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Type de résultats obtenus

 Profil HPLC, avec des pics correspondant à 

chaque composé détecté

 Chaque pic apparait à un temps de rétention 

précis, permettant d’identifier des molécules en 

particulier, si comparé à des standards 

analytiques

 Aire sous la courbe permet une quantification du 

composé, en comparaison à une gamme étalon

 Les courbes sont superposables, pour comparer 

l’évolution des quantités d’un échantillon à 

l’autre
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Appareil du bâtiment 7 
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Four + colonne

Echantillons + 

bras Injecteur
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Lecteur Fluorescence

Solvants
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Pompe, mélangeur et purge

Arrivée Sortie

Mélangeur

Purge
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Rack d’échantillons et bras injecteur

InjectionBras articulé

Vials
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Colonne et four

ColonnePré-colonne



Lecteurs optiques 

(Ultraviolet et Fluorescence

UV-Visible Fluorescence
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Poubelle

Evacuation 

circuit

Drain 

condensation
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Interface « Online » du logiciel HPLC

Affichage de le lecture 

en cours



Interface « Online » du logiciel HPLC

Contrôle de l’appareil, 

création de protocole
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Interface « Online » du logiciel HPLC

Echantillons et 

injecteur

-Volume d’injection 

-Stoptime
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Interface « Online » du logiciel HPLC

Solvants et pompe

-Solvants utilisés

-% des solvants

-Temps de chaque phase

-Débit

-Pression max

-Stoptime
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Interface « Online » du logiciel HPLC

Colonne et four

-Température du four (RT 

+ 5°C)

-Tolérance de variation
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Interface « Online » du logiciel HPLC

Capteur UV-Visible

-Longueur d’onde de 

détection

-Largeur de la lecture 

autour de la valeur

-Longueur d’onde de 

référence
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Interface « Online » du logiciel HPLC

Capteur Fluorescence

-Longueur d’onde de 

stimulation

-Longueur d’onde de 

détection
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Interface « Online » du logiciel HPLC

Séquence 

d’échantillons

-Emplacement de 

l’échantillon

-Nom/Identifiant

-Protocole appliqué
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Avant chaque run

Connect

Service & Diagnostic

Purge Pump

Ouvrir la valve 

quand demandé

Cocher les 

bouteilles à 

purger.

5ml/min pdt 

5 min

Refermer valve 

quand purge 

terminée
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Evaluation de l’activité CYP2E1 par mesure 

de la métabolisation de la Chlorzoxazone

Chlorzoxazone 6-Hydroxychlorzoxazone Chlorzoxazone-β-d-Glucuronide

CYP2E1 UGT1A

Dosage de la forme glucuronide donne l’information sur ce qui s’est formé 

en 6-OH, et donc une idée de l’activité du CYP2E1.

Il est aussi possible de reconvertir le O-Glc en 6-OH grâce à une enzyme, 

la β-Glucuronidase
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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 300µM de Chlorzoxazone

→Le rouge de phénol peut perturber la lecture. 

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

-Incubation 6h environs dans ce milieu.

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

-Congeler surnageants et cellules.
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Echantillons

Eau

Standards: 

CHZ

CHZ-6OH

CHZ-O-Glc

Echantillons:

X1

X2

X3

…

Identifier et quantifier les métabolites 

(commencer à 300µM)

Premier run à blanc, vérifier propreté de la 

colonne. 

Dernier run de lavage.

Vial + insertInsert



Solvants

 Acétonitrile

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

Métabolites pas visibles sans le TEA, nécessaire de l’ajouter.
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Méthode
 Injecteur

-45 µl injecté

-Stop time à 30min

-Echantillons à RT (pas de réfrigération)

 Pompe

Temps

(min)

% Acide Acétique % Acétonitrile Débit Pression 

max

0 98 2 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

 Four

-Maintenu à 30°C

 Lecteur UV-Visible

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

Flux des solvants lors du run HPLC
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Résultats

WE



Résultats

CHZ
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 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 …

Résultats



Résultats

Hugbart and al. Toxicology in vitro, 2020



Merci pour votre attention !


