16, Q15067 3,85
UP_KEYWORDS Peroxisome 8 | 1,9 075874, 000429, Q13011, Q9BTZ2, P09110, 060488, Q6YN16, Q15067 5,07

Annotation Cluster
47

Enrichment Score:
1,0409796668357396
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GO0:0000502~proteasome

GOTERM_CC_DIRECT complex 7 1,66 043396, P43686, P25788, Q5VYK3, P25789, P55072, Q99436 3,51
UP_KEYWORDS Proteasome 6 1,42 043396, P43686, P25788, Q5VYK3, P25789, Q99436 5,98
Effets spécifiques des QDs vieillis :
Category Term Count % Genes FDR
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 1 25 96532179213275
P46940, Q9UPN3, Q01082, P42224, Q9NR46, P62750, 000571, P35221, Q9H6S3, P55196, Q6Y7W6, P11142, P15311, P62424, 060716, Q9Y266,
GOTERM MF DIRECT G0:0098641~cadherin binding 60 9.43 P42566, Q9Y446, Q15019, Q9H2G2, Q04637, Q86W9I2, Q16643, Q13813, P08238, P62258, P63244, Q14C86, AOFGR8, Q8NC51, Q99439, Q96TA1, 0.00
- - involved in cell-cell adhesion ! Q9HC38, Q14160, Q9UDY2, P25685, P54136, Q9COC2, P51610, Q86UP2, Q13492, P33176, P46109, 014530, Q6PKGO, P11021, P53990, Q07157, ’
060437, P35613, 092817, Q9Y371, QINYL9, 060763, Q32MZ4, 075874, PODMVS, P68431, Q61BSO, Q6WCQ1
P46940, Q9UPN3, Q01082, P42224, Q9NR46, P62750, 000571, P35221, Q9H6S3, P55196, Q6Y7W6, P11142, P15311, P62424, 060716, P22223,
GOTERM CC DIRECT G0:0005913~cell-cell adherens 61 959 Q9Y266, P42566, Q9Y446, Q15019, Q9H2G2, Q04637, Q86W92, Q16643, Q13813, P08238, P62258, P63244, Q14C86, AOFGR8, Q8NC51, Q99439, 0.00
- junction ! Q96TA1, Q9HC38, Q14160, Q9UDY2, P25685, P54136, Q9C0C2, P51610, Q86UP2, Q13492, P33176, P46109, 014530, Q6PKGO, P11021, P53990, ’
Q07157, 060437, P35613, Q92817, Q9Y371, QINYL9, 060763, Q32MZ4, 075874, PODMVS, P68431, Q61BSO, Q6WCQ1
P46940, Q9UPN3, Q01082, Q9NR46, P42224, P62750, 000571, Q9H6S3, P55196, Q6Y7W6, P11142, P62424, Q9Y266, P42566, Q15019, Q9H2G2,
. . Q04637, Q16643, Q86W92, Q13813, P08238, P62258, P63244, Q14C86, AOFGR8, Q8NC51, Q99439, Q96TA1, Q9HC38, Q9UDY2, P25685, P54136,
GOTERM_BP_DIRECT 60:0098609~cell-cell adhesion > 8,65 Q9C0C2, P51610, Q86UP2, Q13492, P33176, P46109, 014530, Q6PKGO, P11021, P53990, Q07157, 060437, P35613, Q92817, Q9Y371, QINYL9, 0,00
060763, Q32MZ74, 075874, PODMVS, P68431, Q61BS0, Q6WCQ1
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 2 19,134757109758045
Q12906, P24752, Q96QK1, P42126, Q3ZCQ8, Q99714, P21964, Q9H845, 075146, P17900, Q6P587, P80404, Q9Y696, P38606, 043488, 092538,
Q16822, P08559, Q96HS1, Q96FJ2, 015121, Q9H6R4, 043837, 000217, Q9HO061, P22570, P0O4181, Q6YP21, P42704, Q6NVY1, P08238, P09211,
Q07812, P62258, P10599, P82930, P63244, P82933, Q16539, P23368, QINS69, P04040, P54136, P29728, Q99832, P61221, P51398, P30044, P11021,
P35914, P27695, 094826, 075489, P35613, P63167, Q9Y371, P19367, Q13084, Q13085, P31937, 075874, 075608, P55084, P07954, P30038,
GOTERM_CC_DIRECT G0:0005739~mitochondrion 134 | 21,07 | Q99798, 075306, P31689, P36551, P17174, Q07021, P30153, Q9ULZ3, P48735, P16435, P61604, Q96199, P13804, P51572, P36542, P25325, Q96C36, 0,00
P83111, Q9P0JO, Q9NX14, P56385, Q02218, P38646, P11177, 000116, P21980, P49662, P23919, Q96C86, Q9HI74, P28331, Q16881, Q9Y277,
Q16698, Q9UIJ7, Q96TA2, Q9HC38, Q9Y6CY, 095202, PO0505, P36776, 095571, P51610, 095479, P05141, Q9BYD6, P23786, Q9BWD1, 060437,
Q9Y274, P00390, Q96RP9, Q9NQR4, 094925, P54652, P54886, P07203, Q9Y2Q3, Q15046, Q92552, Q9Y5Z4, Q9H3D4, P48047, PODMVS, P30084,
P21397, 075947, Q9Y3D9, Q9Y3D6
P24752, P42126, Q3ZCQ8, 000571, Q99714, Q9H845, Q6P587, P80404, P54819, Q9Y696, P52789, Q7Z2W9, Q16822, P08559, Q96HS1, 015121,
P41250, 043837, 000217, Q9H061, P22570, P04181, Q6NVY1, P42704, Q07812, P09211, P82930, P82933, P23368, QINS69, P29728, P61221,
P51398, P30044, P35914, P27695, 094826, 075489, P63167, Q9Y371, P19367, Q13505, Q13084, P31937, P55084, Q16718, P07954, P30038,
UP_KEYWORDS Mitochondrion 101 | 15,88 Q99798, 075306, P31689, P36551, Q07021, Q9ULZ3, P30405, P48735, P61604, Q96199, P13804, P36542, P25325, Q96C36, P83111, Q9P0JO, 0,00
QINX14, P56385, 002218, P38646, P11177, P49662, P28331, Q9H974, Q9Y277, Q96TA2, Q9UII7, Q16698, Q9HC38, Q9Y6CY, 095202, POO505,
P36776, 095571, P05141, Q9BYDS6, P23786, 060437, Q9Y2Z4, 094925, Q96RP9, P00390, P54886, Q15046, Q92552, Q9Y574, Q14318, P48047,
P30084, P21397, 075947, Q9Y3D9, Q9Y3D6
60:0005759~mitochondrial P24752, Q16698, P23368, P34931, Q9UI7, P42126, 07021, Q99714, PO0505, P30405, P36776, P48735, Q8N163, 095571, P61221, P61604, P30044,
GOTERM_CC_DIRECT matrix 49 7,70 P80404, Q96199, Q16822, P13804, P36542, P08559, P35914, 075489, Q9Y2Z4, Q96C36, P00390, 094925, Q96RP9Y, 043837, P41250, 000217, 0,00
Q02218, P07203, P22570, P04181, Q9Y2Q3, Q15046, P11177, P31937, Q6NVY1, P23919, P30084, P28331, P07954, P30038, Q99798, 075306
UP_SEQ_FEATURE transit peptide:Mitochondrion 53 833 P24752, P36551, P42126, Q3ZCQ8, Q07021, P48735, P30405, Q9H845, P80404, Q96199, P13804, Q7Z2W9, Q16822, P08559, P36542, P83111, 0,00

QI9NX14, 043837, 000217, Q02218, P22570, P38646, P11177, P42704, Q6NVY1, P28331, P82933, P23368, Q16698, 095202, P36776, PO0505,
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095571, P51398, P30044, Q9BYDS6, P23786, P35914, Q9Y274, 075489, 094925, Q96RP9, P00390, Q13084, P31937, P48047, P30084, P55084,
Q96AB3, P30038, P07954, Q99798, 075306

P24752, P36551, P42126, Q3ZCQ8, Q07021, P48735, P30405, Q9H845, Q6P587, P80404, Q96199, P13804, Q7272W9, Q16822, P08559, P36542,
P83111, Q9NX14, 043837, 000217, Q02218, P22570, P38646, P04181, 000116, P11177, P42704, Q6NVY1, P28331, P82933, P23368, Q16698,

095786, Q9NSD9, P62256, Q16539, P62191, QO8AF3, Q9Y6GY, P34931, Q96TA2, Q15349, Q03519, P36776, P30085, P29728, P54136, Q14166,

UP_KEYWORDS Transit peptide > | 865 095202, P36776, PO0505, 095571, P51398, P30044, QIBYD6, P23786, P35914, Q9Y2Z4, 075489, 094925, QI6RPI, PO0390, Q13084, P31937, 0,00
P48047, P30084, P55084, P30038, PO7954, 099798, 075306
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 3 7.834140249733883
COTERM B DIRECT G0:0006413~translational 23 | 51 | P36578, Q7L2H7, P62750, PAGT78, P46779, Q14240, P27635, P63173, P61221, P62249, QPKGO, P62424, P62857, PA9770, P61247, P62851, 014602, |
—Br initiation ' PO5386, QONRS0, Q04637, P60842, Q14232, Q9Y262, Q13347, P11940, P62888, 060841, 015372, 015371, PO5198, P26373, P39023, P62847 g
P36578, P62750, P46778, P47974, P46779, 15349, P62306, P27635, P63173, P62249, P51398, Q9BYD6, P62424, P62857, P61247, Q7Z2W9,
UP_KEYWORDS Ribonucleoprotein 37 | 5,82 Q00839, Q9BUJ2, PO9651, P62851, Q9Y4YS, P61011, PO5386, QOUKF6, P62312, Q13084, P62314, Q92552, P62888, QOUKMO, P82930, P08621, 0,00
P82933, Q9Y3D9, P26373, P39023, P62847
GOTERM BP DIRECT Go;of:g%f;::ﬁﬁir":;izsszr'be‘j 53 | 36y | P36578, PE3151, POS386, P62750, PA6778, PA6779, P30153, QD4637, P27635, P63173, P62249, P11940, P62888, P62424, QOYSSI, P61247, P62857, 0.00
—Br ep g ' P61326, 092900, P62851, P26373, P39023, P62847 g
nonsense-mediated decay
‘ . P36578, P62750, P46778, P46779, Q15349, P27635, P63173, P62249, P51398, QIBYD6, P62424, P62857, P61247, Q7Z2W9, P62851, PO5386,
UP_KEYWORDS Ribosomal protein 25 | 393 Q13084, Q92552, P62888, P82930, P82933, Q9Y3DI, P26373, P62847, P39023 0,00
GO0:0006614~SRP-dependent
‘ . ‘ P36578, P61011, P62750, PO5386, P46778, P46779, P27635, P63173, P62249, P62888, P62424, P61247, P62857, Q9UNL2, P62851, P26373, QOUGPS,
GOTERM_BP_DIRECT | cotranslational protein targeting 19 2,99 0,00
P39023, P62847
to membrane
, - P27695, P36578, P05386, P62750, P46778, P46779, Q15349, P27635, P63173, P62249, Q92552, P62888, P62424, P61247, P82930, P62857, Q7Z2W9,
GOTERM_CC_DIRECT 60:0005840"ribosome 241377 P05198, P82933, Q9Y3DY, P62851, P26373, P39023, P62847 0,00
, - o QO6EE3, P36578, Q8WUMO, PO5386, P62750, P46778, P46779, P27635, P63173, P62249, P62888, P62424, 075694, P61247, P62857, 072384,
GOTERM_BP_DIRECT G0:0019083~viral transcription 20 3,14 P62851, P26373, P39023, P62847 0,00
. N _ P36578, QONR30, P62750, Q9Y2L1, PO5386, P46778, QOH6R4, P46779, P27635, Q14690, P63173, P62249, P42285, P62888, Q14137, P62424,
GOTERM_BP_DIRECT | GO:0006364~rRNA processing 25 |39 P62857, P61247, QOY3AS, P26373, P62851, P39023, Q13895, Q92979, P62847 0,00
. ~ , P36578, Q9Y2Z4, PO5386, P62750, PA6778, PA6779, Q04637, P27635, P63173, P62249, PO5141, 13084, QIBYD6, P62888, P62424, QANSDY,
GOTERM_BP_DIRECT G0:0006412"translation 25 | 393 P61247, P62857, Q7Z2W9, P82933, Q9Y3D9, P62851, P26373, P39023, P62847 0,03
GOTERM_CC_DIRECT Gozogﬁzfﬂ;ﬁfﬁ;z:ict'arge 12 | 189 P36578, QIBYDE, P62888, PO5386, P62750, P62424, PA6778, PA6779, P27635, P26373, P39023, P63173 0,03
G0:0003735~structural P36578, P05386, P62750, PA6778, P46779, P27635, P63173, P62249, PO5141, Q13084, P51398, Q9BYD6, P62888, P62424, P61247, P82930, P62857,
GOTERM_MF_DIRECT constituent of ribosome 23 3,62 Q7Z2W9, P82933, Q9Y3D9, P26373, P39023, P62847 0,04
. P36578, PO5386, P62750, PA6778, P46779, P27635, P63173, P62249, Q13084, QOBYD6, P62888, P62424, P61247, P62857, Q722W9, P82933,
KEGG_PATHWAY hsa03010:Ribosome 20 | 3,14 P62851, P26373, P38023, PE28AY 0,28
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 4 7.244855999880749
P51531, 075351, P52701, 000571, P49915, Q9Y5Y2, Q9Y4I1, P11142, P54819, P38606, P52789, Q16822, Q8IY21, Q00839, P68104, Q9H2KS,
Q13464, Q92526, P17844, P54577, P41250, P60842, P08238, P08237, Q96BMSI, 095786, QINSDI, P61586, Q16539, P62256, QO8AF3, Q9Y6G9,
P34931, QOUQ16, P54136, P29728, Q14166, Q99832, P62195, P10644, P61221, PO0492, PO8243, Q3YECT7, P17980, P11021, P61225, Q92900,
UP_KEYWORDS Nucleotide-binding 107 |16,82| P63279, P17066, Q86V21, P61088, 014936, P19367, Q13085, 092499, Q16512, 092599, Q8NB16, Q3LXA3, Q14240, P08134, Q13188, Q6DDSS, 0,00
Q9Y310, Q96199, Q15382, Q9Y285, P61011, Q9H2G2, Q15019, P28288, P38646, P23919, 043143, 060841, P62191, Q9Y277, QIETA2, QU7
Q9BSTY, Q15349, Q03519, P36776, P30085, P11908, P33176, P42285, PO7900, P48643, Q8NHH9, PA8506, QONR30, PO0966, Q9Y274, Q96RP9,
P54652, P54886, P27448, Q15046, P33991, QOY3L5, 14204, P54707, PODMVS, P62333, P43246
P51531, Q8NB16, Q3LXA3, P52701, 075351, 000571, P49915, QOY5Y2, Q14240, Q13188, Q9Y4IL, P11142, P54819, P38606, P52789, Q9Y3I0, Q8IY21,
UP_KEYWORDS ATP-binding 84 |1321|  Q00839,Q9Y285, Q9H2KS, Q13464, QOH2G2, P17844, P41250, Q92526, P54577, P28288, P38646, P60842, P0S238, P23919, P08237, 043143, 0,00
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Q99832, P62195, P61221, P11908, P33176, P42285, PO7900, P08243, P48643, P17980, P11021, P63279, P48506, 092900, P17066, Q86V21, QINR30,

P00966, Q9Y2Z4, P61088, P54652, 014936, P54886, P19367, P27448, P33991, Q15046, Q13085, Q92499, Q14204, P54707, PODMVS, P62333,
Q16512, P43246

P51531, Q12905, 075351, P52701, 000571, Q9Y5Y2, P49915, Q9Y4I1, P11142, P54819, P38606, P52789, Q8IY21, Q00839, QINTIS, Q9H2KS,
Q13464, 092526, P17844, P54577, P41250, P60842, P08238, P08237, 095786, Q9NSDIY, P62256, Q16539, QUSAF3, Q9Y6GI, P34931, P54136,
P29728, Q14166, 099832, P62195, P61221, P08243, P17980, P11021, 092900, P63279, P17066, Q86V21, P61088, 014936, P19367, Q13085,

GOTERM_MF_DIRECT G0:0005524~ATP binding 97 | 1525 Q92499, Q6IBS0, Q16512, Q8NB16, P31689, Q3LXA3, Q14240, 013188, P61604, Q9Y3I0, Q96199, POS026, Q9Y285, Q9POI0, Q9H2G2, P28288, 0,00
P21281, P38646, P21980, QOUHY1, P23919, 043143, P62191, Q96TA2, QOUII7, Q15349, Q03519, P36776, P30085, P11908, P33176, PO7900, P42285,
P48643, P49770, P48506, QINR30, PO0IEE, QOY2Z4, P54652, PS4886, P27448, 015046, P33991, Q14204, P54707, PODMVS, P62333, P43246
P46940, P51531, P52701, 075351, 000571, Q14240, Q9Y5Y2, PO8134, Q6DD88, Q9Y4I1, P54819, P38606, Q15382, Q8IY21, Q00839, Q9BUJ2,
INTERPRO IPRO27417:P-loop containing S P68104, P61011, Q15019, P17844, P28288, P21281, P60842, Q96BMO, P23919, 043143, 095786, 060841, P61586, P62191, QO8AF3, Q9Y6GI, 0,00
nucleoside triphosphate hydrolase ' QoUN7, Q96TA2, Q9UQ1L6, Q03519, P36776, Q9UDY2, P30085, P62195, P61221, P33176, P51398, P42285, Q3YEC7, Q5K651, P17980, Q8NHHS, »
P61225, 092900, Q07157, Q9NR30, Q96RPY, 014936, P33991, 092499, QOY3L5, 014204, P62333, P43246, Q92599
P51531, P52701, Q3LXA3, 075351, 000571, P49915, Q14240, Q9Y5Y2, 13188, Q9Y4I1, P54819, P38606, Q8IY21, Q00839, Q9H2KS, Q13464,
UP_SEQ_FEATURE nucleotide phosphate-binding s | gig | QOH2G2, P17844,P41250, P28288, PO842, POB237, P23919, 095786, 043143, 16539, P62191, QOBAF3, QIY6GI, Q96TA2, Q15349, Q03519 075
- region:ATP g P36776, P30085, P62195, P11908, P33176, P42285, P17980, 092900, QINR30, PO0966, 014936, P27448, P33991, Q13085, Q15046, Q92499, g
Q14204, P62333, Q16512, P43246
X Enrichment Score:
Annotation Cluster 5 6,963486490457726
Q15185, P31689, Q9BTWO, P54652, Q16576, P25685, 092526, Q08752, P38646, Q99832, P61221, P61604, P11142, P07900, Q8TATE, P08238,
UP_KEYWORDS Chaperone 25 | 393 Q86V81, PODMVS, P48643, P07237, 043765, P04792, 075832, QOUGPS, Q9BS26 0,00
. o Q9H173, P31689, Q14554, Q9BTW, Q9H2J4, 095302, P30405, P25685, Q92526, Q08752, 099832, QINZL4, P38646, P61604, PO7900, P11142,
GOTERM_BP_DIRECT |  GO:0006457~protein folding 24 | 3,77 P08238, QLASLS, P10599, PASGAS, QL3704 QO6L7. ASY266, QOBS26 0,00
GOTERM_MF_DIReCT | ©0:0051082"unfolded protein s | 283 QOH173, Q15185, P31689, P34931, P54652, P25685, Q92526, P38646, 099832, P61604, P11142, PO7900, P08238, P48643, PODMVS, P11021, 0,00
binding Q9Y266, P17066
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 6 6,96124930738582
Category Term Count % Genes FDR
P52895, P36551, 099714, P48735, P16435, QOH845, 043488, P15559, P08559, 004828, 015121, 000625, Q14534, Q96C36, 043837, 000217,
. Q02218, P22570, P11177, Q15392, P52209, P07237, P28331, Q16881, 000767, Q8TC12, Q8NOUS, P23368, 016850, Q16698, PO4040, 095571,
UP_KEYWORDS Oxidoreductase 1| 802 P16152, 095479, Q8IXB1, Q15738, P30044, P37268, 075489, Q6NUMS, PO0390, P54886, Q49A26, PO7203, P31937, 075874, 095864, P21397, 0,00
P30038, P30519, 075306
Q8TC12, Q16850, P52895, Q16698, Q96C36, Q6NUMO, Q14534, PO0390, P48735, PO4040, P54886, P22570, P16152, P16435, 095479, 075874,
UP_KEYWORDS NADP 23 | 362 Q15392, 043488, P52209, Q16881, P15559, P37268, Q04828 0,00
600055114~ oxidation-reduction Q8NOUS, Q8TC12, P52895, P36551, P23368, Q16850, Q99714, P16152, P16435, Q8IXBL, 095479, Q15738, P30044, 043488, Q14739, P15559,
GOTERM_BP_DIRECT : e 40 | 629 | P37268,Q04828, P27695, Q14554, 015121, 000625, Q14534, QENUMS, Q96C36, PO0390, P54886, Q49A26, P22570, Q9Y2Q3, 000116, P31937, 0,45
P Q15392, P10599, 095864, P52209, Q16881, P21397, P30038, 000767
Annotation Cluster 7 AT
5,714074393845667
Category Term Count % Genes FDR
o . P68104, Q9Y285, Q7L2H7, 014602, Q9Y2Z4, QI6RPI, QONRS0, Q04637 P54577, P41250, 14240, P54136, Q9Y262, Q14232, P60842, Q13347,
UP_KEYWORDS Protein biosynthesis 26 | 409 Q15046, Q6PKGO, 060841, 015372, Q9NSD9, 015371, 043324, P49770, PO5198, P24534 0,00
GOTERM_BP_DIRECT G0:0006446"regulation of 13 | 2,04 Q7L2H7, Q04637, Q14240, P60842, Q14232, Q9Y262, Q13347, Q92499, 060841, 015372, 015371, P49770, P04792 0,00
translational initiation
UP_KEYWORDS Initiation factor 14 | 2,20 Q7L2H7, 014602, Q9NRS0, Q04637, Q14240, Q9Y262, P60842, Q14232, Q13347, 060841, 015372, 015371, P49770, PO5198 0,00
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G0:0003743~translation initiation

amino acid metabolic process

GOTERM_MF_DIRECT factor activity 14 | 220 Q7L2H7, 014602, Q9NRS0, Q04637, Q14240, Q9Y262, P60842, 014232, Q13347, 060841, 015372, 015371, P49770, PO5198 0,00
. QO6EE3, Q14974, QI6F07, Q14240, Q86V8L, Q7L576, 075694, P49770, Q723B4, Q9HAV4, Q92900, P63279, P68104, Q8WUMO, 014602, QOY3F4,
KEGG_PATHWAY hsa03013:RNA transport 29 | 456 QONRS50, Q04637, Q86W42, P60842, Q14232, Q13347, P11940, 015372, 060841, Q9Y5S9, 015371, PO5198, P61326 0,00
G0:0005852~eukaryotic
GOTERM_CC_DIRECT | translation initiation factor 3 7 | 1,10 P61221, Q13347, Q7L2H7, 015372, 015371, 000571, Q9Y262 0,02
complex
GOTERM_CC_DIRecT | G0:0033290eukaryotic 485 6 | 094 Q13347, Q7L2H7, 015372, 015371, PO5198, QY262 0,16
preinitiation complex
G0:0071541~eukaryotic
GOTERM_CC_DIRECT | translation initiation factor 3 4 | o063 Q13347, Q7L2H7, 015372, 015371 1,87
complex, elF3m
GOTERM_cC_pIRecT |  ©0:0016282"eukaryotic 435 5 | 079 Q13347, Q7L2H7, 015372, 015371, Q9Y262 2,05
preinitiation complex
Annotation Cluster 8 3010 T S
5,413072519266369
Q13595, Q12874, Q13573, Q07021, P62306, Q8N 163, Q14498, P42285, P11142, Q86V81, Q16629, 092945, QU0839, PO9651, 043809, Q10570,
UP_KEYWORDS mRNA processing 35 | 550 | Q9YA4Y9, Q9Y3F4, P55265, QOUKF6, Q86W42, P17844, P62312, P11940, Q96DI7, P62314, 92499, Q9UKM9, Q96C86, 043143, Q9Y5S9, PO8621, 0,00
Q53GS9, P61326, Q6NXG1
. Q13595, Q12874, Q13573, Q07021, P62306, Q8N163, Q14498, P42285, P11142, Q86VS1, QL6629, Q92945, QV0839, PO9E51, QIY4YS, QIY3F4,
UP_KEYWORDS MRNA splicing 29 | 456 P17844, Q86W42, P62312, P11940, Q96DI7, P62314, Q96C86, 043143, QOUKM9, Q9Y5S9, Q53GS9, P61326, QENXG1 0,00
UP_KEYWORDS spliceosome 18 | 283 | QOY4Y9,Q12874,Q13573, P62306, P17844, P62312, P11142, P11940, P42285, P62314, Q96DI7, QIUKM9, QB6VSL, QSY5S9, Q53GS9, Q0083 0,00
P61326, PO9651
GOTERM BP DIRECT | GO:0000388"mRNAsplicing,via | .~ | , oo | Q13595 Q12874, 13573, P62306, P42285, P11142, Q86VSL, Q16629, Q00839, QIBUI2, 043809, POSES1, L0570, Q9Y4Y9, P17844, QOUKFS, 0.00
—Br spliceosome ' P62312, P11940, Q96DI7, P62314, 043143, QOUKM9, Q9Y5S9, P08621, Q53GSI, P61326 g
- P34931, Q13595, QOY4AY9, Q12874, Q13573, P54652, P62306, P17844, P62312, P11142, P62314, Q96DI7, 043143, Q86V81, Q16629, PODMVS,
KEGG_PATHWAY hsa03040:Spliceosome 23| 382 Q9Y559, PO8621, Q53GS9, P61326, Q00839, PO9651, P17066 0,01
GOTERM_CC_DIRECT Gozootﬁieifm'c step 2 14 | 2,20 Q12874, Q13573, P62306, P17844, P42285, P11940, P62314, Q96DI7, QQUKMI, Q86V81, Q9Y5S9, P61326, Q00839, PO9E51 0,02
GOTERM_BP_DIRECT G0:0008380~RNA splicing 17 | 267 | Q12874,Q07021,P30153, P62306, Q86W42, Q8N163, P62312, 014325'3\1,;6612314, Q96DI7, 043143, Q16629, Q9Y559, 092945, PO8621, Q53GS9, 0,65
GOTERM_CC_DIRECT 0:0005 ii;;f’;’feosoma' 11 | 1,73 P62312, P11142, Q9YAY9, Q12874, Q13573, Q15382, P62306, P08621, Q8N163, Q53GS9, PO9E51 2,15
GOTERM_BP_DIRECT | GO:0006397~mRNA processing | 16 | 2,52 | Q9Y4Y9, Q12874, Q07021, P55265, Q8N163, Q14690, Q14498, 043143, Q16629, Q9Y5S9, Q92945, PO8621, Q53GS9, 043809, PO9E51, QENXGL 3,98
Annotation Cluster 9 ST
4,675789843215963
G0:0043488~regulation of MRNA P27695, 043242, P25786, Q9Y2L1, P47974, Q04637, Q99460, P62195, P20618, P28074, P11142, P11940, PODMVS, P17980, Q15008, Q92945,
GOTERM_BP_DIRECT stability 22| 346 P62333, P04792, P62191, 075832, Q8NC51, P28066 0,00
UP_KEYWORDS Proteasome 14 | 220 043242, Q5VYK3, P25786, Q99460, Q9UMX0, QOY5KS, P62195, P28074, P20618, P17980, Q15008, P62333, P62191, P28066 0,00
GOTERM_CC_DIRECT GO:OOOOSﬁ;;?;iteasome 15 | 236 043242, Q5VYK3, P25786, Q99460, QQUMXO, P62195, P28074, P20618, Q15008, P17980, P62333, P04792, P62191, 075832, P28066 0,00
GOTERM_BP_DIRECT GO:00380(SSi1gnl;llli|;/g NF-kappaB 15 | 236 043242, P25786, Q99460, P62195, P28074, P20618, P63208, Q15008, P17980, Q13616, P62333, P62191, 075832, P28066, Q04864 0,00
GOTERM_Bp_DIRecT | G0:0006521%regulation of cellular |3 |, ) P20618, P28074, 043242, P25786, P17980, Q15008, P62333, Q99460, P15559, P62191, 075832, P28066, P62195 0,00
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G0:0051437~positive regulation
of ubiquitin-protein ligase activity

signaling pathway

GOTERM_BP_DIRECT | © ; . ctivi 15 | 236 P20618, P28074, 043242, 043684, P25786, P63208, Q13616, P17980, Q15008, P62333, Q99460, P62191, 075832, P28066, P62195 0,00
involved in regulation of mitotic
cell cycle transition
G0:0002479~antigen processing
GOTERM_BP_DIRECT | 2" Presentation of exogenous 13 | 2,04 P20618, P28074, 043242, P25786, P17980, Q15008, P01891, P62333, Q99460, P62191, 075832, P28066, P62195 0,00
peptide antigen via MHC class |,
TAP-dependent
G0:0031145~anaphase-promoting
GOTERM_BP_DIRECT |  complex-dependent catabolic 14 | 220 P20618, P28074, 043242, 043684, P25786, P17980, Q15008, Q13618, P62333, 099460, P62191, 075832, P28066, P62195 0,01
process
G0:0051436~negative regulation
GOTERM_BP_DIRECT | of ubiquitin-protein ligase activity | 13 | 2,04 P20618, P28074, 043242, 043684, P25786, P17980, Q15008, P62333, Q99460, P62191, 075832, P28066, P62195 0,02
involved in mitotic cell cycle
GOTERM_CC_DIRECT 60:0022624proteasome 7 | 1,10 043242, P17980, Q15008, P62333, Q99460, P62191, P62195 0,02
accessory complex
GOTERM_pp_pIRecT | G0:00022237stimulatory C-type |\ | o¢ 043242, P25786, P61088, 099460, P62195, P28074, P20618, P63208, Q15008, P17980, Q13616, P62333, P62191, 075832, P28066 0,05
lectin receptor signaling pathway
G0:0060071~Wnt signaling
GOTERM_BP_DIRECT | pathway, planar cell polarity 14 | 220 P20618, P28074, 043242, P25786, P61586, P17980, Q15008, 095782, P62333, Q99460, P62191, 075832, P28066, P62195 0,05
pathway
G0:0008540~proteasome
GOTERM_CC_DIRECT regulatory particle, base 6 | 094 P17980, P62333, 99460, P62191, 075832, P62195 0,05
subcomplex
0:0090090"negative regulation 043242, P25786, Q99460, Q13188, Q03135, P62195, P20618, Q13547, P28074, 060716, Q15008, P17980, Q13618, P62333, Q16539, P62191,
GOTERM_BP_DIRECT of canonical Wnt signaling 18 2,83 0,16
075832, P28066
pathway
G0:0033209~tumor necrosis
GOTERM_BP_DIRECT factor-mediated signaling 15 | 2,36 043242, P42224, P25786, P05787, Q99460, Q9ULZ3, P62195, P28074, P20618, Q15008, P17980, P62333, P62191, 075832, P28066 0,17
pathway
G0:0090263~positive regulation
GOTERM_BP_DIRECT of canonical Wnt signaling 15 | 2,36 Q96QK1, 043242, P25786, 099460, Q8N163, Q03135, P62195, P28074, P20618, Q15008, P17980, P62333, P62191, 075832, P28066 0,21
pathway
KEGG_PATHWAY hsa03050:Proteasome 11 | 1,73 P20618, P28074, 043242, P25786, P17980, Q15008, P62333, Q99460, P62191, P28066, P62195 0,17
GOTERM_CC_DIRECT 60:0005838"proteasome 5 | 079 Q15008, Q99460, P62191, 075832, P62195 0,56
regulatory particle
GOTERM._BP_DIRECT G0:0000209~protein s | 283 043242, P25786, Q99460, 072677, P62195, P20618, P28074, Q96PUS, P63208, P55786, Q13616, Q15008, P17980, P62333, Q13618, P62191, 071
polyubiquitination 075832, P28066
G0:0050852~T cell receptor
GOTERM_BP_DIRECT cianaling pathway 15 | 2,36 043242, P25786, P61088, 099460, P62195, P28074, P20618, P63208, Q15008, P17980, Q13616, P62333, P62191, 075832, P28066 1,77
G0:0043161~proteasome-
’ >~ PT 043242, 043684, P25786, Q99460, P62195, P20618, P28074, Q96PUS, P63208, Q15008, P17980, Q13616, P62333, Q13618, P62256, P62191,
GOTERM_BP_DIRECT mediated ubiquitin-dependent 18 2,83 2,13
. . 075832, P28066
protein catabolic process
G0:0038095~Fc-epsilon receptor
GOTERM_BP_DIRECT 16 | 252 043242, P25786, P61088, 099460, P62195, P20618, P28074, PODP23, P63208, Q15008, P17980, Q13616, P62333, P62191, 075832, P28066 3,77
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Annotation Cluster

Enrichment Score:

10 3,5241078218250763

KEGG_PATHWAY < 101200:Carbon metaboliom 2% | 39 P24752, P23368, Q3LXA3, P171;4I,9§(6)(;,52i,1 2471317;56, 53;134;)6 ;22:;1,0;,72320%202905;753, gg:;ssé 39953\,/\/;9155 7%98&99, P08559, 043837, Q02218, 0,00
UP_KEYWORDS Tricarboxylic acid cycle 8 | 126 P11177, 075874, Q96199, P48735, P07954, 043837, 099798, PO8559 0,01
GOTERM_BP_DIRECT Go:00060993rci|c:rboxylic acid 9 |14 P11177, 075874, Q96199, P48735, P07954, 043837, Q02218, Q99798, PO8559 0,01
KEGG_PATHWAY | hsa00020:Citrate cycle (TCA cycle) | 10 | 1,57 P11177, 075874, Q96199, Q16822, P48735, PO7954, 043837, Q02218, Q99798, PO8S559 0,04
GOTERM_BP DIRecT |  ©0:0006103"2-oxoglutarate 7 | 1,10 075874, P17174, POOS05, P48735, 043837, Q02218, Q6YP21 0,05

metabolic process
GOTERM_MF_DIRECT | G0:0051287~NAD binding 8 | 126 P23368, P31937, 075874, P48735, 043837, Q49A26, P23526, 075306 0,63
GOTERM_BP_DIRECT GO:OOOMOZE:ZCC:;?E metabolic | ;1 ¢ 63 075874, P48735, 043837, 099798 0,80
KEGG_PATHWAY hsa01210:2-Oxocarboxylic acid 6 | o094 075874, P17174, PO0505, P48735, 043837, Q99798 2,57

metabolism

KEGG_PATHWAY hs""OlBO:BiO;‘é?;?“is ofamino |, |4 g9 P11908, PO0966, 075874, P08237, Q96C36, P17174, PO0S05, PA8735, 043837, P54886, 099798, P29401 2,86

Annotation Cluster Enrichment Score:

11 3,4671068269384766

SMART SM00250:PLEC 6 |09 060437, QOUPN3, P15924, P58107, Q03001, Q92817 0,00
UP_SEQ_FEATURE repeat:Plectin 2 6 |09 060437, QQUPN3, P15924, P58107, Q03001, Q92817 0,00
UP_SEQ_FEATURE repeat:Plectin 1 6 |09 060437, QOUPN3, P15924, P58107, Q03001, Q92817 0,00
INTERPRO IPRO01101:Plectin repeat 6 |09 060437, QQUPN3, P15924, P58107, Q03001, Q92817 0,00
UP_SEQ_FEATURE repeat:Plectin 7 5 | 079 QOUPNS3, P15924, P58107, Q03001, Q92817 0,02
UP_SEQ_FEATURE repeat:Plectin 6 5 | 079 QOUPNS3, P15924, P58107, Q03001, Q92817 0,02
UP_SEQ_FEATURE repeat:Plectin 4 5 | 079 QOUPNS3, P15924, P58107, Q03001, Q92817 0,02
UP_SEQ_FEATURE repeat:Plectin 5 5 | 079 QOUPNS3, P15924, P58107, Q03001, Q92817 0,02
UP_SEQ_FEATURE repeat:Plectin 3 5 | 079 QOUPNS3, P15924, P58107, Q03001, Q92817 0,02
SMART SMO00150:SPEC 7 | 110 060437, QOUPN3, Q01082, P15924, Q03001, Q92817, Q13813 0,24
UP_SEQ_FEATURE repeat:Plectin 9 4 | o063 Q9UPN3, P15924, P58107, Q03001 0,51
UP_SEQ_FEATURE repeat:Plectin 8 4 | 063 QOUPN3, P15924, P58107, Q03001 0,51
UP_SEQ_FEATURE repeat:Plectin 10 4 | o063 Q9UPN3, P15924, P58107, Q03001 0,51
UP_SEQ_FEATURE repeat:Plectin 11 4 | 063 QOUPN3, P15924, P58107, Q03001 0,51
INTERPRO IPRO18159:Spectrin/alpha-actinin 7 1,10 060437, QQUPN3, Q01082, P15924, Q03001, Q92817, Q13813 0,59
UP_SEQ_FEATURE repeat:Spectrin 2 6 |09 060437, Q9UPN3, Q01082, P15924, Q03001, Q13813 1,99
UP_SEQ_FEATURE repeat:Spectrin 1 6 |09 060437, Q9UPN3, Q01082, P15924, Q03001, Q13813 1,99
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region of interest:Central fibrous

UP_SEQ_FEATURE e 3 | 047 P15924, Q03001, Q92817 9,36
UP_SEQ_FEATURE repeat:Plectin 16 3 | 047 QOUPN3, P15924, P58107 9,36
UP_SEQ_FEATURE repeat:Plectin 17 3 | 047 Q9UPN3, P15924, P58107 9,36
UP_SEQ_FEATURE region of interest:Globular 1 3 0,47 P15924, Q03001, Q92817 9,36
UP_SEQ_FEATURE repeat:Plectin 14 3 | 047 Q9UPN3, P15924, P58107 9,36
UP_SEQ_FEATURE region of interest:Globular 2 3 0,47 P15924, Q03001, Q92817 9,36
UP_SEQ_FEATURE repeat:Plectin 15 3 | 047 QOUPN3, P15924, P58107 9,36
UP_SEQ_FEATURE repeat:Plectin 12 3 | 047 Q9UPN3, P15924, P58107 9,36
UP_SEQ_FEATURE repeat:Plectin 13 3 | 047 QOUPN3, P15924, P58107 9,36
Annotation Cluster Enrichment Score:

12 3,2596958604528044
GOTERM_CC_DIRECT | GO:0030127~COPII vesicle coat 6 |09 Q15437, 095487, 15436, P53992, Q9Y3B3, 095486 0,02
INTERPRO 'PR006896:ZZC${ :EC24’ trunk 5 | 079 Q15437, 095487, Q15436, P53992, 095486 0,03
INTERPRO 'PROOGgOO:S(j;Zn?’a/;eCM’ helical 5 | 0,79 Q15437, 095487, Q15436, P53992, 095486 0,03
INTERPRO IPR0129905:::;‘2N?}{: iecz‘l beta- 5 | o079 Q15437, 095487, Q15436, P53992, 095486 0,03
INTERPRO 'Pzgggifssigzgﬁer' 5 | 0,79 Q15437, 095487, Q15436, P53992, 095486 0,03
COG_ONTOLOGY '"trace”“s'z:;;g:ki”g and 11 | 1,73 Q15437, 000629, 095487, Q15436, Q14974, QONRW?7, P52292, Q8TEX9, P53992, P51809, 095486 0,02
G0:0002474~antigen processing
GOTERM_BP_DIRECT and presentation of peptide 7 1,10 095487, Q15436, P53992, P51572, P01891, Q03519, 095486 1,11
antigen via MHC class |
INTERPRO IPRO07123:Gelsolin domain 5 | 079 Q15437, 095487, Q15436, P53992, 095486 1,63
UP_KEYWORDS ER-Golgi transport 10 | 1,57 Q15437, 095487, Q15436, 060763, P35606, P53992, P51572, Q13618, 095486, 043264 3,41
Annotation Cluster Enrichment Score:
13 3,045366059579948
GOTERM_BP_DIRECT Goﬂon?(ilgdsfg;‘iﬁz;se to 15 | 236 Q8TCJ2, Q9BUNS, P61604, P31689, P07900, P11142, Q96CS3, P34931, PO8238, P54652, P25685, P07996, P04792, P17066, Q9BS26 0,00
GOTERM_MF_DIReCT | G0:0051082"unfolded protein 8 | 283 Q9H173, Q15185, P31689, P34931, P54652, P25685, Q92526, P38646, 099832, P61604, P11142, P07900, P08238, P48643, PODMVS, P11021, 0,00
binding Q9Y266, P17066
INTERPRO IPRO18181:Heat shock protein 70, | | 4 14 P11142, P34931, PODMVS, P54652, P11021, P17066, P38646 0,01
conserved site

INTERPRO 'PR°13126:Hiztn::l‘;°k protein70 |51 119 P11142, P34931, PODMVS, P54652, P11021, P17066, P38646 0,01
UP_KEYWORDS Stress response 13 | 2,04 P61604, PO7900, P11142, P34931, Q14011, P08238, PODMVS, P54652, P25685, Q16539, P04792, P17066, Q9BS26 0,08
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G0:0031072~heat shock protein

activating ATPase activity

GOTERM_MF_DIRECT binding 9 | 1,42 P11142, P34931, Q12907, P08238, Q92769, PODMVS, Q02218, P17066, Q08752 0,19
GOTERM_BP_DIRECT | GO:0042026~protein refolding 6 | o094 P07900, P11142, P34931, PODMVS, P54652, P17066 0,24
Annotation Cluster Enrichment Score:
14 3,002881522793542
UP_KEYWORDS Lipid biosynthesis 17 | 267 | Q15185 Q01581 015121, Q16850, Q6YIH2, Q7L5N7, Q13085, Q15§:|,Uc;(;0116, Q13907, Q15392, 095864, 000767, P48449, Q8NF37, P37268, 0,00
GOTERM_BP_DIRECT 60:0006695"cholesterol 9 | 1,42 Q01581, Q15738, Q16850, Q13907, Q14534, Q15392, Q14739, P48449, P37268 0,10
biosynthetic process
UP_KEYWORDS Cholesterol biosynthesis 6 | o094 Q01581, 15738, Q16850, Q13907, 15392, P37268 0,31
UP_KEYWORDS Cholesterol metabolism 9 | 1,42 Q01581, 15738, Q16850, Q13907, Q15392, 075477, 015118, P37268, P22570 0,48
UP_KEYWORDS Steroid biosynthesis 7 | 1,10 Q01581, Q15738, Q16850, Q13907, Q15392, P48449, P37268 0,89
UP_KEYWORDS Sterol biosynthesis 6 |09 Q01581, Q15738, Q16850, Q13907, Q15392, P37268 1,22
UP_KEYWORDS Sterol metabolism 9 |14 Q01581, Q15738, Q16850, Q13907, Q15392, 075477, 015118, P37268, P22570 1,43
UP_KEYWORDS Steroid metabolism 10 | 1,57 Q01581, Q15738 P52895, Q16850, Q13907, Q15392, 075477, 015118, P37268, P22570 1,85
KEGG_PATHWAY hsa00100:Steroid biosynthesis 6 | 0,94 Q15738, Q16850, Q14534, Q15392, P48449, P37268 5,51
Annotation Cluster Enrichment Score:
15 2,8958046097144416
Category Term Count % Genes FDR
GOTERM_BP_DIRECT GO:OOOMOGHU’“CTE'\LQ exportfrom |\, | 559 Q96EE3, Q8WUMO, Q10570, P52594, Q9UKF6, Q86W42, 075694, Q9Y5S9, Q16629, Q86VS1, Q7Z3B4, P61326, 092900, P82979 0,12
GOTERM_BP_DIRECT 60:003 1:;1;2;::* 3-end 9 | 1,42 Q10570, Q86V81, Q16629, Q9Y559, QOUKF6, Q86W42, P61326, 043809, P82979 0,71
GOTERM_pp_pIRecT | G0:0006369~termination of RNA | 15| o5 Q10570, Q86V81, 016629, Q9Y5S9, P62306, QOUKFE, Q86W42, P61326, 043809, P82979 0,85
polymerase Il transcription
GOTERM_BP_DIRECT GO:OOOG4°iL§g’:;"”°" from 8 | 1,2 075694, Q86V81, Q16629, Q9Y5S9, Q86WA42, P61326, PO9ES51, P82979 6,20
Annotation Cluster Enrichment Score:
16 2,7772492049630806
GOTERM_CC_DIRECT 60:0022624"proteasome 7 | 1,10 043242, P17980, Q15008, P62333, Q99460, P62191, P62195 0,02
accessory complex
G0:0008540~proteasome
GOTERM_CC_DIRECT regulatory particle, base 6 | o094 P17980, P62333, Q99460, P62191, 075832, P62195 0,05
subcomplex
KEGG_PATHWAY hsa03050:Proteasome 11 | 1,73 P20618, P28074, 043242, P25786, P17980, Q15008, P62333, Q99460, P62191, P28066, P62195 0,17
GOTERM_CC_DIRECT 60:0031597"cytosolic 5 | 079 P17980, P62333, P62191, QIY5KS, P62195 0,37
proteasome complex
INTERPRO IPR005937:26S proteasome 4 | o063 P17980, P62333, P62191, P62195 1,17
subunit P45
GOTERM_MF_DIRECT | ©0:0036402%proteasome- 4 | o063 P17980, P62333, P62191, P62195 1,40
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IPRO03960:ATPase, AAA-type,

INTERPRO . 6 | 0,94 Q96TA2, 075351, P17980, P62333, P62191, P62195 3,11
conserved site
GOTERM_cc_DIRecT | CO:0031595™nuclear proteasome | )| o3 P17980, P62333, P62191, P62195 2,91
- - complex
SMART SM00382:AAA 12 | 1,89 P61221, Q96TA2, 075351, P61011, Q14204, P17980, P36776, P62333, Q03519, P28288, P62191, P62195 3,38
G0:0045899~positive regulation
GOTERM_BP_DIRECT of RNA polymerase Il 4 | o063 P17980, P62333, P62191, P62195 5,86
- - transcriptional preinitiation
complex assembly
GOTERM_BP_DIRECT 60:003016;22?:'” catabolic 7 | 1,10 075503, P50897, P17980, P36776, P62333, P62191, P62195 5,88
Annotation Cluster Enrichment Score:
17 2,7438169836260418
INTERPRO PRO12336:Thioredoxin-ike fold | 17 | 2,67 094888, Q96CS3, Q9H2J4, Q14554, P07203, QOY2Q3, Q8IXBL, 01431%52360044, Q9Y696, P09211, P10599, PO7237, 043324, Q16881, Q96117 0,01
UP_KEYWORDS Redox-active center 10 | 157 P25325, Q8NOUS, Q8IXB1, Q14554, P30044, PO0390, P10599, P07237, Q16881, Q96117 0,02
GOTERM_BP_DIRECT Go;oiﬁ:ggstc:s':sre‘jox 13 | 2,04 P27695, Q14554, P00390, P07203, Q8IXB1, 014530, P30044, P10599, Q16881, P07237, Q96)J7, P48506, Q9BS26 0,04
INTERPRO IPRO13766:Thioredoxin domain 8 | 1,26 Q8IXB1, 014530, Q14554, P30044, P10599, P07237, Q96117, Q9BS26 0,67
GOTERM_BP_DIRECT (0:0034976"response to 10 | 1,57 Q8IXB1, 094874, Q14554, P07237, PO5198, P57088, QOUMX0, P07996, Q96117, Q9BS26 2,69
endoplasmic reticulum stress
INTERPRO IPRO17937:Thioredoxin, 5 | 079 Q8IXB1, Q14554, P10599, P07237, Q96117 3,54
conserved site
Annotation Cluster Enrichment Score:
18 2,541511794319901
UP_KEYWORDS FAD 13 | 2,04 Q9H845, 000116, Q3LXA3, Q15392, 14534, Q6NUMO, PO0390, Q16881, P13804, P21397, P15559, P22570, P16435 0,21
UP_KEYWORDS Flavoprotein 13 | 2,04 Q9H845, 000116, Q3LXA3, Q15392, Q14534, Q6NUMS9, PO0390, Q16881, P13804, P21397, P15559, P22570, P16435 0,55
UP_SEQ_FEATURE ”“c'e°t'dfez’§;i2\a;e'b'”d'”g 8 | 1,26 Q14534, Q15392, P00390, Q16881, P13804, P15559, P22570, P16435 5,53
Annotation Cluster Enrichment Score:
20 2,2293690683880594
INTERPRO IPR011545:DNA/RNA helicase, 10 | 1,57 QINR30, P42285, 092499, 095786, 043143, 000571, P17844, Q14240, Q8IY21, P60842 0,85
DEAD/DEAH box type, N-terminal
SMART SM00490:HELICc 11 | 1,73 P51531, QONR30, P42285, 092499, 095786, 043143, 000571, P17844, 014240, Q8IY21, P60842 1,81
UP_KEYWORDS Helicase 13 | 2,04 P51531, QONR30, 000571, Q14240, P17844, P60842, P33991, P42285, Q92499, 043143, 095786, Q8IY21, Q92900 2,24
SMART SM00487:DEXDc 11 | 1,73 P51531, QINR30, P42285, 092499, 095786, 043143, 000571, P17844, Q14240, Q8IY21, P60842 2,08
UP_SEQ_FEATURE domain:Helicase C-terminal 11 | 1,73 P51531, QONR30, P42285, 092499, 095786, 043143, 000571, P17844, 014240, Q8IY21, P60842 3,74
GOTERM_MF_DIRECT GO:0004?](]eﬁgjizr\’lftr;de”t RNAL g | 142 QINR30, P42285, 092499, 043143, 000571, P17844, Q14240, Q92900, P60842 3,82
UP_SEQ_FEATURE domain:Helicase ATP-binding 11 | 1,73 P51531, QONR30, P42285, 092499, 095786, 043143, 000571, P17844, 014240, Q8IY21, P60842 5,51
INTERPRO IPRO01650:Helicase, C-terminal | 11 | 1,73 P51531, QINR30, P42285, 092499, 095786, 043143, 000571, P17844, Q14240, Q8IY21, P60842 5,90
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IPR014001:Helicase, superfamily

INTERPRO o9 . 11 | 1,73 P51531, Q9NR30, P42285, 092499, 095786, 043143, 000571, P17844, Q14240, Q8IY21, P60842 6,70
1/2, ATP-binding domain
Annotation Cluster Enrichment Score:
21 2,2126864376302096
KEGG_PATHWAY hs300280:Valine, leucine and 11 | 1,73 Q01581, P24752, Q86V21, P80404, P31937, Q6NVY1, P30084, Q9BWD1, P55084, Q99714, P35914 0,31
isoleucine degradation
KEGG_PATHWAY | hsa00650:Butanoate metabolism | 7 | 1,10 Q01581, P24752, Q86V21, P80404, P30084, Q9BWD1, P35914 4,34

INTERPRO IPRO16039:Thiolase-like 4 | o063 Q01581, P24752, Q9BWD1, P55084 8,24

Annotation Cluster Enrichment Score:
22 2,2123710819078224
_ o ) QOH173, Q96T76, 000629, Q9Y446, QINTI5, Q5VYK3, Q9BTWS, Q14974, QOUIAY, Q8TEX9, P30153, Q9Y5L0, Q99460, QONZL4, Q15021, Q8TFOS,

INTERPRO IPR011989:Armadillo-like helical 22 3,46 060716, QUSAMS, P52292, QOHAV4, 095782, 043747 0,05
UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 6 7 | 110 Q96T76, Q8TFO5, Q5VYK3, 014974, Q08AM6, QSTEX9, P30153 0,52
UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 5 7 | 1,10 Q96T76, Q8TFO5, Q5VYK3, Q14974, QO8AMS6, QSTEX9, P30153 1,23
UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 3 8 | 1,26 Q96T76, Q8TFO5, Q5VYK3, Q14974, Q9BTWY, QOSAMS, Q8TEX9, P30153 1,58
UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 4 7 | 110 Q96T76, Q8TFO5, Q5VYK3, Q14974, Q08AM6, QSTEX9, P30153 3,68
UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 1 8 | 1,26 Q96T76, Q8TFO5, Q5VYK3, Q14974, QOBTWY, QO8AMS6, QSTEX9, P30153 3,80
UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 2 8 | 1,26 Q96T76, Q8TFO5, Q5VYK3, Q14974, Q9BTWI, QOSAMS, QSTEX9, P30153 3,80
Annotation Cluster Enrichment Score:

24 2,1238582210597885
KEGG_PATHWAy | Ns300250:Alanine, aspartateand | o |, /) Q06210, PO0966, PRO404, PO8243, QONQR4, 094925, P17174, P30038, PO0505 0,78
glutamate metabolism
UP_SEQ_FEATURE binding site:Aspartate 3 0,47 P00966, P17174, PO0505 4,89
Annotation Cluster Enrichment Score:
26 2,099604558796067
UP_SEQ_FEATURE calcium-binding region:1 13 | 2,04 PODP23, Q02818, P17655, QOUPN3, P27482, Q03001, 095302, Q7L5N7, P80303, Q14257, Q8NF37, P42566, Q13813 1,28
UP_SEQ_FEATURE domain:EF-hand 2 16 | 2,52 | Q02818 QOUPN3, P17655, Q03001, P60660, 095302, Q7L5N7, P80303, Q13813, PODP23, P27482, Q96FQ6, Q8NF37, Q14257, P29034, P42566 1,39
UP_SEQ_FEATURE domain:EF-hand 1 16 | 252 | Q02818 Q9UPN3, P17655, Q03001, P60660, 095302, Q7L5N7, P80303, 13813, PODP23, P27482, Q96FQ6, Q8NF37, Q14257, P29034, P42566 1,39
UP_SEQ_FEATURE calcium-binding region:2 12 | 1,89 Q02818, PODP23, P17655, Q9UPN3, P27482, Q03001, 095302, Q7L5N7, P80303, Q14257, P42566, Q13813 2,19
INTERPRO 'PROlgML}iZ'i':ZZ?t:' calcium- 15 | 236 Q02818, Q9UPN3, P17655, Q03001, 095302, Q7L5N7, 095202, P80303, Q13813, PODP23, P27482, Q96FQ6, Q14257, P29034, P42566 4,92
SMART SM00054:EFh 12 | 1,89 PODP23, QUPN3, P27482, P60660, Q03001, 095302, Q7LSN7, P80303, Q14257, Q8NF37, P42566, Q13813 5,21

INTERPRO PRO02048EF-hand domain 17 | 267 | 002818 Q9UPN3,P17655, Q03001, POGEO, 095302, 095202, Q7L5’L\l472,5P6860303, Q13813, PODP23, P27482, Q96FQ6, Q8NF37, Q14257, P29034, 79

Annotation Cluster Enrichment Score:
27 2,0764524787592467
INTERPRO IPRO06115:6-phosphogluconate 3 | 047 P31937, P52209, Q49A26 5,38

dehydrogenase, NADP-binding
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G0:0004616~phosphogluconate

GOTERM_MF_DIRECT | dehydrogenase (decarboxylating) 3 0,47 P31937, P52209, Q49A26 5,94
activity
Annotation Cluster Enrichment Score:
28 2,048566337119001
UP_SEQ_FEATURE repeat:ARM 4 6 0,94 000629, Q9Y446, 060763, 060716, P52292, Q9NZL4 4,46
UP_SEQ_FEATURE repeat:ARM 8 5 0,79 000629, Q9Y446, 060763, 060716, P52292 7,56
UP_SEQ_FEATURE repeat:ARM 3 6 0,94 000629, Q9Y446, 060763, 060716, P52292, Q9NZL4 8,52
UP_SEQ_FEATURE repeat:ARM 2 6 0,94 000629, Q9Y446, 060763, 060716, P52292, Q9NZL4 9,55
SMART SMO00185:ARM 6 0,94 000629, Q9Y446, 060763, Q14974, 060716, P52292 7,44
Annotation Cluster Enrichment Score:
29 2,028103320352812
UP_KEYWORDS Aminotransferase 6 0,94 Q06210, P80404, P17174, PO0505, P04181, Q6YP21 0,65
INTERPRO IPRO15424:Pyridoxal phosphate- | | 4 |, 015269, P80404, P17174, 095470, PO0S05, P04181, Q6YP21 5,00
dependent transferase
IPRO15421:Pyridoxal phosphate-
INTERPRO dependent transferase, major 7 1,10 015269, P80404, P17174, 095470, PO0505, P04181, Q6YP21 5,00
region, subdomain 1
Annotation Cluster Enrichment Score:
32 1,9918805503874084
GOTERM_CC_DIRECT G0:0005643~nuclear pore 9 1,42 000629, Q14974, Q8WUMO, P52594, 075694, Q9UIA9, P52292, Q8TEX9, P57088 4,71
SMART SMO00185:ARM 6 0,94 000629, Q9Y446, 060763, Q14974, 060716, P52292 7,44
Annotation Cluster Enrichment Score:
33 1,9144566024265315
SMART SMO00150:SPEC 7 1,10 060437, QOUPN3, Q01082, P15924, Q03001, Q92817, Q13813 0,24
INTERPRO IPRO18159:Spectrin/alpha-actinin 7 1,10 060437, Q9UPN3, Q01082, P15924, Q03001, Q92817, Q13813 0,59
UP_SEQ_FEATURE repeat:Spectrin 2 6 0,94 060437, Q9UPN3, Q01082, P15924, Q03001, Q13813 1,99
UP_SEQ_FEATURE repeat:Spectrin 1 6 0,94 060437, QQUPN3, Q01082, P15924, Q03001, Q13813 1,99
UP_SEQ_FEATURE repeat:Spectrin 4 5 0,79 060437, Q9UPN3, Q01082, Q03001, Q13813 6,38
UP_SEQ_FEATURE repeat:Spectrin 3 5 0,79 060437, Q9UPN3, Q01082, Q03001, Q13813 7,56
UP_SEQ_FEATURE repeat:Spectrin 17 4 0,63 Q9UPN3, Q01082, Q03001, Q13813 9,12
UP_SEQ_FEATURE repeat:Spectrin 16 4 0,63 Q9UPN3, Q01082, Q03001, Q13813 9,12
UP_SEQ_FEATURE repeat:Spectrin 15 4 0,63 Q9UPN3, Q01082, Q03001, Q13813 9,12
UP_SEQ_FEATURE repeat:Spectrin 14 4 0,63 Q9UPN3, Q01082, Q03001, Q13813 9,12
UP_SEQ_FEATURE repeat:Spectrin 13 4 0,63 Q9UPN3, Q01082, 03001, Q13813 9,12
UP_SEQ_FEATURE repeat:Spectrin 12 4 0,63 Q9UPN3, Q01082, Q03001, Q13813 9,12
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phosphorylation

UP_SEQ_FEATURE repeat:Spectrin 11 4 0,63 Q9UPN3, 01082, 003001, Q13813 9,12
UP_SEQ_FEATURE repeat:Spectrin 10 4 0,63 Q9UPN3, Q01082, Q03001, Q13813 9,12
Annotation Cluster Enrichment Score:
34 1,9041764150492835
UP_SEQ_FEATURE repeat:WD 5 17 267 Q96EE3, P63151, 043684, Q9GZS3, Q9Y3F4, Q2TAY7, 015143, P35606, Q16576, Q86W42, Q13347, Q96DI7, Q09028, 095834, Q9BZH6, Q14137, 6,13
P63244
UP_SEQ_FEATURE repeat:WD 6 15 | 2,36 Q96EE3, P63151, Q9GZS3, Q9Y3F4, Q2TAY7, 015143, P35606, Q16576, Q86W42, Q96DI7, Q09028, Q9BZH6, Q14137, 095834, P63244 6,45
INTERPRO 'PROZOMZ:G':’JSE‘;L” beta WD-40 | 15 | 7 QO6EE3, 043684, 09028, Q96DI7, Q9GZS3, Q9Y3F4, Q2TAY7, P35606, P63244, Q16576 6,83
SMART SM00320:WD40 17 267 Q96EE3, P63151, 043684, Q9GZS3, Q9Y3F4, Q2TAY7, 015143, P356(LEZ3(§]£1576, Q86W42, Q13347, Q96DI7, Q09028, 095834, Q9BZH6, Q14137, 8,62
Annotation Cluster Enrichment Score:
35 1,8717664456004066
GOTERM_BP_DIRECT GO:OOOGG;XSi;?ttiZ\;amd beta- 9 1,42 P24752, Q16698, Q6NVY1, P23786, P30084, P42126, Q9BWD1, P55084, P28288 0,29
INTERPRO IPR0O16039:Thiolase-like 4 0,63 Q01581, P24752, Q9BWD1, P55084 8,24
Annotation Cluster Enrichment Score:
37 1,8231548229408414
GO0:0006418~tRNA
GOTERM_BP_DIRECT aminoacylation for protein 9 1,42 Q9Y285, Q15046, Q9Y2Z4, Q9NSD9, 043324, P41250, P54577, Q15181, P54136 0,14
translation
UP_KEYWORDS Aminoacyl-tRNA synthetase 7 1,10 Q9Y285, Q15046, Q9Y2Z4, QONSD9, P41250, P54577, P54136 1,39
Annotation Cluster Enrichment Score:
38 1,781096723236427
GOTERM_MF_DIRecT | ©0:0016651 0xidoreductase 5 | 079 Q16698, P28331, Q16718, 000217, 075306 0,75
activity, acting on NAD(P)H
UP_KEYWORDS Electron transport 12 1,89 075489, Q9P0JO, P10599, 095864, Q9NX14, P28331, Q16881, P13804, Q16718, 000217, P22570, 075306 0,71
UP_KEYWORDS Mitochondrion inner membrane 19 2,99 Q96TA2, 075489, Q9P0JO, QI9Y6CY, QINX14, Q3ZCQ8, 095202, P56385, P54886, Q9H061, P05141, P48047, P23786, P28331, P55084, Q16718, 2,62
075947, P36542, 075306
GOTERM_MF_DIRECT GO:0003954~NAPH 4 0,63 075489, Q9P0JO, 000217, 075306 3,66
dehydrogenase activity
UP_KEYWORDS Ubiquinone 6 0,94 075489, Q9P0JO, P28331, Q16718, 000217, 075306 5,66
GOTERM_CC_DIRecT | ©0:0005747"mitochondrial 7 | 110 075489, Q9P0JO, Q9NX14, P28331, Q16718, 000217, 075306 9,14
respiratory chain complex |
hsa00190:0xidative
KEGG_PATHWAY ohosphorylation 16 | 2,52 075489, Q9P0JO, Q9NX14, P56385, 000217, Q15181, P21283, P21281, P38606, P48047, P54707, P28331, Q16718, 075947, P36542, 075306 9,93
Annotation Cluster Enrichment Score:
39 1,7562765283001558
UP_KEYWORDS Hydrogen ion transport 8 1,26 P38606, P48047, P54707, P56385, 075947, P21283, P36542, P21281 1,00
hsa00190:Oxidative
KEGG_PATHWAY 16 2,52 075489, Q9P0JO, Q9NX14, P56385, 000217, Q15181, P21283, P21281, P38606, P48047, P54707, P28331, Q16718, 075947, P36542, 075306 9,93
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Annotation Cluster
42

Enrichment Score:
1,6689640013081333

KEGG_PATHWAY | hsa00650:Butanoate metabolism | 7 | 1,10 Q01581, P24752, Q86V21, P80404, P30084, Q9BWD1, P35914 4,34
GOTERM_BP_DIRECT | G0:0001889~liver development 9 | 1,42 QO1581, P25325, P24752, Q86V21, PO0966, Q16706, POS243, QOUGPS, P35914 8,99
Annotation Cluster Enrichment Score:
43 1,643584076185552
G0:0005851~eukaryotic
GOTERM_CC_DIRECT | translation initiation factor 2B 4 | o063 Q9NR50, P49770, PO5198, Q14232 1,10
complex
UP_KEYWORDS Leukodystrophy 6 | 094 P20700, Q96C36, QINRS0, P49770, P54136, Q14232 1,76
OMIM_DISEASE 603896"Leukoencephalopathy 3 | 047 QINRS0, P49770, Q14232 9,91
with vanishing white matter
Annotation Cluster Enrichment Score:
52 1,4452983511847441
UP_KEYWORDS Hydrogen ion transport 8 | 1,26 P38606, P48047, P54707, PS6385, 075947, P21283, P36542, P21281 1,00
G0:0005753~mitochondrial
GOTERM_CC_DIRECT | proton-transporting ATP synthase | 5 | 0,79 P48047, P56385, P30405, 075947, P36542 7,44
complex
Annotation Cluster Enrichment Score:
64 1,13832750283253
GOTERM_MF_DIRECT 60:0031492bi22ic:3g°”ma' ONA 1 40 | 1,57 P84243, Q13547, 075367, Q09028, Q12824, Q92769, P68431, P18754, Q71DI3, 096019 0,06
GOTERM_CC_DIRECT Gozggfgﬁi’;ﬁ:'ear 9 |14 P84243, Q15021, 075367, P52701, 060216, Q12824, P11387, P68431, P62805 0,63
UP_KEYWORDS Citrullination 10 | 1,57 P84243, P36578, P62750, Q86V81, P68431, QONYFS, P27635, Q71DI3, Q00839, P62805 4,21
Effets communs des QDs :
Category Term Count % Genes FDR
Annotation Cluster 1 ST
8,365096020530705
P49748, QINX46, QINX47, 043615, P12931, P42126, 095831, P61604, Q8NFF5, Q96EY7, Q7Z2W9, QIYEMO, P23396, P22695, P49419, Q96Q11,
. . QINYKS, P10515, 000217, P39748, P22570, P50336, Q07812, P82930, P28331, Q16836, 000154, Q6L8Q7, Q9H2U2, Q9UII7, Q16698, PO9EEI,
UP_KEYWORDS Mitochondrion >4 11561\ 095571, swwCa, 095674, P06493, QOHD33, P51398, QSIRX3, QSTCSS, P30048, P35914, Q16891, P14406, 12849, Q9H3P7, PA9821, 094826, 0,00
P34897, QUBX3, Q13637, 043169, P50213, Q9Y3D9
P49748, Q9H2U2, QONX46, Q16698, 043615, P42126, 095571, Q8WWC4, Q9HD33, 095831, Q8NFF5, Q96EY7, P51398, Q5IRX3, Q8TCSS, P30048,
UP_KEYWORDS Transit peptide 33 | 9,54 Q722W9, P49419, P22695, Q16891, P35914, Q96Q11, P14406, Q12849, P49821, P10515, P34897, 000217, P22570, P28331, P50213, Q16836, 0,00
Q6L8Q7
GOTERM_CC_DIRECT | 0:0005739~mitochondrion so | 1705| PA9748 QOBPWS, 043615, P12931, P42126, 043847, 095831, 075146, P61604, QIGEY7, PAS792, QOY6MS, P22695, PA9419, Q96Q11, QONYKS, 0,00

P10515, 000217, P48163, P39748, P22570, Q07812, P28331, P82930, Q15006, Q16836, 000154, Q96CW1, Q9UIJ7, Q16698, P09669, Q03518,
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P06493, 095571, Q8WWC4, Q9UG63, P30566, Q9HD33, 095479, P51398, Q5JRX3, Q8TCSS, P30048, P06241, P35914, Q16891, Q12849, Q9H3P7,
094826, Q9NQR4, P35613, P07858, P34897, Q13637, P26640, QINZLY, P12081, P50213, Q9Y3D9

G0:0005759~mitochondrial

P49748, Q9H2U2, Q9NX46, Q9UII7, Q16698, 043615, P42126, P10515, P34897, 095571, 000217, Q8WWC4, P22570, Q8NFF5, P61604, Q5JRX3,

GOTERM_CC_DIRECT matrix 25 | 723 P30048, P28331, P50213, Q16836, P23396, Q6L8Q7, P49419, P35914, Q96Q11 0,00
GOTERM Cc DIRECT | G0:0005743~mitochondrialinner | " | "|" P49748, 043615, P12931, Q9BPWS, P42126, PO9669, 095674, QBWWC4, QSHD33, 095831, QI6EY7, P51398, Q722W9, Q9Y6MS, P23396, P22695, 0.00
e membrane ' Q16891, P35914, QINYKS, P49821, P34897, QOUBX3, P22570, 043169, P82930, Q16836, Q9Y3D9 g
. o ) P49748, Q9H2U2, Q16698, 043615, P42126, 095571, Q8WWC4, QIHD33, 095831, P51398, Q96EY7, Q5JRX3, Q8TCSS, P30048, Q7Z2W9, P22695,
UP_SEQ_FEATURE | transit peptide:Mitochondrion 27| 7,80 P35914, Q96Q11, P14406, P49821, P10515, P34897, 000217, P22570, P28331, P50213, Q16836 0,00
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 2 6,143244318970467
) ) Q71UMS, P18124, P62750, P46778, P62277, Q07020, Q9HD33, P62280, P51398, PO9012, P62241, Q722W9, QOUHBY, P23396, P62701, QONYKS,
UP_KEYWORDS Ribonucleoprotein 27| 780 P08579, Q13151, P52272, 075643, QOUKMS, P82930, P08621, P42677, Q14764, Q9Y3D9, P26373 0,00
GOTERM_BP_DIRECT | G0:0019083~viral transcription 16 | 462 P18124, P62750, P46778, P78406, Q07020, P62277, P62280, P49792, P49790, Q8N1F7, P62241, P42677, P23396, P35658, P26373, P62701 0,00
UP_KEYWORDS Ribosomal protein 18 | 520 | QONYKS P18124,Q7LUMS, P62750, P46778, QQ7020, P62277, QSHD33, P62280, P51398, PB2930, Q722WS, P62241, P42677, Q9Y3D9, P23396, 0,00
P26373, P62701
GOTERM CC DIRECT C0:0005840~rTbosome 18 | 520 | P18124 Q71UMS, P62750, P46778, Q07020, P62277, P62280, PB2930, Q7Z2WS, P62241, P5198, P42677, Q15637, QIUHBI, Q9Y3D9, P23396, 0,00
- P26373, P62701
G0:0006413~translational
GOTERM_BP_DIRECT ot 16 | 462 P18124, P62750, P46778, 075821, Q07020, P62277, P62280, Q13347, Q9BY44, 060841, P62241, PO5198, P42677, P23396, P26373, P62701 0,00
GO0:0006614~SRP-dependent
GOTERM_BP_DIRECT | cotranslational protein targeting | 13 | 3,76 P62280, Q9Y5MS, P18124, P62750, P46778, P62277, Q07020, P62241, P42677, QOUHBY, P23396, P26373, P62701 0,00
to membrane
GOTERMLBP_DIRECT | GO:0006364~rRNA processing 1 | 520 P18124, Q71UMS, P62750, QONXF1, QOY2LL, P46778, Qo7ozo,P|;t;27%)717,Q C;92I3\7/J96, P62280, Q14137, P62241, P42677, P78346, P23396, P26373, 0,00
GOTERM MF DIRECT GO:0003735"structural 18 | 520 | P18124 Q71UMS, P62750, PA6778, 007020, P62277, Q9UBX3, Q9HD33, P62280, P51398, P82930, Q722W9, P62241, P42677, Q9Y3D9, P23396, 0,00
- - constituent of ribosome P26373, P62701
G0:0000184~nuclear-transcribed
GOTERM_BP_DIRECT MRNA catabolic process, 13 | 3,76 P62280, P18124, P62750, P46778, QOY5S9, P62495, P62277, 07020, P62241, P42677, P23396, P26373, P62701 0,01
nonsense-mediated decay
GOTERM_CC_DIRecT | ©0:0022627"cytosolic small 8 | 231 P62280, Q71UMS, Q9BY44, P62277, P62241, P42677, P23396, P62701 0,04
ribosomal subunit
GOTERM_ BP_DIRECT 60:0006412~translation 17 | 491 | P18124,Q71UMS, P62750, P14868, P46778, Q07020, P62277, Q9UE;);32,7F;612280, P12081, Q7Z2W9, P62241, P42677, Q9Y3D9, P23396, P26373, 0,07
KEGG_PATHWAY hsa03010:Ribosome 13 | 376 P62280, Q71UMS, P18124, P62750, P46778, P62277, Q07020, P62241, Q7Z2W9, P42677, P23396, P26373, P62701 0,74
Annotation Cluster 3 ST
5,714609022999148
GOTERM MF DIRECT | G0:0098641~cadherin binding 51 | 607 Q9UPN3, Q7L1Q6, P12931, P62750, P35613, Q9H2G2, Q9BR76, Q9UQBS, P37802, Q9Y6WS, Q14008, QOUBC2, Q16643, Q9HAMS, QOUHES, 0.00
- involved in cell-cell adhesion ' Q8WWM?7, Q9BY44, Q14C86, Q14258, Q9H3U1, P42566 '
, ~ , Q9UPNS3, Q7L1Q6, P62750, P35613, Q9H2G2, Q9UQBS, Q9BR76, P37802, Q9Y6WS5, QL4008, QOUBC2, Q16643, Q9H4MI, QIUHE5, Q8WWM7,
GOTERM_BP_DIRECT | GO:0098609~cell-cell adhesion 20 | 578 Q9BYA4, QLACH6, Q14258 QOH3UL, Pa2566 0,00
G0:0005913~cell-cell adherens Q9UPN3, Q7L1Q6, P12931, P62750, P35613, Q9H2G2, Q9BR76, Q9UQBS, P37802, Q9Y6WS, Q14008, QOUBC2, Q16643, Q9HAMS, QOUHES,
GOTERM_CC_DIRECT junction 21| 607 Q8WWM7, Q9BY44, Q14C86, Q14258, Q9H3U1, P42566 0,00
Annotation Cluster 4 TSI
4,088136179082066
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Q9Y5MS8, P61204, P12931, Q3LXA3, 043615, Q3ZCM7, Q13188, Q9H4MS, P17858, Q8NFF5, P54619, Q7L7X3, Q15382, Q81Y21, Q96Q11, QSNR19,
P21127, P49589, Q9UL25, P46459, Q13464, Q9H2G2, P54577, 043237, 060841, 015067, P84085, P62256, P56192, Q9Y6GY, P34932, QSUIJ7,

UP_KEYWORDS Nucleotide-binding 8 11676\ n9uqie, P14868, Q7L014, QO3518, POG493, Q14166, QONZNA, QOUGE3, QONZN3, P20591, Q8N3CO, P17980, PO6241, Q15904, P61224, Q13131, 0,00
Q86V21, 075643, P46063, Q13637, P33993, P26640, Q14204, P12081, Q9BQ39, P43246
P34932, Q9Y6GY, P56192, 043615, P12931, Q3LXA3, P14868, Q7L014, Q03518, PO6493, QONZN4, 14166, 13188, Q9HAMSI, P17858, Q9UGE3,
UP_KEYWORDS ATP-binding 46 |1329| QINZN3, Q8NFF5, P54619, Q8N3CO, Q7L7X3, P17980, Q15904, PO6241, Q8IY21, Q96Q11, Q13131, QONR19, Q86V21, P21127, P49589, P46459, 0,02
075643, Q13464, Q9H2G2, 043237, P54577, PA6063, P33993, P26640, Q14204, P12081, 015067, Q9BQ39, P43246, P62256
P12931, Q3LXA3, 043615, Q13188, Q9H4MS, P17858, P61604, Q8NFFS5, P54619, Q7L7X3, Q8IY21, Q96Q11, QINR19, P21127, P49589, P46459,
. L Q13464, Q9H2G2, P54577, 043237, QOUHY1, 015067, P62256, P56192, Q9Y6GI, P34932, Q9UII7, P14868, Q7L014, PO6493, Q03518, Q14166,
GOTERM_MF_DIRECT G0:0005524~ATP binding 011445\ h9nzNa, QOUHES, Q9UGE3, QONZN3, Q8N3CO, P17980, Q15904, PO6241, Q13131, Q86V21, 075643, PA6063, P33993, P26640, Q14204, P12081, 031
Q9BQ39, P43246
X Enrichment Score:
Annotation Cluster 5 4,055165307985083
Q01085, P56192, P18124, P62750, Q9Y2L1, Q7L014, P62280, Q14498, Q96EY7, Q8TCSS, P49792, Q86V81, P09012, Q9UHBY, Q15637, Q8IV21,
UP_KEYWORDS RNA-binding 41 |11,85| P23396, Q86U42, P62701, Q96Q11, PO8579, Q13151, Q12849, P52272, Q13247, 075821, P54577, QBWXF1, PO6748, 043148, QOUKM9, QOY5S9, 0,00
P51116, Q05519, Q9BQ39, PO8621, PO5198, P51114, QOUKK9, P82979, Q92979
SMART SMO00360:RRM 16 | 462 | P08579,Q01085, 13151, Q12849, P52272, Q13247, 075821, Q8WXF1, Q14498, QOUKMS, Q86V81, Q9Y5S9, PO9012, Q05519, PO8621, Q86U42 0,00
GOTERM_BP DIRECT | ©0:0000398“mRNA spiicing, via |~ | ¢, '|  P08579, 13151, P52272, 075643, 013247, Q7L014, P41223, QBWXF1, Q13435, QYUKM9, Q86VSL, Q9Y5S9, PO9012, QO5519, POB621, Q15637 0,00
- - spliceosome 043447, Q86U42
‘ P08579, Q12849, P52272, 075643, Q13247, Q7L014, Q13435, Q14498, 043148, Q8TCS8, Q9UKMSI, Q86V81, Q9Y559, P09012, Q05519, PO8621,
UP_KEYWORDS mRNA processing 20 5,78 Q15637, 043447, Q6L8Q7, Q86U42 0,00
IPR012677:Nucleotide-binding, P08579, Q01085, Q13151, Q12849, P52272, P62750, Q13247, 075821, Q8WXFL, Q14498, Q9UKMSI, Q86V81, Q9Y5S9, POS012, Q05519, PO86E21,
INTERPRO . 18 | 520 0,01
alpha-beta plait Q9BQ39, Q86U42
G0:0005681~spliceosomal
GOTERM_CC_DIRECT complex 11 |38 P08579, Q13435, P52272, 075643, Q9BZZ5, P09012, Q15382, PO8621, P41223, Q15637, 043447 0,01
INTERPRO 'PR°°°504:R':/:n:Z°isg”'t'°” motif |16 | 462 | PO8S79, 001085, Q13151, Q12849, PS2272, Q13247, 075821, Q8WXF1, 014498, QOUKMS, Q86V81, Q9YSS9, POS012, Q05519 POSE21, Q86U42 0,03
UP_KEYWORDS spliceosome 10 | 289 P08579, Q13435, P52272, Q9UKM9, 075643, Q86V81, Q9Y559, P09012, Q15637, 043447 0,39
UP_KEYWORDS mRNA splicing 14 | 4,05 PO8579, P52272, 075643, Q13247, Q7L014, Q13435, Q14498, QOUKMS, Q9Y5S9, Q86V81, PO9012, Q05519, Q15637, 043447 0,63
GOTERMLMF_DIRECT | G0:0000166~nucleotide binding | 18 | 5,20 | QONYKS, POBS79, QO1085, Q13151, Q12849, P52272, P62750, Q13247, 075821, QBWXFL, 014498, Q9UKMS, Q86V81, QSY5S9, PO9012, Q05519 073
PO8621, Q86U42
UP_SEQ_FEATURE domain:RRM 2 9 | 260 Q14498, Q01085, P08579, Q13151, Q12849, P52272, Q13247, PO9012, Q8WXF1 2,23
UP_SEQ_FEATURE domain:RRM 1 9 | 2,60 Q14498, Q01085, P08579, Q13151, 12849, P52272, Q13247, PO9012, Q8WXF1 2,23
KEGG_PATHWAY hsa03040:Spliceosome 12 | 347 PO8579, Q13435, P52272, 075643, Q13247, Q86V81, Q7L014, Q9Y5S9, PO9012, PO8621, P41223, 043447 2,11
GOTERM_CC_DIRECT | GO:0016607~nuclear speck 11 |38 Q8WWM?7, Q14498, Q13247, Q86V81, Q7L014, QOY5S9, PO8621, 043447, Q8WXF1, Q86U42, P82979 6,38
Annotation Cluster 6 TSI
3,4380326829736227
G0:0006886~intracellular protein P10619, Q14974, P46459, Q9UIA9, 014617, Q9Y6Q5, P63010, Q9Y2T2, P0O6748, 014964, Q9HAMS, P53621, 043752, 094973, Q5TIL3, Q10567,
GOTERM_BP_DIRECT transport 20 | 578 095782, Q9NZ52, Q96CW1, 060784 0,00
GOTERM_CC_DIRECT GO:OO3013;;:';‘$'” adaptor 7 | 202 094973, Q10567, Q9Y6Q5, P63010, QINZ52, Q9Y2T2, Q96CW1 0,00
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G0:0042059~negative regulation

GOTERM_BP_DIRECT of epidermal growth factor 8 | 231 094973, Q96B97, 095782, QOUBC2, P63010, Q96CW1, 014964, P42566 0,01
receptor signaling pathway
SMART SM00809:Alpha_adaptinC2 5 | 1,45 094973, 095782, Q10567, P63010, Q9INZ52 0,01
IPR008152:Clathrin adaptor,
INTERPRO alpha/beta/gamma-adaptin, 5 | 1,45 094973, 095782, Q10567, P63010, Q9NZ52 0,02
appendage, Ig-like subdomain
GOTERM_BP_DIRECT 60:0050690"regulation of 7 | 202 094973, P06241, 095782, Q10567, Q9Y6Q5, P63010, Q96CW1 0,02
defense response to virus by virus
IPR013041:Coatomer/clathrin
INTERPRO adaptor appendage, Ig-like 5 | 1,45 094973, 095782, Q10567, P63010, Q9INZ52 0,07
subdomain
GOTERM_CC_DIRECT 60:00301;3“ 32;(2 adaptor 5 | 1,45 094973, 095782, P63010, Q96CW1, P42566 0,10
INTERPRO IPR002553:Clathrin/coatomer 5 | 1,45 094973, 095782, Q10567, 014617, P63010 0,14
adaptor, adaptin-like, N-terminal
IPR009028:Coatomer/calthrin
INTERPRO adaptor appendage, C-terminal 4 1,16 094973, 095782, Q10567, P63010 0,17
subdomain
UP_KEYWORDS Endocytosis 10 | 2,89 075146, Q9UQ16, 094973, Q96B97, 095782, Q14C86, Q9UBC2, P63010, Q96CW1, P42566 0,27
, ) P61204, Q9UQ16, P12931, 015145, 095219, Q9Y6D6, 015511, QIUBC2, P63010, QONZN4, 014964, Q9HAMI, QINZN3, 094973, Q96B97, P840SS,
KEGG_PATHWAY hsa04144:Endocytosis 19 5,49 095782, Q96CW1, P42566 0,28
GOTERM_pp_pIRecT | ©0:0048013vephrin receptor 9 | 2,60 P12931, 094973, 015145, Q13464, PO6241, 095782, 015511, P63010, Q96CW1 0,48
signaling pathway
GOTERM_BP_pIRecT | G0:0072583"clathrin-mediated 5 | 145 075146, 094973, 095782, P63010, Q96CW1 0,93
endocytosis
GOTERM_MF_pIRecT | ©070035 Glzctciif‘i:t,‘”” adaptor 4 |16 094973, 095782, P63010, Q96CW1 1,15
GOTERM_CC_DIRcT | ©0:0030669~clathrin-coated 6 | 1,73 094973, 095782, Q10567, Q9Y6Q5, P63010, Q96CW1 1,33
endocytic vesicle membrane
GOTERM_cc_piRecT |  ©0:00360207endolysosome 4 |16 094973, 095782, P63010, Q96CW1 1,73
membrane
UP_KEYWORDS Coated pit 6 | 1,73 094973, 095782, Q9UBC2, P63010, QI6CW1, P42566 2,12
G0:0019886~antigen processing
GOTERM_BP_DIRECT and presentation of exogenous 8 2,31 094973, Q14204, 095782, Q10567, 043237, Q9Y6Q5, P63010, Q96CW1 3,71
peptide antigen via MHC class Il
GOTERM_MF_DIRECT GO:OOOSSGS’;;Z;;ti(:;n transporter | | 5 02 Q14974, 094973, Q96P70, 095782, Q10567, 014617, P63010 3,98
GOTERM_BP_DIRECT 60:00161?;::‘;::“Ed'ate‘j 10 | 2,89 095197, 094973, P46459, Q10567, 014617, Q9Y6Q5, P63010, Q9NZ52, Q9Y2T2, Q96CW1 5,22
GOTERM_BP_DIRECT GOﬂooml;()?;fgtnutbu'e'base‘j 7 | 202 Q9Y6G9, 094973, Q14204, 095782, 043237, P63010, Q96CW1 8,41

Annotation Cluster 7

Enrichment Score:
3,3963249794626327
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UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 6 7 | 2,02 Q77460, Q5VYK3, Q14974, Q08AM6, Q8NDAS, Q14008, Q86VP6 0,02
UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 5 7 | 2,02 Q77460, Q5VYK3, Q14974, Q08AMG, Q8NDAS, Q14008, Q86VP6 0,04
UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 7 6 | 1,73 Q77460, Q5VYK3, Q14974, Q8NDAS, Q14008, Q86VP6 0,07
UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 4 7 | 2,02 Q77460, Q5VYK3, Q14974, Q08AM6, Q8NDAS, Q14008, Q86VP6 0,14
UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 3 7 | 2,02 Q77460, Q5VYK3, Q14974, Q08AMG, Q8NDAS, Q14008, Q86VP6 0,32

INTERPRO IPRO21133:HEAT, type 2 5 | 145 Q77460, Q14974, Q9NXF1, Q8NDAS, Q14008 0,50
UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 2 7 | 2,02 Q77460, Q5VYK3, Q14974, Q08AMG, Q8NDAS, Q14008, Q86VP6 0,73
UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 1 7 | 2,02 Q77460, Q5VYK3, Q14974, Q08AM6, Q8NDAS, Q14008, Q86VP6 0,73
UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 8 4 | 116 Q5VYK3, Q14974, Q14008, Q86VP6 6,07

Annotation Cluster 8 Z’Sggzg?oe;:;;g;g'y

GOTERM_MF_DIRECT | GO:0008536~Ran GTPase binding | 6 | 1,73 Q14974, P55060, P49792, QOUIAY, Q9H6Z4, QIEP70 0,38

GOTERM_BP_DIRECT GO:OOOGGOG;E::L” importinto | 5| 50, Q14974, P55060, P49790, Q8N1F7, P78406, Q96P70, P35658 1,58
UP_SEQ_FEATURE domain:Importin N-terminal 4 1,16 Q14974, P55060, Q9UIA9, Q96P70 2,47

SMART SM00913:5M00913 4 | 116 Q14974, P55060, QIUIAY, QI6P70 2,42

INTERPRO 'PROOMMt:::iCr’]::”'beta' N- 4 | 116 Q14974, P55060, QOUIAY, Q96P70 4,95

Annotation Cluster 9 Enrichment Score:

2,4820887540632715

GOTERM_CC_DIRECT 60:003013;;:';:;”” adaptor 7 | 2,02 094973, Q10567, Q9Y6Q5, P63010, QINZ52, Q9Y2T2, Q96CW1 0,00

INTERPRO IPRO18240:Clathrin adaptor, mu | 5| g7 Q9Y6Q5, Q9Y2T2, Q96CW1 6,92

subunit, conserved site

INTERPRO 'PR°°1392:Cs'itbhur::tadapmr' me3 | o87 Q9Y6Q5, Q9Y2T2, Q9ECW1 6,92
Annotation Cluster Enrichment Score:

11 2,429614604774942
KEGG_PATHWAY hsa03013:ANA transport v | ae1 Q14974, 075821, P78406, Q13347, A6NKT7, P49792, 060841, st(\gé,q (ﬁvssa P49790, Q8N1F7, P51116, PO5198, P78346, P51114, P35658, 0,05
GOTERM_BP_DIRECT GO:OOOG406;$’T§£ exportfrom |15 | 5 g9 P49792, 013247, Q86V81, P49790, Q9Y559, Q8N1F7, P78406, Q05519, P35658, P82979 0,26
UP_KEYWORDS MRNA transport 9 | 260 P49792, Q86V81, QOUIAY, P49790, Q9Y5S9, O8N1F7, Q14764, P35658, P82979 0,56

BIOCARTA P?;::ﬁﬁ:g‘g’;yln'\t"oetszr“i’;::g 5 | 145 Q14974, P49792, PA9790, P18754, P35658 0,56

GOTERM_BP_DIRECT GO:OOOGGOG;ELT:L” importinto | 5| 502 Q14974, P55060, P49790, Q8N1F7, P78406, Q96P70, P35658 1,58

UP_KEYWORDS Nuclear pore complex 6 | 173 P49792, Q9UIA9, P49790, Q8N1F7, Q14764, P35658 1,94
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G0:0007077~mitotic nuclear

GOTERM_BP_DIRECT , 6 | 1,73 P49792, P49790, Q8N1F7, P78406, PO6493, P35658 2,74
envelope disassembly
GOTERM_CC_DIRECT G0:0005643~nuclear pore 7 | 202 Q14974, P49792, QOUIA9, P49790, Q8N1F7, P78406, Q14764 3,12
UP_KEYWORDS Translocation 7 | 2,02 043615, P49792, QOUIA9, P49790, Q8N1F7, Q14764, P35658 3,78
GOTERM_BP_DIRECT 60:0075733intracellular 6 | 1,73 Q14974, P49792, P49790, Q8N1F7, P78406, P35658 5,23
transport of virus
GOTERM_BP_DIRECT GO:OOOMOQ;:SZSS“"O” from 5 | 145 P49792, P49790, Q8N1F7, P78406, P35658 5,58
GOTERM_BP_DIRECT GO:OOIOSNJ:E:;?:" ofglucose | ¢ | 4 s P49792, P49790, Q8N1F7, P78406, P35658 6,23
GOTERM_CC_DIRECT | G0:0034399~nuclear periphery 4 | 1,16 Q14974, P49790, Q8N1F7, 075475 8,92
Annotation Cluster Enrichment Score:
12 2,3892728854296594
GO:0006418~tRNA
GOTERM_BP_DIRECT aminoacylation for protein 8 | 231 P26640, QONYKS, QOH2U2, P56192, P49589, P14868, P12081, P54577 0,02
translation
UP_KEYWORDS Protein biosynthesis 12 | 347 P26640, Q13347, P56192, P49589, P14868, Q9BY44, 060841, 075821, P12081, P62495, P05198, P54577 0,07
UP_KEYWORDS Aminoacyl-tRNA synthetase 6 | 1,73 P26640, P56192, P49589, P14868, P12081, P54577 0,55
UP_KEYWORDS Ligase 15 | 434 P26640, QINR19, Q86V21, P56192, Q9BRZ2, QINX47, P49589, P49792, P14868, P12081, 015067, P54577, Q14166, Q14258, Q9HABS 3,03
UP_SEq FEATURE | Ot seq“e”rzzi?:t'f: KMSKS 4 | 1,16 P26640, P56192, P49589, P54577 3,69
UP_SEQ_FEATURE short Seq“er”ecg'“’ionr:"“f: HIGH 4 |16 P26640, P56192, P49589, P54577 5,20
GOTERM_MF DIRecT | ©0:0004812aminoacyl-tRNA 4 | 116 P26640, P56192, P12081, P54577 5,78
- - ligase activity
Annotation Cluster Enrichment Score:
13 2,2908317334254273
INTERPRO 'PROlGMZ;JNr:;E]P)'b'”d'”g 13 | 3,76 P50336, 095479, Q15738, Q16698, Q9NZL9, Q9Y394, Q14914, P48163, Q16836, P53004, P22570, P16152, Q6IANO 0,16
_ Q9NZO01, P49748, P49821, Q16698, Q9Y394, P78417, 095571, 000217, P48163, P53004, P22570, P16152, Q6IANO, 095831, P50336, 095479,
UP_KEYWORDS Oxidoreductase 23| 665 Q15738, P30048, P28331, P50213, Q14914, Q16836, P49419 0,48
UP_KEYWORDS NADP 10 | 289 QINZ01, 095479, Q16698, QONZLY, Q14914, P48163, P53004, P22570, P16152, QSIANO 5,54
GOTERM_MF_DIRECT 60:001649alct?\;'t‘;°redUCtase 11 | 3,18 Q9NZ01, P50336, 095831, Q14554, Q9Y394, P78417, Q14914, P53004, P22570, P49419, Q6IANO 8,37
Annotation Cluster Enrichment Score:
14 2,261220619145083
GOTERM_BP_DIRECT 6010006406;31?1’: exportfrom |15 | 5 gq P49792, 13247, Q86V81, P49790, Q9Y5S9, Q8N1F7, P78406, Q05519, P35658, P82979 0,26
GOTERM_BP_DIRECT G0:003 1;;1;;::1’? 3-end 6 | 1,73 Q13247, Q86V81, Q9Y559, Q05519, Q86U42, P82979 4,81
GOTERM_BP_DIRECT 60100064051:;'2/:59""0” from 6 | 1,73 Q13247, Q86V81, Q9Y5S9, Q05519, P35658, P82979 7,20
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Annotation Cluster
16

Enrichment Score:
1,6803170964194467

UP_KEYWORDS Cholesterol metabolism 6 | 173 Q13131, Q15738, 094905, 015118, P22570, Q15125 3,47
UP_KEYWORDS Steroid biosynthesis 5 | 1,45 Q13131, Q15738, Q9H3P7, P48449, Q15125 3,54
UP_KEYWORDS Sterol metabolism 6 | 173 Q13131, Q15738, 094905, 015118, P22570, Q15125 6,87
Annotation Cluster Enrichment Score:
19 1,5946777813886477
SMART SM00027:EH 5 | 1,45 Q9UBC2, Q9NZN4, QOH4AMI, QONZN3, P42566 0,02
INTERPRO IPRO00261:EPS15 homology (EH) | 5 | 1,45 Q9UBC2, Q9NZN4, QOH4AMI, QONZN3, P42566 0,05
GOTERM_BP_DIRECT | GO:0032456~endocytic recycling | 6 | 1,73 043752, 095219, Q9NZN4, QOHAM9, QONZN3, P42566 0,15
INTERPRO IPR022812:Dynamin 5 | 1,45 Q9UQ16, P20591, Q9NZN4, Q9H4M9, QINZN3 0,32
UP_SEQ_FEATURE domain:EH 3 | o087 QINZN4, Q9H4AM9, QINZN3 4,39
Annotation Cluster Enrichment Score:
20 1,593442508830228
INTERPRO IPR007863:Peptidase M16, C- 3 | o087 Q5JRX3, 043847, P22695 9,45
terminal domain
INTERPRO IPRO11765:Peptidase M16, N- 3 | 087 Q5JRX3, 043847, P22695 9,45
terminal
INTERPRO IPRO11237:Peptidase M16 domain | 3 | 0,87 Q5JRX3, 043847, P22695 9,45
IPR011249:Metalloenzyme,
INTERPRO LuxS/M16 peptiduse.ike 3 | 087 Q5JRX3, 043847, P22695 9,45
Annotation Cluster Enrichment Score:
33 1,1026536586871065
GOTERM_CC_DIRECT GO:OOOSSGSC;::;ZES“C dynein | 41116 Q9Y6GY, Q14204, 095219, 043237 3,41
GOTERM_BP_DIRECT Goﬂoomli:\’,:i;:tn“tb“'e'based 7 | 2,02 Q9Y6G9, 094973, Q14204, 095782, 043237, P63010, Q96CW1 8,41
Effets spécifiques des ions In3* :
Category Term Count % Genes FDR
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 1 20,060987459866116
60:0098641~cadherin bindin 099439, P60228, P62820, Q8WUFS5, Q9Y5K6, Q86UP2, Q00341, P33176, QOUHX1, P62826, P61313, P61978, P50402, Q99959, Q9Y266, P62854,
GOTERM_MF_DIRECT | = 72> 1 dhesiong 40 |11,80| Q9UIUE, P15880, QONUQS, P46060, Q04637, 092817, Q9Y371, Q13177, QINTKS, Q13813, Q865Q0, P26641, Q32MZ4, P08238, 095292, Q15691, 0,00
Q61BSO0, Q02878, Q8N3F8, P53367, P23229, AOFGRS, Q6WCQ1, Q16181
60:0005913~cel-cell adherens 099439, P60228, P62820, Q8WUFS5, Q9Y5K6, Q86UP2, Q00341, P33176, QOUHXL, P62826, P61313, P61978, P50402, Q99959, Q9Y266, P62854,
GOTERM_CC_DIRECT : 40 |11,80| Q9UIUE, P15880, QONUQS, P46060, Q04637, 092817, Q9Y371, Q13177, QINTKS, Q13813, Q865Q0, P26641, Q32M2Z4, P08238, 095292, Q15691, 0,00

junction

Q61BS0, Q02878, Q8N3F8, P53367, P23229, AOFGRS8, Q6WCQ1, Q16181

279




Annexes

Q99439, P60228, P62820, Q8WUF5, Q86UP2, Q00341, P33176, QQUHX1, P62826, P61313, P61978, P50402, Q9Y266, P62854, Q9UJUE, P15880,

P46781

GOTERM_BP_DIRECT G0:0098609~cell-cell adhesion 37 10,91 Q9NUQS, P46060, Q04637, Q92817, Q9Y371, Q13177, Q9NTKS5, Q86SQ0, Q13813, P26641, Q32MZ4, P08238, 095292, Q15691, Q61BSO, Q02878, 0,00
Q8N3F8, P53367, AOFGR8, Q6WCQ1, Q16181
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 2 7,067703826161869
P62820, P07437, PO0367, Q9BVP2, P36405, P53597, P47897, Q9Y5Y2, P68371, P11233, P38606, Q9UJ70, P52789, PO0568, P62826, Q8BNBUS5,
Q14566, Q6P1MO, P68036, QONUQS, P49841, P49411, P78371, Q9HOU4, 094804, P38646, Q6P148, 043776, P08238, Q96BM9, Q9P2J5, Q16181,
UP_KEYWORDS Nucleotide-binding 74 |21,83 QO8AF3, P11388, Q15349, Q14978, P08581, Q9NVA2, 095573, Q03519, P36776, P33121, P13861, Q8TBXS, P61221, P33176, Q58FF8, P61160, 0,00
P22102, Q12965, P49736, P20340, P42345, P55072, Q9Y5P6, P00966, QONVJ2, P26639, Q9BUQS, P19525, P48729, Q9HD20, Q13177, P54886,
QINTKS5, P19367, Q12931, P33992, Q92499, Q9H0S4, Q92614, Q13885, A3KMH1, Q9Y4L1
P00367, P47897, Q9Y5Y2, P38606, Q9UJ70, P52789, PO0568, Q8NBUS5, Q14566, Q9NUQS, P68036, P49841, P78371, 094804, P38646, Q6P148,
e 043776, P08238, Q9P2J5, QO8AF3, P11388, P08581, Q15349, 14978, 095573, Q03519, P36776, P33121, Q8TBXS, P61221, P33176, P61160,
UP_KEYWORDS ATP-binding 35 16,22 Q58FF8, Q12965, P22102, P49736, P42345, P55072, P00966, P26639, P19525, Q9BUQS, P48729, Q9HD20, P54886, Q13177, QONTKS, P19367, 0,00
Q12931, P33992, 092499, Q9H0S4, Q92614, A3KMH1, Q9Y4L1
P00367, P47897, Q9Y5Y2, P38606, Q9UJ70, P52789, PO0568, Q8NBUS, Q14566, QINTI5, Q9NUQS, P68036, P49841, Q9P0JO, P78371, 094804,
. - L P38646, P21281, Q6P148, 043776, P08238, Q9P2J5, QO8AF3, P11388, P08581, Q15349, Q14978, 095573, Q03519, P36776, P33121, Q8TBXS, P61221,
GOTERM_MF_DIRECT G0:0005524~ATP binding >9 17,40 P33176, P61160, Q58FF8, Q12965, P22102, P49736, P42345, P55072, P00966, P26639, P19525, Q9BUQS, P48729, Q9HD20, P54886, Q13177, 0,00
QINTKS5, P19367, Q12931, P33992, Q92499, Q9HOS4, 092614, Q6IBSO, A3KMH1, Q9Y4L1
IPRO27417:P-loop containin QO8AF3, P62820, Q9BVP2, P36405, 000204, QS9NVA2, Q03519, P36776, Q9Y5Y2, P61221, P33176, P11233, Q12965, P38606, P00568, Q5K651,
INTERPRO nucleoside tri. hos iate h drolgase 36 10,62 P49736, P20340, P62826, P55072, Q8NBUS5, Q14566, QONUQS, P49411, Q9NVIJ2, Q9BUQS, QINTKS5, Q9HOU4, P21281, P33992, 092499, Q96BM9, 0,01
pnosp v Q9HOS4, Q92614, A3KMH1, Q16181
UP_SEQ_FEATURE nucleotide phosphate-binding 31 914 QO8AF3, P11388, Q15349, P08581, Q03519, P36776, Q9Y5Y2, P33176, P61160, P22102, Q12965, P38606, Q9UJ70, PO0568, P49736, P55072, 238
- region:ATP ! Q8NBU5, Q14566, P00966, P49841, Q9BUQS, P19525, P48729, Q13177, QINTKS, 094804, P33992, 092499, Q9H0S4, 092614, ASKMH1 !
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 3 6,105860452439949
G0:0006413~translational P60228, P15880, P36578, 075822, P05388, Q04637, P55884, Q14232, P20042, P63173, P61221, P62861, 015372, P62269, P84098, 015371, P61247,
GOTERM_BP_DIRECT initiation 22 6,49 Q02878, P61313, P62854, P39023, P46781 0,00
X o . P15880, P36578, Q9HOD6, Q14978, P05388, Q9BVI4, QONPD3, P63173, Q2NL82, 060832, P62861, P55769, Q9H0S4, P62269, P84098, P61247,
GOTERM_BP_DIRECT G0:0006364~rRNA processing 22 6,49 Q02878, QSTEDO, P61313, P62854, P39023, PA6781 0,00
G0:0006614~SRP-dependent
GOTERM_BP_DIRECT | cotranslational protein targeting 15 4,42 P15880, P36578, P05388, P61619, P63173, 076094, P62861, P62269, P84098, P61247, Q02878, P61313, P62854, P46781, P39023 0,00
to membrane
G0:0000184~nuclear-transcribed
GOTERM_BP_DIRECT mMRNA catabolic process, 16 4,72 P60228, P15880, P36578, P05388, Q04637, P63173, P62861, P62269, P84098, P61247, Q02878, P61313, P61326, P62854, P39023, P46781 0,00
nonsense-mediated decay
. . P15880, P36578, P05388, Q15349, Q9UKF6, P63173, 076094, 060832, P62861, P55769, Q9UHX1, P62269, P84098, P62318, P61247, Q02878,
UP_KEYWORDS Ribonucleoprotein 22| 649 P61978, P61313, Q6DKIL, P62854, P39023, P46781 0,00
GOTERM_CC_DIRECT G0:0005840~ribosome 17 5,01 P27695, P15880, P36578, Q15349, P05388, P19525, P63173, P62861, P62269, P84098, P61247, Q02878, P61313, P62854, Q6DKI1, P46781, P39023 0,00
. - L P36578, P52594, Q14444, P47897, Q00341, P63173, Q96AE4, 060832, P55769, P62269, P84098, P61247, P61313, P61978, P15880, Q13310, P26639,
GOTERM_MF_DIRECT G0:0003723~RNA binding 30 8,85 Q04637, P55265, Q9UKF6, 001844, P55884, P20042, P62861, Q13325, 015371, Q02878, Q53EL6, Q13148, P39023 0,00
GOTERM_BP_DIRECT G0:0019083~viral transcription 13 3,83 P15880, P36578, P05388, P63173, P62861, P84098, P62269, P61247, Q02878, P61313, P62854, P46781, P39023 0,00
UP_KEYWORDS Ribosomal protein 15 4,42 P15880, P36578, Q15349, P05388, P63173, P62861, P62269, P84098, P61247, Q02878, P61313, P62854, Q6DKI1, P46781, P39023 0,00
GOTERM_BP_DIRECT G0:0006412~translation 18 5,31 P15880, P36578, Q13310, P26639, P05388, P19525, Q04637, P63173, P62861, P55769, P62269, P84098, P61247, Q02878, P61313, P62854, P39023, 0,02

280




Annexes

G0:0022625~cytosolic large

GOTERM_CC_DIRECT ' . 9 | 265 P36578, P55769, P05388, P84098, Q02878, P61313, Q6DKIL, P39023, P63173 0,05
ribosomal subunit
KEGG_PATHWAY hsa03010:Ribosome 13 | 383 P15880, P36578, PO5388, P63173, P62861, PR4098, P62269, P61247, 002878, P61313, P62854, P46781, P39023 0,53
GOTERM_MF_DIRECT 60:0003735"structural 14 | 413 P15880, P36578, P05388, P63173, P62861, PRA09S, P62269, P61247, 002878, P61313, P62854, Q6DKIL, P46781, P39023 0,76
constituent of ribosome
GOTERM_CC_DIRECT 60:00159355;;[11" ribosomal 5 | 1,47 P15880, P62861, P62269, P62854, PA6781 2,00
GOTERM_CC_DIRecT | ©0:0022627"cytosolic small 6 | 177 P15880, P62861, P62269, P61247, P62854, P46781 2,59
- - ribosomal subunit
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 4 4,390567360761245
QIBUNS, P62820, P62633, 094874, 000204, Q70UQQ, 095573, Q03519, P33121, Q86UP2, Q8IXB1, Q9H3N1, P57088, P42345, 000400, P55072,
UP_KEYWORDS Endoplasmic reticulum 39 |11,50| Q15800, Q9HALS, P30101, P27695, Q6P1MO, Q9BWE0, Q8NBS9, Q00765, Q9HD20, P61619, Q06136, 076094, Q12797, QINYU2, QSTATS, 095292, 0,01
Q8IY17, Q9HCNS, Q96117 Q8NF37, 043852, Q9Y4L1, AOFGRS
£0:0005789~endonlasmic Q9BUNS, P62820, 094874, P49585, Q96N66, Q70UQD, 095573, Q03519, Q9BTZ2, Q13451, P33121, Q86UP2, QOH3N1, P20340, P57088, P42345,
GOTERM_CC_DIRECT 8 P 34 |10,03| 000400, P55072, Q15800, Q9HALS, Q8IU89, Q6P1MO, QIBWE0, Q9H2M9, Q9HD20, Q9HOU4, Q06136, Q12797, 095292, Q8IY17, QOHCNS, Q96117 0,09
reticulum membrane
Q8NF37, 043852
GOTERM Cc DIRECT G0:0005783~endoplasmic 32 | 944 | QOBUNS, P62633, 094874,000204, Q70UQ0, 095573, Q8IY95, Q86UP2, Q8IXB1, QSH3NL, P57088, PS0402, P55072, 15800, Q8IUSY, P30101, 022
- reticulum ' P27695, Q6P1MO, Q9BW6O, PO0966, Q8NBS9, Q06136, 076094, P26641, 012797, Q8TAT6E, QONYU2, 095292, Q8IY17, Q8NF37, 043852, Q9Y4LL g
X Enrichment Score:
Annotation Cluster 5 4,089001473979294
UP_KEYWORDS Protein biosynthesis 15 | 442 P60228, P49411, 075822, P47897, P26639, Q04637, P55884, Q14232, P20042, QEPI48, P26641, 043776, 015372, 015371, Q9P2J5 0,00
GOTERM_BP_DIRECT 60:0006446"regulation of 8 | 236 P60228, 092499, 015372, 075822, 015371, Q04637, P55884, Q14232 0,01
translational initiation
G0:0005852~eukaryotic
GOTERM_CC_DIRECT |  translation initiation factor 3 6 | 1,77 P61221, P60228, 015372, 075822, 015371, P55884 0,02
complex
UP_KEYWORDS Initiation factor 8 | 236 P60228, 015372, 075822, 015371, Q04637, P55884, Q14232, P20042 0,06
GOTERM_cC_DIRecT |  ©0:00162827eukaryotic 435 5 | 1,47 P60228, 015372, 075822, 015371, P55884 0,19
- = preinitiation complex
GOTERM_cC_DIRecT |  ©0:00332907eukaryotic 485 5 | 1,47 P60228, 015372, 075822, 015371, P55884 0,19
- = preinitiation complex
GOTERM_MF_DIRECT 60:00037?:;::’22';5;;” intiation | g1 536 P60228, 015372, 075822, 015371, Q04637, P55884, Q14232, P20042 0,29
GOTERM_BP_DIRECT G0:0001731~formation of 5 | 1,47 P60228, 015372, 075822, 015371, P55884 1,53
- - translation preinitiation complex
KEGG_PATHWAY hsa03013:RNA transport 14 | 413 P60228, Q13310, 075822, PA6060, Q04637 P55884, P20042, Q14232, Q9UKV3, 015372, 015371, Q9H307, P62826, P61326 1,35
G0:0071541~eukaryotic
GOTERM_CC_DIRECT | translation initiation factor 3 3 | 0,88 015372, 015371, P55884 9,04
complex, elF3m
Annotation Cluster 6 TSI
3,8884640235856445
UP_KEYWORDS Chaperone 14 | 413 Q9BTTO, Q9HAV7, P78371, 099471, Q13451, P38646, Q12931, P61221, Q58FF8, Q8TAT6, P46379, P08238, Q9Y4L1, Q16401 0,04
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secretion from ER

GOTERM_BP_DIRECT |  GO:0006457~protein folding 13 | 3,83 P30101, Q58FF8, Q9HAV7, P08238, Q9H3N1, P78371, Q8NBS9, Q99471, Q96117, Q13451, Q9Y266, Q12931, P38646 0,35
GOTERM_MF_DIRECT GO:OOSlOSii:giLoglded protein 10 | 2,95 Q58FF8, QINYU2, QOHAV7, P08238, P78371, Q99471, Q9Y266, P38646, Q12931, P68371 0,51
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 7 3,676671843060184
P00367, P23368, 075964, Q9Y3ES5, QIY6CY, P53597, Q9UJZL, 095573, P36776, P33121, 096008, P30837, PO5091, P61221, QOH845, P31040, P52789,
UP_KEYWORDS Mitochondrion 38 | 11,21 | P42345, P47985, P27695, Q9HAV7, Q96C36, P49411, Q9POJO, Q9Y371, P54886, P19367, P38646, Q12931, Q6PI48, Q9NZI7, P11177, P38117, P31937, | 0,06
Q9Y574, P55809, P07954, QINUJ1
GOTERM CC DIRECT | ©0:0005759"mitochondrial 18 | 531 | PO0367, P23368, QSHAV, Q96C36, P47897, P53597, P36776, P30837, Q12931, POS091, Q6PI48, P61221, P11177, P3BLL7, P31937, PS5809, PO7954, 0,19
- - matrix Q9NUJ1
. o ] P47985, P00367, P23368, QIY3ES, QOHAV7, PA9411, P53597, P36776, P30837, Q12931, P38646, PO5091, Q6PI48, QOH845, P31040, P11177, P31937,
UP_SEQ_FEATURE transit peptide:Mitochondrion 20 5,90 P55800, P07954, QONUJ1 0,90
. ) P47985, PO0367, P23368, QIY3ES, QOHAV7, P49411, P53597, Q9UJZ1, P36776, P30837, Q12931, P38646, POS091, Q6PI48, Q9HE45, P31040, P11177,
UP_KEYWORDS Transit peptide 21 6,19 P31937, P55809, P07954, QONUJ1 0,81
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 8 2,8237154132076787
] P07437, P62820, PO0367, Q9Y5P6, Q9BVP2, P49411, QONVI2, P36405, P53597, Q14978, Q9NVA2, Q9HOU4, P68371, P11233, Q96BMS9, P62826,
UP_KEYWORDS GTP-binding 19 | 5,60 p20340, 013885, QL6181 0,02
, [ P07437, P62820, PO0367, QOY5P6, QOBVP2, P49411, QINVI2, P36405, Q14978, P53597, QINVA2, QINTKS, Q9HOU4, P68371, Q2NL82, P11233,
GOTERM_MF_DIRECT G0:0005525~GTP binding 2 | 649 P08238, QBGBMS, P62826, 013885, P20340, Q16151 0,04
UP_SEQ_FEATURE n“deOt'dfeF;?;’:fg‘?;e'b'nd'”g 15 | 4,42 P62820, P07437, Q9BVP2, P49411, QONVJ2, P36405, QONVA2, QOHOU4, P68371, P11233, Q96BM9, P20340, Q13885, P62826, Q16181 1,32
GOTERM_MF_DIRECT |  GO:0003924~GTPase activity 13 | 383 P62820, P07437, P49411, Q9BVP2, QONVI2, P36405, P68371, Q2NL82, P11233, Q96BM9, P20340, Q13885, P62826 3,74
Annotation Cluster Enrichment Score:
10 2,4027579400141272
UP_SEQ_FEATURE domain:PCl 5 | 1,47 P60228, P61201, 099627, 000231, Q9BT78 0,40
SMART SMO008S:PINT 4 | 1,18 P60228, P61201, 000231, Q9BT78 2,69
INTERPRO IPRO00717:Proteasome 4 | 118 P60228, P61201, 000231, Q9BT78 4,93
component (PCl) domain
Annotation Cluster Enrichment Score:
11 2,361549217468144
UP_SEQ_FEATURE domain:PCl 5 | 1,47 P60228, P61201, 099627, 000231, Q9BT78 0,40
GOTERM_pp_pIRecT | G0:0000715"nucleotide-excision | o |, /. P61201, 099627, Q01831, P09874, QOBT78 1,53
repair, DNA damage recognition
GOTERM_CC_DIRECT | GO:0008180~COP9 signalosome | 5 | 1,47 P61201, Q99627, P08238, QOUJZ1, Q9BT78 5,23
Annotation Cluster Enrichment Score:
12 2,234162024980518
GOTERM_BP_DIRECT 60:00349767response to 9 | 265 P30101, Q8IXB1, 094874, Q9H3N1, Q8NBS9, P57088, Q13148, QIY4L1, Q96.I7 0,17
endoplasmic reticulum stress
INTERPRO IPRO17537:Thioredoxin, 5 | 1,47 P30101, Q8IXB1, Q9H3N1, Q8NBS9, Q9617 0,32
conserved site
UP_SEQ_FEATURE | Snortseduence motif:Prevents 7 | 2,06 P30101, Q8IXB1, QONYU2, Q8NBSI, QOHCNS, Q9Y4AL1, 043852 0,88
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dehydrogenase domain

INTERPRO IPRO13766:Thioredoxin domain 6 | 1,77 P30101, Q8IXB1, Q9H3N1, Q8NBS9, Q96117, Q6DKJ4 1,24
GOTERM_CC_DIRECT G0:0005623~cell 8 | 236 P30101, Q8IXBL, Q9H3N1, P52789, Q8NBS9, Q96117, Q6DKI4, P19367 3,53
GOTERM_BP_DIRECT Gozoiﬁ;‘i’g;:i:sred°x 7 | 2,06 P27695, P30101, Q8IXB1, Q9H3N1, Q8NBSI, Q9617, Q6DKI4 6,18
GOTERM_MF_DIRECT 60:0015036~disulfide 3 | o088 P30101, Q8IXB1, Q9H3N1 7,96

oxidoreductase activity
Annotation Cluster Enrichment Score:
13 2,0611283456517664
INTERPRO 'PRO11990:Te;jitcr;o’)e”t'de'l'ke 15 | 4,42 Q6PGP7, P61201, 075153, Q6ZXV5, Q9Y2Z0, Q13451, 076094, QOHIAS, Q12797, Q13325, P42345, 000231, Q96EKS, P54920, Q07866 0,07
SMART SMO0028:TPR 9 | 265 QOH9AS5, 076094, Q6PGP7, Q12797, Q6ZXV5, Q13325, Q9Y2Z0, Q13451, Q07866 2,00
UP_KEYWORDS TPR repeat 10 | 295 076094, Q6PGP7, Q12797, 075153, Q6ZXV5, Q13325, Q9Y220, P42345, 13451, Q07866 2,43
INTERPRO 'PR°19734:rTee;;Ztt”COpept'de 9 | 265 QOH9AS, 076094, Q6PGP7, Q12797, Q6ZXV5, Q13325, Q9Y2Z0, Q13451, Q07866 5,37
UP_SEQ_FEATURE repeat:TPR 3 9 | 265 076094, Q6PGP7, Q12797, 075153, Q6ZXV5, Q13325, Q9Y220, Q13451, Q07866 6,12
Annotation Cluster Enrichment Score:
14 1,972596122842297
UP_KEYWORDS mRNA processing 18 | 531 | Q9HODS, 075312, Q9BUQE, QOUMS4, P55265, QOUKF6, Q92499, P55769, QUKV3, QIUHX1, Q9HOS4, P62318, QBN684, Q9H307, Q13148, P61978, 0,05
P61326, Q6NXG1
UP_KEYWORDS MRNA splicing 13 | 3,83 Q9UKV3, P55769, QOUHX1, Q9HOS4, P62318, 075312, Q9H307, Q9UMS4, Q9BUQS, Q13148, P61326, P61978, Q6NXG1 1,75
Annotation Cluster Enrichment Score:
16 1,7675009898893848
G0:0005198~structural molecule
GOTERM_MF_DIRECT activity 13 | 3,83 P07437, Q13751, P19012, Q92817, Q03252, Q12797, Q01546, P12035, P08727, Q9H307, P04264, 000231, Q16181 5,73
UP_SEQ_FEATURE region of interest:Coil 2 6 | 1,77 003252, Q01546, P12035, P19012, P08727, PO4264 8,77
INTERPRO IPRO18039:Intermediate filament | o | 4 2, Q03252, Q01546, P12035, P19012, PO8727, P04264 8,72
pl’Oteln, conserved site
SMART SM01391:5M01391 6 | 1,77 003252, Q01546, P12035, P19012, P08727, PO4264 9,96
Annotation Cluster Enrichment Score:
23 1,5245072810563958
KEGG_PATHWAY | hsa00071:Fatty acid degradation | 7 | 2,06 P49189, 095573, P33121, P11766, P30837, Q15067, POS091 1,30
UP_SEQ_FEATURE n“°'e°t'dfe‘;:‘o‘ff”:}f;e'b'nd'”g 7 | 2,06 P00367, P23368, P31937, P49189, Q14376, P30837, P0O5091 3,60

INTERPRO IPRO16163:Aldehyde 4 | 118 P49189, P54886, P30837, PO5091 6,79

dehydrogenase, C-terminal

INTERPRO IPRO16161:Aldehyde/histidinol 4 | 1,18 P49189, P54886, P30837, POS091 6,79

dehydrogenase

INTERPRO IPRO16162:Aldehyde 4 | 1,18 P49189, P54886, P30837, POS091 6,79

dehydrogenase, N-terminal

INTERPRO IPRO15590:Aldehyde 4 | 1,18 P49189, P54886, P30837, POS091 6,79
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KEGG_PATHWAY hsa00620:Pyruvate metabolism ‘ 6 ‘ 1,77 ‘ P11177, P23368, P49189, PO7954, P30837, PO5091 | 6,06 |
Effets spécifiques des ions Zn?" :
Category Term Count % Genes FDR
X Enrichment Score:
Annotation Cluster 1 9,005989029939714
P51531, Q9HOAO, Q9UHDS, P62070, Q96I59, P31153, 000571, QL5029, P49915, Q9Y230, P49916, QIBZE4, Q6DD8S, Q9Y4I1, P18085, 092620,
Q13523, Q9NRF8, 000148, Q9Y265, P36507, QQUBT2, P11498, Q9Y285, P23634, P49588, Q92878, P49902, Q8TDD1, QINSE4, Q15019, P23258,
o P41250, P61019, QINUU7, P14735, Q6PI48, Q15418, Q14344, Q86UT6, Q16539, P49591, 060488, P62191, QOY6KS, QINVI7, Q9COCY, P40227,
UP_KEYWORDS Nucleotide-binding 90 122111 g6xp3, P61026, QSNCWS, QONVA2, Q02750, QOHCE1, P30085, P23743, P61020, Q6UB35, P54136, P16615, P13861, P78527, Q13546, PO0492, 0,00
P42285, P08243, Q3YEC7, P11217, Q15257, P53602, P28482, P55039, P15170, P38919, P49840, Q13509, 043681, Q96RP9, Q14839, P20020, P54886,
Q13838, Q15046, P48637, Q13085, P62330, P57735, P62333, 043795, P23381
P51531, QOHOAO, Q96159, P31153, 000571, P49915, Q9Y230, P49916, Q9Y4I1, Q92620, Q13523, QINRFS, 000148, P36507, Q9Y265, QOUBT2,
. P11498, Q9Y285, P23634, P49588, Q92878, Q8TDD1, QINSE4, P41250, Q9NUU7, P14735, Q6PI48, Q15418, Q86UTE, Q16539, P49591, 060488,
UP_KEYWORDS ATP-binding 65 | 15971 b62191, QoveKks, QONVIZ, QICOCS, PA0227, QS6XP3, Q02750, P30085, QOHCEL, P23743, Q6UB3S, P54136, P16615, P78527, Q13546, P42285, 0,00
P08243, Q15257, P28482, P53602, P38919, P49840, 043681, Q14839, P20020, P54886, Q13838, Q15046, Q13085, PA8637, P62333, 043795, P23381
P51531, QOHOAO, Q96159 P31153, 000571, P49915, Q9Y230, P49916, Q9Y4I1, Q92620, Q13523, QINRFS, 000148, P36507, Q9Y265, QOUBT2,
PO5026, P11498, Q9Y285, P23634, P49588, 092878, Q9P0J0, Q8TDD1, QINSE4, P41250, Q9NUU7, P14735, Q6PI48, Q15418, Q86UTE, Q16539,
GOTERM_MF_DIRECT G0:0005524~ATP binding 67 |16,46|  P49591, 060488, P62191, QOYEKS, QONVIZ, QICOCY, P40227, Q86XP3, Q02750, P30085, QOHCEL, P23743, QSUB35, P54136, P16615, P78527, 0,00
Q13546, P42285, P08243, Q15257, P28482, P53602, P38919, P49840, 043681, Q14839, P20020, P54886, Q13838, Q15046, Q13085, P48637, P62333,
043795, P23381
 dleotide ohosohate-bindin P51531, QINVI7, Q9HOAO, Q86XP3, P31153, 000571, P49915, Q02750, Q9Y230, P30085, QOHCEL, Q6UB35, Q9Y4I1, Q13546, Q13523, P42285,
UP_SEQ_FEATURE rep ioniTP g 40 | 9,83 | Q92620, P28482, 000148, P36507, Q9Y265, P38919, P49840, QOUBT2, Q92878, 043681, Q8TDD1, 014839, P41250, Q9NUU7, Q13838, Q15418, 0,10
slon: Q15046, P48637, Q13085, Q86UT6, P62333, Q16539, P49591, P62191
Annotation Cluster 2 EI01E T S
8,51986999771523
. N 4 Q9NR46, QOUHDS, P61026, 000571, Q8WUI0, QOUDY2, P54136, P51610, Q86UP2, Q9Y265, 099497, P42167, P53990, Q9POLO, Q9Y570, Q15019
GOTERM_BP_DIRECT | G0:0098609cell-cell adhesion 27| 663 015020, Q07960, 000560, 092522, P20810, P26641, 075874, 043795, P78344, AOFGRS, Q6WCQL 0,00
GOTERM CC DIRECT | ©0:0005913"cell-cell adherens | .~ | _."| QSNR46, Q9UHDS, P61026, Q8WUS90, 000571, Q3UDY2, P54136, P51610, Q86UP2, Q9Y265, 098497, P42167, P53990, 075855, Q9POLO, QIY570, 0,00
- junction g Q15019, 015020, Q07960, 000560, Q92522, P20810, P26641, 075874, 043795, P78344, AOFGRS, QSWCQL g
GOTERM MF DIRECT | G0:0098641~cadherinbinding | " | .o | QSNR46, Q9UHDS, P61026, 000571, QBWUID, Q9UDY2, P54136, P51610, Q86UP2, Q9Y265, 099497, P42167, P3990, Q9POLO, Q9Y570, Q15019 0.00
—Mr— involved in cell-cell adhesion g 015020, Q07960, 000560, Q92522, P20810, P26641, 075874, 043795, P78344, AOFGRS, Q6WCQL1 g
X Enrichment Score:
Annotation Cluster 3 4,837900497140334
. P18583, Q12874, 092797, Q96MU7, 075494, P62306, 015029, Q8N163, Q9H7N4, Q13838, P62312, Q6UN15, Q92620, P42285, Q13523, P26599,
UP_KEYWORDS mMRNA processing 25 | 614 Q08170, 000148, 043390, 012996, Q6P2Q9, QINW13, P38919, PO9661, 060506 0,00
— P18583, Q12874, Q96MU7, 075494, P62306, Q15029, Q8N 163, Q9H7N4, Q13838, P62312, 092620, Q13523, P42285, P26599, Q08170, 000148,
UP_KEYWORDS mMRNA splicing 22| 541 043390, Q6P2Q9, Q9NW13, P38919, PO9661, 060506 0,00
UP_KEYWORDS spliceosome 14 | 3,44 Q12874, P62306, Q15029, Q13838, P62312, Q13523, P42285, 092620, 043390, Q6P2Q9, Q9NW13, P38919, P09661, 060506 0,00
GOTERM_BP DIRECT | G0:0000398°mRNAsplicing, via | 1, | , | Q12874, 075494, P62306, Q15029, Q13838 P62312, Q6UN15, Q92620, 13523, P42285, P26599, QOB170, 000148, 043390, Q12996, Q6P20I, 0,01
—Pr spliceosome P38919, PO9661, 060506
GOTERM_BP_DIRECT G0:0008380~RNA splicing 16 | 3,93 | P18583,Q12874, P62306, Q15029, Q8N163, Q9H7N4, Q13838, P62312, Q13523, P26599, Q08170, Q6P2Q9, Q9NW13, P38919, PO9661, 060506 0,02
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G0:0071013~catalytic step 2

095299, P31930, P42704, Q96AB3, Q86UT6, P82933

GOTERM_CC_DIRECT spliceosome 11 | 2,70 Q13523, Q92620, P42285, Q12874, 043390, P62306, Q15029, Q6P2Q9, P38919, PO9E61, 060506 0,05
GOTERM_CC_DIRECT GO:OOOSEéi:anSIpeI)l(ceosomal 11 | 2,70 P62312, Q12874, 043390, 000148, P62306, Q15029, Q9NW13, Q8N163, Q6P2Q9, P09661, Q13838 0,06
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 4 4,714744483600539
UP_KEYWORDS brotein biosynthesis 20 | a01 | Q9Y285, P495EE, QU6RPY, Q96I59, QINRSO, QINSEA, PA1250, P54136, PS5BB4, Q6PIAS, Q9Y262, PO6730, P26641, Q15046, P15170, PAISOL, P78344, |
P56537, P63241, P23381
UP_KEYWORDS Aminoacyl-tRNA synthetase 10 | 2,46 Q9Y285, Q15046, P49588, Q96159, QANSE4, P41250, P49591, P54136, P23381, Q6PI48 0,00
GO:0006418~tRNA
GOTERM_BP_DIRECT aminoacylation for protein 10 | 2,46 Q9Y285, Q15046, P49588, Q96159, QONSE4, P41250, PA9591, P54136, P23381, Q6PI48 0,00
translation
. P11498, Q9Y285, 094874, P49588, Q5T4S7, Q96159, QONSE4, P41250, P49915, P49916, QOUBED, P54136, Q6UB35, Q6PI48, 13085, P48637,
UP_KEYWORDS Ligase 23| 565 Q15046, P08243, QINRFS, P49591, 060488, QOUBT2, P23381 0,00
GOTERM_MF_DIRECT |  GO:0000049~tRNA binding 9 | 221 Q9Y285, Q15046, P49588, QONSE4, 043592, QOHAV4, P18077, P54136, Q6PI48 0,03
INTERPRO IPRO06195:Aminoacyl-tRNA 6 | 1,47 Q9Y285, Q15046, Q96I59, P41250, P49591, Q6PI48 0,04
synthetase, class Il
GOTERM_MF_DIRecT | G0:00048127aminoacyl-tRNA 5 | 1,23 QOY285, Q15046, 96159, P23381, Q6PI48 0,84
ligase activity
KEGG_PATHWAY hsaoog;?gﬁy’:m:’g"tRNA 10 | 2,46 Q9Y285, Q15046, P49588, Q96159, QINSE4, P41250, P49591, P54136, P23381, Q6PI48 0,74
IPRO18150:AminoacyltRNA
INTERPRO synthetase, class I (b/K/N}ike 3 | 074 Q15046, Q96159, Q6P148 6,72
IPR004364:Aminoacyl-tRNA
INTERPRO oynthetase, chass | D/K/N) 3 | 074 Q15046, Q96159, Q6PI48 6,72
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 5 4,139321976916572
GOTERML BP_DIRECT | GO:0006888°ER to Golgivesicle | 1~ | , | Q9POLO, 002383, P13987, Q9BVK6, P49755, Q13561, 015020, QBN6H7, P61019, 094979, Q6DDBB, 043264, 095487, P18085, 92538, 075935, 0,00
mediated transport P54920
UP_KEYWORDS ER-Golgi transport 10 | 2,46 Q9P2W9, 095487, P1808S, P49755, P62330, Q8N6H7, P61019, 094979, P54920, 043264 0,14
GOTERM_pp_DIRecT | C0:00068907retrograde vesicle- | g | 4 o Q9P2W9, P18085, Q92538, P49755, Q9BVKS, Q8NEH7, P54920, 043264 5,29
mediated transport, Golgi to ER
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 6 4,069152576915378
G0:0005759~mitochondrial P11498, P23368, Q96C36, Q96RPY, Q96159, Q8NCWS5, QOPOJ1, QINSE4, Q8NATS, P30405, PO0505, P41250, Q8N163, Q6UB35, POS091, Q6PI4S,
GOTERM_CC_DIRECT matrix 22| 541 Q9Y2Q3, Q15046, PRO404, 095299, P36639, Q99497 0,02
Q9NVI7, QINX20, P23368, Q86Y39, Q96159, QBNCWS, Q00796, 014925, 000571, PO0505, P30405, P49916, Q6UB35, POS091, P80404, P22307,
UP_KEYWORDS Mitochondrion 44 | 10,81 Q99497, P11498, P25325, Q9BYTS, Q9Y6N5, Q96C36, Q9P0J0, QI6RPI, QIP0J1, P12236, QONSE4, P43304, Q8NATS, P41250, P54886, Q6PI4S, 0,03
Q15046, P31930, 095299, P49662, P42704, Q8NAHS, Q96920, Q86UT6, P82933, P36639, 060488, PO0387
o P11498, QONX20, QOBYTS, P23368, QIY6NS, QI6RP9, Q96159, Q8NCWS, Q9P0JL, QONSE4, P43304, P30405, PO0S05, P49916, Q6UB3S, POS091,
UP_KEYWORDS Transit peptide 25 | 614 Q6P148, P31930, P80404, 095299, P42704, Q96920, Q86UTE, P82933, P36639 0.25
Up_SEQUFEATURE | _transit peptide:Mitochondrion 2 | sa1 P11498, QINX20, P23368, Q9BYTS, Q9Y6NS5, Q96RPI, Q96159, Q9P0J1, QINSE4, P43304, P30405, PO0S05, Q6UB3S5, POS091, Q6PI48, PRO404, L4

Annotation Cluster 7

Enrichment Score:
3,873383663564925

285




Annexes

GO0:0006406~mRNA export from

structure unwinding

GOTERM_BP_DIRECT e 16 | 3,93 | Q12769, Q8WUMO, 075494, QINUU7, P52948, 13838, QSSRES, PO6730, P12270, Q6UN15, 092620, Q08170, 000148, P57740, P38919, P63241 0,00
GOTERM_BP_DIRECT Gozoooemiuil’iﬁ:"port from 9 | 221 P06730, Q5SRES, P12270, Q92620, Q08170, 000148, P38919, P52948, Q13838 0,07
GOTERM_Bp_pIRecT | G0:0006369~termination of RNA | o |, o, QBUN15, 092620, Q08170, 000148, P62306, Q12996, P38919, Q13838 1,26
polymerase Il transcription
GOTERM_BP_DIRECT 60:003 1:;;;:%’* 3-end 7 | 1,72 Q6UN15, 92620, Q08170, 000148, Q12996, P38919, Q13838 1,84
X Enrichment Score:
Annotation Cluster 8 3 8525882951816426
PRO27417-P-1000 comtainin P51531, QINVI7, Q86XP3, QOUHDS, P62070, P61026, Q9NVA2, 000571, Q15029, Q9UDY2, Q9Y230, P30085, QOHCEL, Q6UB35, P61020, QOBZE4,
INTERPRO oo oo Fr)]ate N drofase 45 |11,06| Q6DD88, Q9Y4I1, P18085, Q92620, P42285, QONRFS, Q3YEC7, 000148, Q5K651, P15170, Q9Y265, P38919, P55039, 092878, Q96RPI, 043681, 0,00
phosp 4 Q8TDD1, 014839, 15019, Q9NUU7, P61019, Q13838, Q14344, 095299, P62330, P57735, P62333, 043795, P62191
UP SEQL FEATURE nucleotide phosphate-binding 20 | 491 | 13503, QSUHDS, P62070, Q96RP9, P61026, QINVA2, 15019, P23258, Q15029, P61020, Q9BZE4, P61019, Q6DDBS, 14344, P18085, Q3VECT, 003
L region:GTP ' P57735, P62330, P15170, P55039 g
GOTERM_MF_DIRECT | GO:0003924~GTPase activity 18 | 4a2 Q13509, Q9UHDS, P62070, QI6RPY, P61026, 000571, P23258, 831:232:, :1651§>728, P61019, Q9BZE4, Q6DD8S, Q14344 P18085, P62873, P62330, 0,06
o Q13509, Q9UHDS, P62070, Q96RPY, P61026, Q9NVA2, Q15019, P23258, Q15029, P61020, Q9BZE4, P61019, Q6DDSS, Q14344, P18085, Q3YEC7,
UP_KEYWORDS GTP-binding 20 | 491 P57735, P62330, PL5170, P5E039 0,08
INTERPRO 'PROOSifj;:mﬂL?nTaF;;b'”d'”g 12 | 295 P18085, Q9UHDS, P62070, P61026, Q96RPI, P62330, P57735, Q15029, P61020, P55039, Q9BZE4, P61019 1,58
. [ Q13509, Q9UHDS, P62070, Q96RPY, P61026, Q9NVA2, Q15019, P23258, Q15029, P61020, Q9BZE4, P61019, Q6DDSS, Q14344, P18085, Q3YEC7,
GOTERM_MF_DIRECT G0:0005525~GTP binding 20 | 491 P57735, P62330, PL5170, PSS039 2,83
. Enrichment Score:
Annotation Cluster 9 3,6094860017513435
UP_KEYWORDS Helicase 14 | 3,44 P51531, Q92620, P42285, Q86XP3, Q8TDD1, Q14839, 000148, 000571, Q9Y230, QOHCEL, Q9Y265, P38919, Q9NUU7, Q13838 0,01
SMART SM00490:HELICc 11 | 2,70 P51531, Q92620, P42285, Q86XP3, Q8TDD1, Q14839, 000148, 000571, P38919, QINUU7, Q13838 0,04
SMART SMO00487:DEXDc 11 | 2,70 P51531, Q92620, P42285, Q86XP3, Q8TDD1, Q14839, 000148, 000571, P38919, QINUU7, Q13838 0,05
UP_SEQ_FEATURE domain:Helicase C-terminal 11 | 2,70 P51531, Q92620, P42285, Q86XP3, Q8TDD1, Q14839, 000148, 000571, P38919, QINUU7, Q13838 0,11
UP_SEQ_FEATURE domain:Helicase ATP-binding 11 | 2,70 P51531, Q92620, P42285, Q86XP3, Q8TDD1, Q14839, 000148, 000571, P38919, QINUU7, Q13838 0,18
INTERPRO IPRO01650:Helicase, C-terminal | 11 | 2,70 P51531, Q92620, P42285, Q86XP3, Q8TDD1, Q14839, 000148, 000571, P38919, QONUU7, Q13838 0,18
INTERPRO IPR011545:DNA/RNA helicase, 9 | 221 Q92620, P42285, Q86XP3, Q8TDD1, 000148, 000571, P38919, QINUU7, Q13838 0,18
DEAD/DEAH box type, N-terminal
INTERPRO IPRO14014:RNA helicase, DEAD- | | 4 55 Q86XP3, Q8TDD1, 000148, 000571, P38919, Q9NUU7, Q13838 0,20
box type, Q motif
INTERPRO IPRO14001:Helicase, superfamily |, | , 2 P51531, 92620, P42285, Q86XP3, Q8TDD1, Q14839, 000148, 000571, P38919, Q9NUU7, Q13838 0,21
1/2, ATP-binding domain
GOTERM_MF_DIRECT Go:0004?1"‘;22:;‘1‘;‘\’/?tr;de”t RNAL 9 | 221 092620, P42285, Q86XP3, Q8TDD1, 000148, 000571, P38919, QINUU7, Q13838 0,20
UP_SEQ_FEATURE short sequence motif:Q motif 7 1,72 Q86XP3, Q8TDD1, 000148, 000571, P38919, Q9NUU7, Q13838 0,23
GOTERM_BP DIRECT |  GO:0010501"RNA secondary 7 | 172 Q86XP3, Q8TDD1, 000148, 000571, P38919, Q9NUU7, Q13838 0,92
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Q9GZL7, Q13895

UP_SEQ_FEATURE | short sequence motif:DEAD box | 5 | 1,23 Q86XP3, Q8TDD1, 000571, P38919, Q9NUU7 9,15
Annotation Cluster Enrichment Score:
10 3,5805143820662533
GOTERM_BP_DIRECT GO:OOOMOG;UmCm/: exportfrom | 1| 393 | Q12769, Q8WUMO, 075494, Q9NUU7, P52948, Q13838, QSSRES, PO6730, P12270, Q6UN1S, Q92620, Q08170, 000148, P57740, P38919, P63241 0,00
GOTERM_ CC_DIRECT |  G0:0005635~nuclear envelope | 17 | 4,18 | 212769 Q8WUMO, 043633, Q03001, P43034, 09874, P52948, QSSRPESE;QF;10227O, P02545, QOUNNS, P50995, Q8WUX9, P57740, P57088, P42167, 0,00
UP_KEYWORDS MRNA transport 13 | 319 QS5SRES, Q12769, P12270, Q8WUMO, P42704, P57740, 000425, P38919, P52948, QINUU7, P63241, Q9UNS6, Q13838 0,00
GOTERM_CC_DIRECT G0:0005643~nuclear pore 11 | 2,70 Q12769, P12270, Q8WUMO, Q8TEX9, P57740, 043592, P57088, P52948, QONUU7, P63241, 000410 0,01
UP_KEYWORDS Translocation 11 | 2,70 Q9H173, Q5SRES, Q12769, P12270, Q8WUMO, Q15629, 014925, P57740, P52948, QONUU7, P63241 0,01
UP_KEYWORDS Nuclear pore complex 8 | 1,97 Q5SRES, Q12769, P12270, Q8WUMO, P57740, P52948, QINUU7, P63241 0,07
GOTERM_BP_DIRECT GO:0006409nJ§l::\$export from 7 | 172 Q5SRES, Q12769, P12270, Q8WUMO, P57740, 043592, P52948 0,15
GOTERM_pp_DIRecT | GO:19000347regulation of cellular | o |, Q5SRES, Q12769, P12270, Q8WUMO, P28482, P57740, 075190, Q8N163, P52948 0,64
response to heat
GOTERM_BP_DIRECT | GO:0016925~protein sumoylation | 11 | 2,70 Q5SRES5, Q12769, P12270, Q8WUMO, Q9Y2X3, P57740, QOUBEQ, P09874, P52948, Q8N3U4, QOUBT2 0,76
KEGG_PATHWAY hsa03013:RNA transport 17 | 415 | 012769014744, GBWUMO, QSNRS0, Q96FO7, P55884, P52948, Q13§73:é ﬁSSRES, P06730, P12270, Q7L576, P57740, 043592, Q9HAV4, P38919, 063
GOTERM_pp_piRecT |  ©0:00070777mitotic nuclear 7 | 1,72 Q5SRES, Q12769, P12270, P02545, Q8WUMO, P57740, P52948 0,92
envelope disassembly
GOTERM_BP_DIRECT GO:OOlOSN:::f:;Ztr':’” ofglucose | ¢ | 4 47 Q5SRES, Q12769, P12270, Q8WUMO, P57740, P52948 1,65
GOTERM_CC_DIRECT GO:OO31°8°~':;‘n°g'ear poreouter |, | g Q12769, Q8WUMO, P57740, P52948 1,64
GOTERM_MF_DIRECT G0:0017056"structural 5 | 1,23 Q5SRES, Q8WUMO, P57740, P57088, P52948 1,94
constituent of nuclear pore
GOTERM_MF_piRecT | ©0:0005487"nucleocytoplasmic | o |, 4 Q12769, P12270, Q8WUMO, P57740, P52948 2,33
transporter activity
GOTERM_BP_DIRECT 60:0051292"nuclear pore 4 | 098 P12270, P57740, P57088, P52948 3,13
complex assembly
Annotation Cluster Enrichment Score:
11 3,505909546712004
_ - Q02818, Q9BUNS, 075955, Q96QK1, PO1130, P11717, Q02750, P61020, Q2M389, Q12768, Q9Y4I1, P61421, Q92544, Q9UBQO, P28482, Q15075,
GOTERM_CC_DIRECT |  GO:0005769~early endosome 20 | 491 P62330, 043795, P09429, P36507 0,00
, . Q9NP79, Q96QK1, QIBPX5, Q9NRA6, 043633, PO1130, 015144, QOUNH7, P61026, P11717, Q8N6H7, P61020, Q2M389, Q03135, Q12768, QINRW7,
KEGG_PATHWAY hsa04144:Endocytosis 23 5,65 092538, Q9UBQO, Q8WUX9, Q15075, P62330, Q00610, P53990 0,07
Annotation Cluster Enrichment Score:
12 3,371133497309924
GOTERM_BP_DIRECT | GO:0019083~viral transcription | 15 | 3,69 Q12769, Q8WUMO, P46777, P46779, PO5388, P25398, P52948, Q5SRES, P12270, P62249, P62888, P62917, P62906, P57740, P18077 0,00
GOTERM_BP_DIRECT GOZOOOG::] ?Sattirj:‘c"at"’na' 15 | 3,69 P46777, P46779, P05388, QONRS0, P25398, P55884, Q9Y262, PO6730, P62249, P62888, P62917, P62906, P18077, P78344, P56537 0,01
GOTERM_BP_DIRECT | GO:0006364~rRNA processing 18 | 42 P46777, P46779, P05388, Q9Y2X3, P25398, QUBV38, Q14690, P62249, QOUNX4, P42285, P62888, P62917, P62906, Q9Y3AS, P18077, P38919, 0,02
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QINX20, P46777, P46779, Q9Y2X3, PO5388, P62306, Q15029, P25398, P62249, P62312, P62888, P62917, P62906, 043390, Q6P2Q9, P18077, P82933,

UP_KEYWORDS Ribonucleoprotein 19 4,67 P09661, 060506 0,04
G0:0000184~nuclear-transcribed
GOTERM_BP_DIRECT mRNA catabolic process, 11 | 2,70 P62249, P62888, P46777, PO5388, P46779, P62917, P62906, P25398, P18077, P15170, P38919 0,86
nonsense-mediated decay
GOTERM_BP_DIRECT G0:0006412~translation 16 | 3,93 QINX20, P46777, PA6779, PO5388, P12236, QL5029, P25398, P62249, P62888, P62917, P62906, P18077, P82933, P49591, 000425, P23381 1,71
G0:0006614~SRP-dependent
GOTERM_BP_DIRECT | cotranslational protein targeting | 9 | 2,21 P62249, P62888, PA6777, PO5388, P46779, P62917, P62906, P25398, P18077 2,83
to membrane

UP_KEYWORDS Ribosomal protein 11 | 2,70 P62249, QONX20, P62888, P46777, PO5388, P46779, P62917, P62906, P82933, P25398, P18077 5,07

GOTERM_cC_DIRecT |  ©0:0022625~cytosolic large 7 | 172 P62888, P46777, P05388, P46779, P62917, P62906, P18077 5,48
- - ribosomal subunit
Annotation Cluster Enrichment Score:

13 2,7154274308905815
GOTERM_CC_DIRECT | G0:0034399~nuclear periphery 7 | 172 P12270, 092973, Q8TEX9, 014787, P57740, P52948, 000410 0,01
GOTERM_BP_DIReCT | ©0:0000059™proteinimportinto | o |, 54 Q92973, Q8TEX9, 014787, P52948, 000410 0,03
nucleus, docking

INTERPRO 'PROOMggTr:;:I'”'beta' N- 6 | 1,47 Q92973, Q8TEX9, 014787, 043592, Q9HAV4, 000410 0,04

SMART SM00913:5M00913 5 | 1,23 Q92973, Q8TEX9, 014787, 043592, QOHAV4 0,23

GOTERM_MF_DIRECT | GO:0008536~Ran GTPase binding | 6 | 1,47 Q92973, Q8TEX9, 014787, 043592, Q9HAV4, 000410 0,91

GOTERM_pp_pIRecT | ©0:0006610%ribosomal protein 4 | o098 Q92973, Q8TEX9, 014787, 000410 1,13
import into nucleus

INTERPRO IPRO11989:Armadillo-like helical | 14 | 3,44 Q9H173, 094915, Q13835, QIBTWSY, Q92973, Q92797, Q8TEX9, 014787, Q99460, P78527, Q9Y376, Q9HAV4, 043592, 000410 1,93

GOTERM_BP_DIRECT GOﬂooesse}ﬂ;”:;;gﬂ'”'ar protein | 15 | 3,69 Q9P2W9, Q9H173, Q96QK1, Q92973, QOUNH7, P49755, Q8TEX9, 014787, 095487, QINRW7, Q9UBQQ, QO0610, 043592, P54920, 000410 2,46

GOTERM_MF_DIRECT 60:0008565;'3;‘\’;‘;” transporter | g | 4 g7 Q96QK1, 092973, Q9UBQOD, Q8N4HS, Q8TEX9, Q8WUXI, 014787, 000410 2,20

UP_SEQ_FEATURE domain:Importin N-terminal 4 0,98 Q92973, Q8TEX9, 014787, 000410 4,08

GOTERM_MF_pirect | G0:0008139"nuclearlocalization | o |, » Q92973, Q8TEX9, 014787, P52948, 000410 5,73
sequence binding

UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 1 6 | 1,47 Q9BTW9, Q92973, Q8TEX9, 014787, P78527, 000410 9,84

UP_SEQ_FEATURE repeat:HEAT 2 6 | 1,47 Q9BTW9, 092973, Q8TEX9, 014787, P78527, 000410 9,84

COG_ONTOLOGY '"trace"ugzz:g::'rlc'('"g and 6 | 1,47 095487, 092973, Q9NRW7, Q8TEX9, 014787, 000410 6,67
Annotation Cluster Enrichment Score:

14 2,4697967089251955
GOTERM_BP_DIRECT GO:OO?’SOZ;':I':E/E NF-kappaB 10 | 2,46 P20618, 043242, P25786, Q13616, P51665, P62333, Q99460, P60900, P62191, Q04864 0,04
GOTERM_BP_DIRECT 60:0043488:;25;::3'“ of mRNA | 15 | 295 P20618, 043242, Q01105, P25786, 092973, Q9Y5A9, P51665, P62333, Q99460, P60900, P62191, PO4792 0,05
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GO0:0000502~proteasome

GOTERM_CC_DIRECT complen 9 | 221 P20618, 043242, P25786, P51665, P62333, 099460, P60900, P62191, P04792 0,07
G0:0051437~positive regulation
GOTERM_BP_pIRecT | Of ubiquitin-protein ligase activity | ;| 4 P20618, 043242, 043684, P25786, Q13616, P51665, P62333, Q99460, P60900, P62191 0,12
involved in regulation of mitotic
cell cycle transition
UP_KEYWORDS Proteasome 8 | 1,97 P20618, 043242, P25786, P51665, P62333, Q99460, P60900, P62191 0,11
GOTERM_BP_pIRecT | 80:0006521"regulation of cellular | o1, o, P20618, 043242, P25786, P51665, P62333, Q99460, P60900, P62191 0,31
amino acid metabolic process
G0:0051436~negative regulation
GOTERM_BP_DIRECT | of ubiquitin-protein ligase activity | 9 | 2,21 P20618, 043242, 043684, P25786, P51665, P62333, Q99460, P60900, P62191 0,44
involved in mitotic cell cycle
G0:0031145~anaphase-promoting
GOTERM_BP_DIRECT |  complex-dependent catabolic 9 | 221 P20618, 043242, 043684, P25786, P51665, P62333, Q99460, P60900, P62191 0,91
process
G0:0090263~positive regulation
GOTERM_BP_DIRECT of canonical Wnt signaling 11 | 2,70 P20618, Q96QK1, 043242, P25786, P51665, P62333, 099460, Q8N163, P60900, P62191, Q03135 0,92
pathway
G0:0002479~antigen processing
GOTERM_BP_DIRCT | 2nd presentation of exogenous 8 | 1,97 P20618, 043242, P25786, P51665, P62333, Q99460, P60900, P62191 1,15
peptide antigen via MHC class |,
TAP-dependent
KEGG_PATHWAY hsa03050:Proteasome 8 | 1,97 P20618, 043242, P25786, P51665, P62333, Q99460, P60900, P62191 1,20
GOTERM_BP_DIRECT |  GO:0000165~MAPK cascade 16 | 3,93 P20936, 043242, P25786, 015020, Q99460, Q02750, Q15121, P35609, Q03135, P20618, P28482, P51665, P62333, P60900, P36507, P62191 2,41
G0:0060071~Whnt signaling
GOTERM_BP_DIRECT |  pathway, planar cell polarity 9 | 221 P20618, 043242, P25786, Q00610, P51665, P62333, Q99460, P60900, P62191 2,47
pathway
GOTERM_Bp_DIRecT | §0:00022237stimulatory C-type | o | P20618, 043242, P25786, Q13616, P51665, P62333, Q99460, P60900, P62191 5,60
lectin receptor signaling pathway
G0:0000209~protein
GOTERM_BP_DIRECT Solyubiquitination 12 | 295 P20618, QOY4X5, 043242, P25786, Q8NEZS, P29144, Q13616, P51665, P62333, Q99460, P60900, P62191 7,11
G0:0090090~negative regulation
GOTERM_BP_DIRECT of canonical Wnt signaling 11 | 2,70 P20618, 043242, P25786, P51665, P62333, Q99460, Q16539, P60900, P62191, P49840, Q03135 8,69
pathway
GOTERM_CC_DIRECT 60:0022624proteasome 4 | o098 043242, P62333, 099460, P62191 8,03
accessory complex
Annotation Cluster Enrichment Score:
15 2,4581226352619585
UP_KEYWORDS Neuropathy 9 | 221 P02545, Q15046, 2781, P49588, Q03001, QINSE4, P41250, P04792, Q6DDSS 0,55
UP_KEYWORDS Charcot-Marie-Tooth disease 6 1,47 P02545, Q15046, Q27)81, P49588, P41250, P04792 4,35
Annotation Cluster Enrichment Score:
16 2,4099614203733393
GOTERM_CC_DIRECT Gozoogﬁiezz"’ryg'c step 2 11 | 2,70 Q13523, Q92620, P42285, Q12874, 043390, P62306, Q15029, Q6P2QY, P38919, PO9E61, 060506 0,05
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G0:0030529~intracellular

GOTERM_CC_DIRECT ) . 11 | 2,70 Q96PK6, Q12906, P42704, P46777, PO5388, 043390, Q15029, P38919, PO9661, QOUNS6, 060506 1,30
ribonucleoprotein complex
Annotation Cluster Enrichment Score:
17 2,3658277528953677
GOTERM_BP_DIRecT | ©0:0006890"retrograde vesicle- | o1, o, Q9P2W9, P18085, Q92538, P49755, Q9BVKE, Q8NEH7, P54920, 043264 5,29
mediated transport, Golgi to ER
GOTERM_BP DIReCT | ©0:00482057COPI coating of 3 | o074 Q92538, P49755, Q9BVK6 5,37
Golgi vesicle
Annotation Cluster Enrichment Score:
18 2,1275769825965325
INTERPRO 'PROIGMZLNn/?;ﬁP)'b'”d'”g 12 |29 P51659, P30043, P23368, Q96C36, Q00796, Q8N4TS, Q8IX04, Q13630, QOUBED, Q49A26, Q6UB35, Q9UBT2 2,75
UP_KEYWORDS NAD 11 | 2,70 P51659, P23368, Q8NCWS5, Q00796, Q8N4TS, Q8IX04, Q49A26, PO9874, PO0387, PO5091, QEBCY4 3,44
. P51659, P23368, Q96C36, Q9Y6NS, P43304, QU0796, Q8N4TS, Q8IX04, Q13630, PO4040, P54886, Q49A26, P31350, P16435, POS091, P30043,
UP_KEYWORDS Oxidoreductase 22| 541 075874, P13674, P37268, P30519, P00387, Q6BCY4 7,9
Annotation Cluster Enrichment Score:
21 1,9104362793346716
GOTERM_CC_DIRECT G0:0000776~kinetochore 9 | 221 Q12769, P12270, 043684, 043670, Q13561, P57740, P43034, P52948, 043264 0,61
UP_KEYWORDS Kinetochore 8 | 1,97 P12270, 043684, Q8WUMO, 043670, Q15019, P57740, 075935, 043264 4,63
UP_KEYWORDS Centromere 9 | 221 P12270, 043684, Q8WUMO, 043670, Q15019, P57740, 075935, Q8N3U4, 043264 7,74
Annotation Cluster Enrichment Score:
29 1,605902107166464
P18583, 043684, 043670, QOUHDS, Q92878, Q9NVA2, 15019, P43034, Q8N163, P49916, Q8N3U4, QOUKGL, P51610, 043264, P12270, Q15418,
UP_KEYWORDS Cell cycle 24| 590 Q09028, P50995, P28482, 075935, P62330, Q00610, Q9Y265, P53990 6,95
UP_KEYWORDS Centromere 9 | 221 P12270, 043684, Q8WUMO, 043670, Q1L5019, P57740, 075935, Q8N3U4, 043264 7,74

290




Annexes

Annexe 4 : Communications scientifiques

Articles scientifiques :

v

F. Dussert, G. Sarret, K.D. Wegner, O. Proux, G. Landro, P.H. Jouneau, P. Reiss and M.
Carriere. Fate of multi-shell InP-based quantum dots during simulating sunlight
irradiations in a climatic chamber and identification of secondary products. (Article en
cours)

F. Dussert, K.D. Wegner, C. Moriscot, B. Gallet, P. Reiss and M. Carriere. Toxicological
effects of shell designed InP quantum dots on human primary keratinocytes upon
environmental aging. (Article en cours)
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Résumé/Abstract

Les quantum dots (QD) sont des nanocristaux semi-conducteurs fluorescents aux
propriétés optiques exceptionnelles, ce qui les rend particulierement attractifs dans les
domaines de 1’optoélectronique et pour les applications biomédicales. Cependant, au cours de
leur cycle de vie, le vieillissement des QDs peut conduire a la dégradation de ces composes,
induisant la libération d'éléments toxiques. Méme si les études de toxicité sur les QDs a base
d'indium sont peu nombreuses, certaines révélent une toxicité intrinséque plus faible que les
QDs contenant des métaux lourds comme le Cd. Dans ce contexte, notre laboratoire synthétise
différents QDs d’InP recouverts de coquilles, congus par une approche « safer by design », dans
le but de produire des QDs moins toxiques avec de meilleures propriétés optiques. Ces QDs
sont constitués d'une structure ceeur/coquille de InZnP/Zn (Se,S) qui est recouverte, ou non,
d'une couche additionnelle de ZnS, épaisse ou mince. Dans cette étude, des keratinocytes
primaires humains, issus de chirurgies mammaires, sont exposés aux QDs, apres synthése ou
aprés vieillissement environnemental simulé. Dans un premier temps, les transformations
physico-chimiques des QDs au cours du vieillissement sont caractérisées et mettent en évidence
d’importantes modifications photophysiques et structurales ainsi que la formation de produits
de transformation. Néanmoins, les résultats montrent que les transformations physico-
chimiques des QDs sont ralenties par la présence de la double coquille, notamment lorsqu’elle
est épaisse. Dans un second temps, 1’évaluation de la toxicité des QDs est effectuée et de
nouveaux tests sont dévelopés en criblage a haut contenu (HCS) sur un microscope automatisé.
Alors que les QDs non vieillis se sont révélés relativement stables et peu toxiques pour les
cellules, il n’en flt pas de méme pour leurs produits de dégradation. L’exposition des cellules
aux QDs vieillis a mis en évidence une forte toxicité a faibles concentrations, modifiant
I’expression de certains génes et protéines essentiels a 1’noméostasie cellulaire. Ces résultats
montrent que les nouvelles générations de QDs sont plus sdres. Cependant, il est important de
continuer a améliorer leur photostabilité puisque leur dissolution et le relargage d’éléments
toxiques en fin de vie sont inévitables pour le moment.

Quantum dots (QDs) are fluorescent semiconductor nanocrystals with exceptional
optical properties, which make them particularly attractive in optoelectronic fields and for
biomedical applications. However, during their life cycle, the aging of QDs can lead to the
degradation of these compounds, inducing the release of toxic elements. Even if toxicity studies
on indium-based QDs are still limited, they show a lower intrinsic toxicity in comparison to the
heavy metal containing Cd-based QDs. In this context, our laboratory synthetizes different InP
QDs with different shell designs, following a “safer by design” approach, with the aim of
producing less toxic QDs with better optical properties. These QDs are composed of a
InZnP/Zn(Se,S) core/shell structure which is covered or not by a thick or a thin additional ZnS
layer. In this study, primary human keratinocytes which come from breast surgeries, were
exposed to these QDs, either pristine or after simulating environmental weathering. First, the
physico-chemical transformations of QDs during aging are characterized. Significant
photophysical and structural modifications are highlighted and transformation products are
identified. However, the results show that these physico-chemical transformations are slowed
down by the presence of a double shell, especially when it is thick. Then, the evaluation of QDs
toxicity are performed and new assays are developed via high content screening (HCS) on an
automated microscope. While pristine QDs were relatively stable and not very toxic to cells, it
was not true for their degradation products. Exposure of cells to aged QDs demonstrated high
toxicity at low concentrations and modifyed the expression of some genes and proteins essential
for cellular homeostasis. These results show that new generations of QDs are safer. However,
it’s important to keep improving their photostability since their dissolution and the release of
toxic elements at the end of their life are still inevitable.
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