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Type de resultats obtenus

o0 —

» Profil HPLC, avec des pics correspondant a
chaque composé détecté

80—

» Chaque pic apparait a un temps de rétention e
précis, permettant d’identifier des molécules en
particulier, si comparé a des standards

analytiques

50—

50—

1.994

» Aire sous la courbe permet une quantification du -
COmposé, en comparaison a une gamme étalon ]

20—

Les courbes sont superposables, pour comparer
l”évolution des quantités d’un échantillon a
’autre

5.859

7101

T.Ba4

8.058
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Evaluation de l'activite CYP2E1 par mesure
de la metabolisation de la Chlorzoxazone

Chlorzoxazone 6-Hydroxychlorzoxazone Chlorzoxazone-B-d-Glucuronid
H

Cl N CYP2E1  Cl § UGTIA  Ho 2
\Oj >:O ‘ >=O Hmo 0
0 HO HO DEN):O
H

Cl

Dosage de la forme glucuronide donne ’information sur ce qui s’est formé
en 6-OH, et donc une idée de U’activité du CYP2E1.

Il est aussi possible de reconvertir le O-Glc en 6-OH grace a une enzyme,
la B-Glucuronidase
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-Cultiver les cellules (ex: HepaRG), faire les traitements/conditions souhaitées comme
d’habitude.
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Culture

-Cultiver les cellules (ex: HepaRG), faire les traitements/conditions souhaitées comme
d’habitude.

-Eliminer milieu de culture, laver au PBS, et remplacer par du milieu Williams sans rouge de
phénol et sans suppléments (pas de SVF, pas de DMSO, pas d’antibio, hydro, insuline etc ...)
Le milieu contient 300uM de Chlorzoxazone

—Le rouge de phénol peut perturber la lecture.

Et avoir moins de suppléments = moins de pics dans le profil HPLC = plus facile a
analyser.

-Incubation 6h environs dans ce milieu.

-Récupérer les surnageants, centrifuger 10 min a +10 000 g pour éliminer les débris
potentiels

-Congeler surnageants et cellules.
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Vial + insert




Echantillons

Premier run a blanc, vérifier propreté de la
— colonne.

Dernier run de lavage.

Eau

Insert

Vial + insert




Echantillons

Premier run a blanc, vérifier propreté de la
— colonne.

Dernier run de lavage.

Eau

|dentifier et quantifier les métabolites

(commencer a 300puM)

Standards: E—

CHZ
CHZ-60H
CHZ-0O-Glc

Insert




Echantillons
Premier run a blanc, vérifier propreté de la
Eau — colonne.

Dernier run de lavage.

|dentifier et quantifier les métabolites
(commencer a 300puM)

Standards: m—)

CHZ
CHZ-60H W Insert |
CHZ-0-Glc

Echantillons:
X1
X2
X3




Solvants

» Acétonitrile
» Acide acétique (0,1%) + 0,25% Triéthylammonium (TEA)

Métabolites pas visibles sans le TEA, nécessaire de ’ajouter.
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» Injecteur

-45 pl injecté
-Stop time a 30min

-Echantillons a RT (pas de réfrigération)
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Méthode

» Injecteur

» Four

-Maintenu a 30°C
-45 pl injecté

-Stop time a 30min o
» Lecteur UV-Visible

-287nm (+ 16)Référence a 400nm (+ 80nm)

-Echantillons a RT (pas de réfrigération)

% Acide Acétique | % Acétonitrile Débit Pressmn
(mm)

0,5ml/min 600bar

1 98 2 0,5ml/min 600bar
10 10 90 0,5ml/min 600bar
22 10 90 0,5ml/min 600bar
27 98 2 0,5ml/min 600bar

30 98 2 0,5ml/min 600bar




Méthode

» Injecteur

» Four

-Maintenu a 30°C
-45 pl injecté

-Stop time a 30min o
» Lecteur UV-Visible

-287nm (+ 16)Référence a 400nm (+ 80nm)

Temps | % Acide Acétique | % Acétonitrile m Pressmn Flux des solvants lors du run HPLC
(ml n ) Acétonitrile

-Echantillons a RT (pas de réfrigération)

0,5ml/min 600bar - Acide Acétiqu

1 98 2 0,5ml/min 600bar x |
10 10 90 0,5ml/min 600bar i

- 50
22 10 90 0,5ml/min 600bar $
27 98 2 0,5ml/min 600bar
30 98 2 0,5ml/min 600bar

0
0 10 20 30

Temps




File

Data

i Signals

EEEHEE

SEEEEEEHH

Résultats

u HPLC 1260 infinity || (offline): Data Analysis
Method  Sequence

-l CChem3211\Data
& worzTnicy..
& 200804 nZet 3.
& Chlorzo CYPzE

&5 CHE CYPZEL pr...

g CHZ_Eth_vann ...

g CHZ_Eth_vann ...

ion 2 E...

&
& Compétition CH. ..
&
&

Conpy

Compétition CH. ..
Compétition EXh. ..

& Compétition Eth. ..
~ag Compétition Eth...
EthOH_CHZ_Y...
HPLC Manu 290,
HPLC Manu 290...
HPLC PERLA MA...
HPLC PERLA MA...
Liste Manip CHZ...
- & Marip Manu test 1
g New 2016-10-2...
Hew 2018-10-0...
Proko Test 2020..,
Pun CHZ HepaR...
Fun CHZ HepaR...
Run CHE Julie +..
standards czx

L4 Demo
{0 PeNiCakP
{3 soPHIE
Methads

Batch  Wiew  Abort  Help

Methads [l CHZETHOH_YANNVERRES.M [sequence]

|CHZ'ETHOH_\‘ANNVER

Sequence Method

Sample Am... ISTD1 Amou.. ISTDZ Amou... Multiplier

Dilution Reference

Data File

CHZ-ETHOH_YANMYER.. ..

003-5-WE+EE. .

CHZ-ETHOH_YANMYER.,..

006-6-WE+HM. ..

CHZ-FTHOH YANMMYER

N7-7-CH

MWD1 A, Sig=287, 16 Ref=400,20 (EthOH_CHZ_YannV_2611201% 2018-11-27 05 54-29\004 4 WE D)

standards czx 2.
Test détection ...
Yann Manip Fin ..
= & Yann Manip Fin ...

2.4a1

8620

[t}

Method and Run Control

Data Analysis

Review

225533
2694

g Report Layout

% Yerification (DQ/PY)

Integration done.

8 SVSTEM flocathosty T~ HPLC 1260 infinity | (3% 0 () Ready




Résultats

u HPLC 1260 infinity || (offline): Data Analysis

Signals Methods

File Method Sequence

-l CChem3211\Data
& worzTnicy..
& 200804 nZet 3.
& Chlorzo CYPzE

&5 CHE CYPZEL pr...

g CHZ_Eth_vann ...

g CHZ_Eth_vann ...

Compétition 2 ...

&
& Compétition CH. ..
&
&

Compétition CH. ..
Compétition EXh. ..

& Compétition Eth. ..
~ag Compétition Eth...
EthOH_CHZ_Y...
HPLC Manu 290,
HPLC Manu 290...
HPLC PERLA MA...
HPLC PERLA MA...
Liste Manip CHZ...
- & Marip Manu test 1
g New 2016-10-2...
Hew 2018-10-0...
Proko Test 2020..,
Pun CHZ HepaR...
Fun CHZ HepaR...
Run CHE Julie +..
standards czx

EEEHEE

standards czx 2.
Test détectian ...
Yann Manip Fin ..
= & Yann Manip Fin ...
{3 Dema
L PeNicakp
L3 SOPHIE
Data Methods

SEEEEEEHH

Recalculate Graphics Integration Calibration Report Spectrs Batch ‘iew Abort Help
[l CHZETHOH_YANNVERRES.M [sequence]

WE+EthOH

Overlay Type  Line Inj vial Sample Name Acq. Method Sequence Method Sample Type  Manua... Callevel SampleInfo  Sample Am.. ISTD1Amou.. ISTD2 Amou... Multiplier Dilution Reference  DataFile
O & 1 11 Eau Gradient GRADIENT ACIDE ACET,.. | GRADIENT ACIDE ACET... | Sample = 50 1 1 001-1-Eau Gr...
O z 12 Eau Lavage CHZ-ETHOH_YANMVER. .. | CHZ-ETHOH_YANNYER... |Sample - s0 1 1 002-2-Eau La...
O Eau UkraPure CHZ-ETHOH_YANNVER. .. | CHZ-ETHOH_YANNYER... |Sample = 50 1 1 003-3-Eau Ut...
&

<
[ 3 13
%
B

o [ [\wFtMerhoH

| (Nf-fi-wF M. . |

Integration Calibration Purify

S L b b

Spectrum

All Loaded Signals

% Method and Run Control

Data Analysis

[t}

—| Review

g Report Layout

% Yerification (DQ/PY)

MWD1 A, Sig=287, 16 Rer=400,80 (EhOH_CHZ_YannV_26112012 2018-11-27 095429004 4 WE 0} [
MWD A. Sig=287.16 Rei=400.80 (EthOH_CHZ_YannV_26112018 2018-11-27 03-54-281007-7-CHZ 300um.0)
Ham ] ]
N @ @
1200
000
200
™
o &
2 2
o hid
= .- ||
T T T T T
5 10 15 20 25 min| |+
=l|WJET! [+]

Integration done.

8 SVSTEM flocathosty T~ HPLC 1260 infinity | (3% 0 () Ready




Résultats

u HPLC 1260 infinity || (offline): Data Analysis
File Method Sequence Recalculate Graphics Integration  Calibration Report  Spectrs Batch  View Abort Help

Sighals Methads 3y [l CHZETHOH_YAMNVERRES M [sequence]

-l CChem3211\Data
200727 n1 Y.
200804 nZ et 3. ..
Chlorzo CYPZEL..
CHZ CYPZEL pr...
CHZ_Eth_Vann ... »
CHZ_Fth_¥ann
Compétition 2 E... el [
Compétition CH. ..
Compeétition CH. .. Integration Calibration Purify Spectrum
Compétitian Eth. ..

Compétition Eth. .. W i

Compétition Eth. ..

Overlay Type  Line Inj vial Sample Name Acq. Method Manua... Cal Level Data File
O & 1 11 Eau Gradient GRADIENT ACIDE ACET,.. | GRADIENT ACIDE ACET... | Sample = 50 1 1 001-1-Eau Gr...
z 12 Eau Lavage CHZ-ETHOH_YANMVER. .. | CHZ-ETHOH_YANNYER... |Sample - s0 1 1 002-2-Eau La...

CHZ-ETHOH_YANMYER... |Sample - s0 1 1 003-3-Eau Ulk. ..

Sequence Method Sample Type Sample Info  Sample Am... ISTD1 Amou.. ISTDZ Amou... Multiplier Dilution Reference

Eau UltraPure CHZ-ETHOH_VAMMVER. ..

WE+EthOH
[\wFtMerhoH

| Samnle: - [sn [ Ir | (Nf-fi-wF M. . |

All Loaded Signals

EthuH—EHZ—v'" MWD A, Sig: 7.16 Ref=400.80 (EthOH_CHZ_YsnnV_26112018 2018-11-27 09-54-29\007-7-CHZ 300pm.0)

HPLC Manu 230, MWD1 A, Sig=287,16 Ref=400,80 (EthOH_CHZ YannV_26112015 2018-11-27 09-54-29\011-11-CHZ-6-OH 300 pM.D)
HPLC Maru 290... e z

HPLC PERLA M., i o

HPLC PERLA H.., anna—|
Liste: Marip CHZ. .
Marip Manu test 1
Ny 2018-10-2..., 1
Ny 200151010, 2500
Proko Test 2020.., 7
Pun CHZ HepaR...
Fun CHZ HepaR..,
Fn CHZ Julie +.., —

‘ MWD1 A, Sig=287, 16 Ref=400,20 (EthOH_CHZ_YannV_2611201% 2018-11-27 0554-29\004 4 WE D) [=]

ars
8ag

standards czx 2... |

standards czx 2.
Test détection ...
Yann Manip Fin .. 1500
Yann Manip Fin ... i
Demna ]
PehiCa KP 7
SOPHIE o
Data Methods

2491

UDDOOREEEOOEEEEHOOOOREEOOOOERREE

8620

% Method and Run Control N

o
2
=}
I
1.300
o
10.116

Data Analysis E

833

Review

.
o

142
680
10
7507
7.703
170

o
T
1 873
5361
a.427
585
10454
11214
11.479
11558
11,978
A d
125498
13841
44585

Féw

gkepnrtlaynut i R ST T i v

% Yerification {0Q/P¥) 5 10 15 20 26 min| | |-
[4] I+

Integration done.




Résultats

HPLC 1260 infinity || (offline): Data Analysis
File Method Sequence Recalculate Graphics Integration  Calibration Report  Spectrs Batch  View Abort Help

Sighals Methads 3y [l CHZETHOH_YAMNVERRES M [sequence]

-l CChem3211\Data
200727 n1 Y.
200804 nZ et 3. ..
Chlorzo CYPZEL..
CHZ CYPZEL pr.
CHZ_Eth_Vann ... y !
CHZ_Fth_Vann ...
Compétition 2 E...
Compétition CH
Compeétition CH. .. Integration Calibration Purify Spectrum
Compétitian Eth. ..

Compétition Eth. .. W

Compétition Eth. ..

Overlay Type Acq. Method Sample Type  Manua... Callevel SampleInfo  Sample Am.. ISTD1Amou.. ISTD2 Amou... Multiplier Dilution Reference  DataFile
& 1 11 Eau Gradient GRADIENT ACIDE ACET,.. | GRADIENT ACIDE ACET... | Sample = 50 1 1 001-1-Eau Gr...
z 12 Eau Lavage CHZ-ETHOH_YANMVER. .. | CHZ-ETHOH_YANNYER... |Sample - s0 1 1 002-2-Eau La...

% 3 13 Eau UltraPure CHZ-ETHOH_YAMMVER. CHZ-ETHOH_¥AMNNYER. Sample - s0 1 1
B

Inj vial Sample Name Sequence Method

OEooo

WE+EthOH
[\wFtMerhoH

[ Al | (Nf-fi-wF M. . |

All Loaded Signals

MWD A, Sig=287, 16 Fat—400,50 (EnOH_CHZ_YannV_26112018 20151127 0354 2510044 WE.T) [
EthOH_CHZ_Y... MWD1 A. Sig=287.16 Ref=400.80 (EhOH_CHZ_YannV_26112018 2018-11-27 09-54-25\007-7-CHZ 300pm.D)

HPLC Manu 290, MWD A, Sig=287,16 Ret=400,80 (EnOH_CHZ_YannV_26112018 2018-11-27 09-54-281011-11-CHZ-5-OH 300 uM.D)
HPLC Manu 260... MIWD1 A, Sig=267, 16 Rat=400.80 (EhOH_CHZ_Yann\_26112012 2015-11-27 03.54-291015-15.CHZ-0-Gle 200uM D)
HPLC PERLA MA... Nerm. | 3 8

HPLC PERLA MA... T B
Liste Manip CHZ. .. Sl
Hanip Manu test 1 i
Hew 2D18-10-2... d
Hew 2018-10-0... B
Prako Test 2020.., 2600~
Pun CHZ HepaR...
Fun CHZ Hepaf... i
Run CHZ Julie +..
standards czx 2...

ars
800

2000

standards czx 2...

Test détection ... -
fann Manip Fin
Yann Manip Fin ...
Demna

PehiCa KP B
SOPHIE o N
Data Methods

i
2491

UDDOOREEEOOEEEEHOOOOREEOOOOERREE

8620

% Method and Run Control B

1016

Data Analysis

@
2
S
]
1.300
ek

—| Review

[y
L
B33
94
o
]
]

a
i
53
1873
142
B80
110
170
8361
Pl
10680
10.954
411 214
11.479
=11558
m11.978
o 70
12 5498
3.22
13.841
A4 895

g Report Layout i N ; u . |

% Yerification {0Q/P¥) 5 10 15 20 26 min| | |-
[4] I+

Integration done.




Résultats

» Profil HPLC exportable en format
CSV (fichier texte) - A copier
ensuite dans un tableur (Exel ou
autre)

Données d’intégration - copier
le tableau et coller en document
texte.

Temps du pic, valeur d’intégration,
type de pic, largeur ...

;!‘ HPLC 1260 infinity | {offline): Data Analysis

File Method Sequence Recalculate

1

Graphics

grals L] Lk | Methods (35 led) <[5 L CHZETHD

Inteqration

Calibration  Report  Spectra

ANNVERRES M [sequence]

Batch  Wiew Abort Help

Ready/Heprocess Data Mode

KK

CHZ_Eth_Yann 2018-10-..,

2E8dIBE A0

EthOH_CHZ_Yann¥_261...

- " A
CHe_Eth_Yann Z018-10-., Overlay Type Line Inj ial Sample Name Acq. Method Sequence Method Sample Type Manua... Cal Level San
Compétition 2 EthOH CH... |:| % 1 11 H2D CHZ-ETHOH_YANNYER... |CHZ-ETHOH_YAMMYER... |Sample -
Compétition CHZ-EthOH .. » ] =) 2 12 WE CHZ-ETHOH_YANNVE... CHZ-ETHOH_YANNVE.. Sample -
Compétition CHZ-EthOH .. O & 3 13 CHZ 5td CHZ-ETHOH_YAMNYER. ., | CHZ-ETHOH_YANMYER... |Sampls -
Campétition EthOH CHZ ... O & 4 14 CHE-6-0H Std CHEZ-ETHOH_YANNVYER. .. | CHZ-ETHOH_YANMVER... |Sample -
Campétition EthOH CHE ... O & 5 15 CHz-0-Gle 5td CHZ-ETHOH_YANNVER. .. | CHEZ-ETHOH_YANRVER... |Sample = o
Compétition EthOH CHZ ... =

< >

HPLC Manu 29042019 20..,
HPLC Manu 29042019 20...

‘@Integration %} Calibration MSignal MPurify Q}Spedrum

HPLC PERLA MARIP 1 17...

m ﬁ M ‘ Report:  Short

200G 8

All Loaded Signals

@ S INRALOL A IR B AR 2

HPLC PERLA MANIP 1 17...

Liste Manip CHZ 1et 2 bG... [

MWD1 B, Sig=287,16 Ref=400,80 {Yann Manip Fin 6-0H2019-05-22 14-523-44'002-2-WE.D}

[+]

CUOSEOEEROBEOBEONEEOOEOOEOOOEHE

Sampling Rate

0.0017 min {0,102 sec), 18000 datapoints

Manip Manu test 1 maL | 3
Mew 2018-10-26 12-36-49 E -
New 2019-10-03 10-32-21 ey 8
Mew 2020-10-27 14-23-15 ]
Proto Tesk 2020-07-201... 150_:
Fun CHZ HepaR diff 34, 100_3 5
Run CHZ HepaRG prog ... B =
Run CHZ Julie + Julien 2... 50— 2 _ o
standards czx 2019-06-2.., B E E 3 o
standards czx 2019-06-2. ., 0- i -
Test CYP3A4 27_10_20%.., a 10 15 20 25 i | [=]
Test détection O-Glc 22 _,..
¥ann Manip Fin 6-0H 201... L D]
Yann Manip Fin 6-0H ...
I Dema # Time Type Area Height Width Area%% Symmektry
" 1 1.416 BY 100.9 12.5 0.107 5.044 0.687
Ew e :;I‘:E:EKP v 2 1506 | vB 5.3 6.2 00531 1205 | 0733
3 2,33 BW R 605.9 166.4 0.0527 30,430 0.473
Data Methods 4 2586 | WE 12.2 23 0,0607 0612 0,662
--------- 5 274 WBE 26 4.7 0.082 1,300 0.579
% Method and Run Control i) .35 BY 14.7 2.4 0.0916 0.737 1.531
File Information 7 6,443 W 7.8 1.9 0.0593 0,358 1.076
o LC-File [002-2-WE.D g 6.508 VB §.9 1.9 00692 0445 0,488
File Path | C:YChem32}11Datalyann Manip Fin 6-0H 2019-05-23 14-53-44 9 6.89¢ BV R G63.4 239.4 0,0541 43,150 0,593
Date |23-May-19, 15:27:00 10 7.628 Wy R 219.4 63.2 0.051 10.955 0.494
Hé] Review Sample [WE 11 5.441 BV R 9.1 1.7 .0738 0,455 0.425
Sample Info 12 12.01 VB 103.6 3.1 0.4217 5.180 0.302
Barcode
\;’Iy’ Report Layout Operator | SYSTEM
Method | CHZ-ETHOH_¥ANNVERRES.M
Q} Verification (0Q/PY) Reference
Analysis Time | 29,998 min

D 5 B [2 (3] £ wd = > = ]

1Ll

e W

Integration done,

8 SYSTEM (localhost) T~ HPLC 1260 infinity Il [ 0 | Ready




Résultats

6001
cme CHZ + EtOH ﬂ
N
CHZ Z 100- T 1
2 400 T
2 \ 2
3 3}
2 L'
£ CHZ-0O-Glc {_?
g Q [ CHZ
2 N 5p. I EtOH + CHZ
& 2001 P
&)
°
}n \
Fig. 5. UGT enzymatic activity in differentiated HepaRG cells treated by
%_4 8.6 8.8 9.0 110 112 114 0 ethanol. Cells were incubated with incubation medium (William's E medium
Retention time CHZ-0-Glc CHZ without red phenol) containing 300 uM of chlorzoxazone (CHZ) or incubation

medium (William's E medium without red phenol) supplemented with both
CHZ (300 pM) and ethanol (EtOH) at 50 mM for 4 h. The production of the CHZ-
Hugbart and al. Toxicology in vitro, 2020 derived glucuronide (CHZ-O-Glc), reflecting UGT1A catalytic activity was
analyzed by HPLC. Typical HPLC chromatograms (Fig. 5A) showing the peaks
of CHZ-O-Gle and CHZ in culture media of cells incubated with CHZ and
CHZ + EtOH. Peak area quantification of CHZ and CHZ-O-Glc (B) as the
mean + SEM for three independent experiments performed in triplicate. Results
are expressed as percent of control cultures (with CHZ) set at 100%. Statistics:
***p << .001 for cultures exposed to CHZ treatment compared with the cultures
co-incubated with CHZ and EtOH. (For interpretation of the references to colour
in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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