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RESUME : La majorité des analyses biologiques s appuient sur les deux matrices sang et urine. Cette derniére présente
un Inconvément majenr an niveau de ia fenétre de détection tres courte. Cette limitation a contribue ces derniéres années
4 Pessor d'une malrice alternative ; les cheveux, support beaucoup plus stable. L 'objectif de ce travail -réalis¢ au Servie
Central d’ Analyse du CNRS {Vernaison, France)- est de comparer les résuitats d'analyse de composés organigues dans
I'urine et les cheveux. L'application principale a porté sur 1'étude dn phénomeéne du 1abagisme, & (ravers le
développement d’un protocole analytique de routine permeli nf de doser les deux marqueurs organigues (la nicotine et
son métabolite principal, la colinine) dans ces deux mafrices. Un suivi d'un programme de sevrage a é1é effectué par
chromatographie en phase gazeuse ou lquide couplée & la spectrométrie de masse. Ce travail nous a permis de mettre
en évidence plusieurs agpecls imporants, tels gue I'influence de Porigine de I'échantillonnage et du métabolisme sur fa
représentativilé des échantillons urinaires, ainsi gre 'important complément d'information apporté par 'analyse de
cheveux.

Mots clés @ uring, cheveux, nicotine, cotining, sevrage tabagique.

ABSTRACT!: In the last few years, lair analysis bas become an important alternative and complement w0 blood and
urine analysis. The principal advantage of this malrix lies in its stability and the possibility of long-term detection. The
purpose of this work was to compare the results of urine and hair analysis in a smoking cessation program study, and to
develop a routine analytical procedure for the quantification of the two organic biological markers: nicotine {alkaloid of
Iobacco} and cotinine (its principal melabolite}. The techniques used were gas and liquid chromatography coupled with
mass spectometry detector, The main results were concerning the influence of sampling and niceline-metabolism on
the urine anatysis, and also the precious additional information gave by hair analysis,
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1. INTRODUCTION

L’analyse de la nicotine et de son principal métabolite, la cotinine [1-5], dans les différentes
mairices biologiques permet d’examiner le comportement ct les habitudes des fumeurs, de suivre les
programmes de sevrage tabagique, ainsi que d’évaluer le degré d’exposition passive des personnes
vivant 4 c6té de fumeurs, A notre connaissance, 1 n’existe pas de travaux ayant porté sur lc suivi
d'un programme de sevrage parallelement par analyses urinaires et de cheveux.

Notre objectif dans ce travail était de mettre au point une méthode simple et rapide pour doser
simultanément la nicotine et la cotinine, et de sulvre évolution dans Ic temps de leurs
concentrations respectives dans les deux supports urine et cheveux d’un ex-fumeur abstinent. Une
attention particuliere a ét¢ apportee a "analyse de la cotinine dans les echantillons urinaires. Cette
molécule, grice a sa plus grande stabilité dans le temps coustitue en effet une sonde incontestable
d’une consommation active de tabac et permet d’atténuer les inconvénients dus & un
¢chantillonnage ponctuel. Par ailleurs, des analyses de nos deux marqueurs ont éte effectuées dans
les extraits de cheveux, principalement dans le but d’examiner le complément d’information qui
pourait &tre apporté aux résultats de I'analyse urinaire.

" correspondant
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2. PRESENTATION DE LA NICOTINE - PHARMACOCINETIQUE ET METABOLISME

En termes de consommation, la nicotine constitue la principale drogue des temps modemes [6].
L’importante concentration de la nicotine dans le tabac {ou elle peut représenter de 0,5 a 8% du
poids sec selon les variétés) est sans doute a Iorigine de intérét tout particulier dont elie a fait
I’objet depuis sa découverte {7-8]. L’analyse des composés organiques volatils présents dans ia
fumée issue de la combustion du tabac a montré qu'un fumeur absorbe en moyenne I mg de
nicotine par cigarette, soit environ 10 & 15% de la quantité initialement présente dans le tabac {3, 8,
9]. A I’état pur, la nicotine (CAS #: [54-11-5], de formule brute CioH4Ny) se présente sous forme
de solution claire qui brunit au contact de air. Son nom systématique est la (S)-3-(1-Méthyl-2-
pyrrolidinyDpyridine. Cette molécule est caractérisée par une masse molaire M, = 162,23 g.mol" et
deux constantes d'acidité mesurées a 15°C : pK; = 6,16 et pK2 = 10,96 [10].

[.a formule semi-développée de la nicotine est présentée sur la figure 1.

De nombreux fravaux [2, 3, §, 11-13] ayant ¢té menés cbez 'homme ont permis de montrer que
la nicofine éfait intensivement meétabolisée dans le foie. La période de demi-vie est estimée a
environ 2 h, avec des variations interindividuelies assez importantes {(de 40 min a 4 h selon les
individus). La plupart des métabolites sont formés par réactions d’oxydation. La plus caractéristiguc
de ces réactions est Poxydation du carbone 57 du cycle pyrrolidinique qui conduit a la formation du
metabolite principal : la cotinine, dont la formule st mi-développée est présentée sur la figure 1.

On estime que pas moins de 70 a 80% de la quantite totale de ia nicotine ingérée est métabolisée
en cotinine via cette réaction [1-5]. Cet important taux de conversion confére 4 fa cotinine la
propriété trés intéressante d’étre un exccllent marqueur biologigue pour étudier la biotransformation
des produits de tabac chez Phomme.

A 1état pur, cette molécule (CAS #: [486-56-6], de formule brute C;oH2N20O) se présente sous
forme de solution huileuse. Son nom systématique est la I-Méthyl-5-(3-pyridinyl)-2-pyrrolidinone.
Elle est caractérisée par unc masse molaire My, = 176,22 gmol”. Tout comme la nicotine, la
cotining est a son tour fargement métabolisée jar réaction simultanée dans le foie. Une des
importantes propriétés caractéristiques du métabolisme de la cotinine est sa longue demi-vie,
d’environ 20 h, soit 10 fois plus longue que celle de a nicotine [2, 3, 5, 13, 14].

Nicotine Cotinine
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Figure | : Formules semi-développées de 1a nicotine et de Ia cotinine

3. MISE EN OEUVRE EXPERIMENTALE
3.1 Matériels

Les filtres utilisés (Acrodisc) sont de porosité 0,2 um et 0,45 um et sont en PTFE. L extracteur
automatique est de marque Zymarck RapidTrace SPE Workstation. Les colonnes d’extraction en
phasc solide (ou SPE pour Solid Phase Extraction) utilisées sont des colonnes greffées Cyy
(Bakerbond} et des colonnes en dioxyde de silicium (Extrelut NT-3 - Merck). Un broyeur de
marque RETSH de chez FISHER BIOBLOCK SCIENTIFIC a ¢té utilisé pour broyer les cheveux.
Les chaines analytiques utilisées pour les analyses en Chromatographie en pbase Gazeuse couplée a
la Spectrométrie de Masse (CG-SM) et en Chrom: tographie Liquide Haute Performance couplée 4
la Spectrométric de Masse en mode Electrospray Positif (CLHP-SM-ES") sont respectivement
constituées d’un chromatographe HP 6890 Series GC couplé a un spectrometre de masse HP 5973
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MSD et d’un chromatographe HP Series 1100 couplé & un spectrométre de masse HP Series 1100
MSD,

3.2 Réactifs

Nous avons dispose pour ce travail d’une solution de nicotine pure & 99 % achetée chez Sigma
Chemical et d’une molécule standard de (-)-Cotinine fourme par Fluka. Tous les solvants et
solutions utilisés (€ther, méthanol, dichlorométhane, acétonitrile (SDS), dicthyiene glycol (Aldrich),
isopropanol (Prolabo), acide formique (Ricdel de Haen), ammoniaque (Labosi)) sont de gualite
HPLC ou Pestipur. Les réactifs (hydroxyde de sodium, carbonate de potassium, acide borique et
chlorure de potassium (PROLABO)) sont de qualité normapur.

3.3 Préparation des solutions standard

Deux solutions meres de nicotine et de cotinime ont été préparées a une concentration de 1
mg/ml dans le méthanol. A partir de ces solutions, rnous avons prépare des melanges standards
présentant ia méme concentration pour ces deux molécules, soit respectivement : 500 ; 100 ; 10 et
I pg/ml. Ces mélanges ont servi essenticliement a réaliser les ¢tudes de lincarite et & calculer les
rendements d’extraction.

3.4 Préparation des échantillons @ urine surchargés en nicotine et cotinine

Nous avons disposé d’échantillons fournis par ine personne ne fumant pas et ne vivant pas au
contact de fumeurs. L analyse d’extraits en CG-SM a montré que ces échantillons étalent exempts
de nicoting et de cotinine. Les concentrations choisies pour ‘surcharger’ ces urines blanches sont
respectivement égales & 6,05, 0,1, 0,5, 1 et 5 pg/ml Pour chacun des ces niveaux de
concentration, nous avons prépare une solution d’urine de volume total V = 50 mi. Pour surcharger
tous les ¢chantillons de ia méme maniere, nous avons utilisé & chaque fois le méme volunie d’urine
‘blanche’ (soit 49 mi) auquel nous avons ajouté un volume adéquat de mélange standard (nicotine +
cotinine) complété a un volume de 1 ml par du méthanol.

3.5 Préparation des échantillons de chevenx surchargés en nicotine et cotinine

Dans les cheveux, les concentrations choisies sont respectivement égales & 05 10 205 50,100
et 200 ng de nicotine et cotinine par mg de cheveux. Des prises d’essai de 50 mg de cheveux
prétraités ont &€ surchargées a chaque fois par addition de quantités adéquates de mélanges
standard de nicotine et de cotinine préparés dans le méthanol. Cette opération a ¢te cffectuée
préalablement a I’étape d hydrolyse.

3.6 Procédures d’extraction
3.6.1 Extraction liquide-liquide

A S mi d’urine a analyser, nous ajoutons 0,5 m! d’hydroxyde de sodium (2M) ¢t 360 mg de
carbonate de potassium K,COs. Une extraction liguide est ensunte effectuée avec 2x5 ml d'éthe
diethylique. Apres recueil de la phase organique, nous ajoutons 100 ul de diéthylene glycol (DEG),
puis nous plagons le tout sous un courant d’azote a température ambiante pour évaporer Péther. A la
fin de cette etape, aux 100 pi de DEG résiduels, nous additionnons 900 ul de méthanol pour obtenir
un volume final d’échantillon = I ml. L analyse se fait en injection directe de I"extrait ainsi obtenu
en CG-8M ou en CLHP-SM-ES".

3.6.2 Extraction solide-liguide sur cartouches Extrelut

On preleve 1,5 mi d’arine a analyser qu’on mélange avec 1,4 mi de NaOH (0,5M). Aprés le
depdt d’échantillon d’urine sur la colonne préalablement conditionnée, 1’élution se fait par gravité
avec 15 ml de mélange dichlorométhane/isopropanol (9 :1 v/v). Avant évaporation sous courant
d’azote a 40°C, nous ajoutons 300 pl d’une solution d’acide chlorhydrique préparée dans le
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méthanol (0,025 mot1™) pour prévenir Pévaporation des deux composés d'intérét que sont la
nicotine et la cotimine. Apres évaporation & scc, le résidu est repris dans 150 ul de méthanol.
[’ extrait ainsi purifié peut étre directement analysé en CG-SM ou CLHP-SM-ES”,

3.6.3 Extraction SPE sur cartouches Bakerbond Cy;

A 2 ml d’urine 4 analyser, nous ajoutons 200 pl de tampon borate a pH = 10. Une centrifugation
pws une filtration (porosit¢ 0,2 um) sont ensuite cffectuées pour débarrasser '¢chantillon des
particules en suspension. Notre laboratoire €tant équipé d’un extracteur SPE automatique, nous
avons donc mis au point unc procédure d’exfraction comme suit : on commence par conditionner la
cartouche Cig a 1 ml/min avee successivement 2x1 mi de méthano!, 1 ml d’eau uitra pure et enfin 1
ml de tampon borate (pH = 9). Apres le dépbt des 2,2 ml d’urine tamponnée & un débit fixé a 0,5
ml/min, on effectue un lavage avec | mi d’eau ultra pure a2 1 mi/min. Enfin, et aprés avoir pris soin
de sécher la colonne, nous effectuons une ¢lution avee 2 x ¢,33 ml de méthane! a un débit fixe a 0,5
nil/min. Nous obtenons donc finalement 0,7 ml d’extrait purifié dissous dans le méthanol.

3.7 Protocoles analytiques
3.7.1 Analyse par CG-SM

L'injection se fait en mode splitiess pulsé, et le volume d’injection et fa température de
I'injecteur sont respectivement fixés a 1 pl et 280°C. La colonne utilisée est de type HPS-MS (30m
x 0.25mm x 0.25 pm), le gaz vecteur employé est ’hélium avec un débit de 2 mi/min. Le
programme de température adopté est le smivant : la température mitiale est maintenue a 8G°C
pendant 1 mun, suivie d’une montée & 220°C (20°C/min) puis a 310°C (30°C/min). On maintient le
four a cette température finale (310°C) pendant 2 min. Le temps total de ’analyse est de 13 min. La
détection peut se faire selon deux modes : le mode SCAN couvrant une gamme des masses allant de
m/z = 50 a m/z =700, ou ie mode SIM en sélectionnant les ions 84, 133 et 162 pour la nicotine ct
08, 119 et 176 pour la cotinine,

3.7.2 Analyse par CLHP-SM-ES™

L’injection se fait en mode automatique avec un volume fixé a 2 ul. La colonne {(dont la
température a ¢t¢ maintenue a 50°C) est de type Waters Xterra RP18 3,5um (150 x 2,1) mm. Le
débit est fixé 4 0,3 mimin'. Le gradient utilisé est résumé dans le tableau 1.

Temps (min) YA T(B) WO
it B0 8 20
8 16 & 84
8.01 L G HI0
8.5 b 50 50
i4.99 0 50 50

Tableau 1 : Gradient utilisé pour Panalyse en CLHP-SM-ES’

La notation (A) désigne une solution agueuse de formiate d’ammonium 0,01 moLi” dont le pH a
€€ ajuste a 10 avec de "ammoniaque NH,OH. Les notations (B) et (C) désignent respectivement
les deux solvants organiques acétonitrile {CH:CN) et méthanol (CH;O0H). Les temps de rétention de
la cotinine et la nicotine {rés répétables et sont respectivement €gaux 4 2,6 et 6,9 min 4 & (0.1 min.
La tension du fragmenteur a ¢té¢ optimisée a 100V pour les deux molécules. Pour favoriser
Pronisation en mode électrospray positif, nous meélangeons en post-colonne P'éluat avec une
solution d’acide formique a 0,01% (v/v) préparée dans le méthano! et débitée a 0,2 mi/min. La
détection peut se fatre selon deux modes : le mode SCAN couvrant fa gamme des masses allant de
m/z = 100 a m/z = 220, ou le mode SIM avec les ions m/z = 163,2 (ion (M+H)") pour la nicotine, et
m/z = 1772 (ion (M+H)") pour la cotinine.
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4. RESULTATS
4.1 Rendement
Pour calculer le rendement d’extraction, nous utilisons ces mémes extraits d’urines blanches.

Pour chague miveau de concentration, nous réalisons deux extractions en parallele : la prenugre
extraction est effectuée sur un ¢chantition d’urine prealablement surchargee, alors que la deuxieme
est effectuée sur une urine blanche. Pour ce dernier extrait, et juste avant P analyse, nous effectuons
une surcharge a la méme concentration. Le rendement est obtenu en faisant e rapport des réponses
fournies par ces deux échantillons en tenant compte du facteur de concentration.
R Concentration calculée dans 1'extrait d'urine surchargée

Concentration caleuiée dans 1'extrait blanc surchargé aprés extraction

Les résuitats pour les trois techniques d’extraction sont présentés dans le tableau 1.

100

CG-SM CLHP-SM-ES”

Nicotine Colinine Nicotine  Colinine
Extraction liquide-Hquide 74,7 8.7 67.6 33
Extraction sur cartouches Cyy 3.6 76,3 3.6 78,4
Exiraction sur colomes Txtrelut 46,5 451 624 45,0

Tableau 11 - Rendements des extractions Hauide-liguide, Cyg ¢t Exirelut

4.2 Comparaison des différents protocoles analytiques
4.2.1 Extraction liguide-liquide

Selon les résultats présentés dans le tabieau il, et malgré les valeurs correctes de rendement
d’extraction et de répétabilité pour la nicotine, notre protocole d’extraction liquide-liquide n’est pas
adapté a I'analyse de la cotinine. Par ailleurs, ce type d’extraction présente 'inconvénient d’une
mise en ceuvre lourde et contraignante, difficilement compatibie avec un protocole de routing,
notamment au niveau du temps de préparation d’échantillons. Elle ne sera donc pas retenue dans fa
suite du travail.

4.2.2 Extraction Extrelut

Ce type d’extraction est intéressant a plusieurs niveaux. Elle offre en effet 'avantage d’une
manipulation assez aisée comparée a I'extraction liquide-liquide, avec notamment un temps de
préparation d’échantillons beaucoup plus réduit. Les rendements d’extraction sont corrects pour les
deux composes, avec des valeurs situées autour de 50% environ. Les coefficients de variation
étudiés en CLHP-SM-ES” sont également trés satisfaisants. Malheureusement, Pextraction solide-
hquide présente un imconveénient majeur qui consiste dans le prix €leve des colonnes utilisées, ce qui
Himite beaucoup une utilisation éventuelle en analyses de routine.

4.2.3  Extraction SPE sur cartouches C;y

L’extraction de la nicotine en phase solide (SPE) sur des cartouches Ci3 donne des rendements
d’extractions trés faibles. A I'inverse, et concernant la cotinine, les rendements d’extraction sont
tres corrects, autour de 80 %. Les coefficients de variation obtenus avec cette derniére technique ne
dépassent pas les 1%, ce qui dénote d’une trés bonne répétabilite de I'analyse.

L’extraction SPE présente un énorme avantage qu’on ne retrouve pas dans les autres techniques
et qui consiste dans ’automatisation de toute la procédure. On retrouve notamment les effets
positifs de cette automatisation dans les valeurs des cocfficients de variation trés faibles, mais
¢galement dans le gain de temps appréciable lors de notre analyse. Clest cette technigue qui a ét€
retenue pour 1a suite du travail,

4.3 Linéarité
La qualité de la courbe d’¢talonnage sera estimée avec le coefficient de régression linéaire
calculé avec ta méthode des moindres carrés, qui doit étre le plus proche de 1 pour témoigner d’une
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bonne linéarité. Une extraction SPE sur cartouches Cig suivie d’une analyse par CLHP-SM-ES" a
permis de tracer la courbe représentée sur 1a figure 2. Toutes les mesures réalisées dans le cadre de
cette etude montrent de irés bons coefficients de régression linéaire, synonymes d’une bonne
Hnéarité dans la gamme de concentration choisie,

Courbe d'étalonage de dosage de la nicotine et de ta
cotinine par CLHP-ES+-MS aprés une extraction SPE C18
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Figure 2 @ Courbe d'étalonnage du dosage de fa nicotine et de la cotinine, Extraction SPE, analyse par CLHP-SM.

4.4 Répétabilité

Ce parametre a ¢té estimé en comparant les résultats obtenus avec des extraits préparés dans les
mémes conditions. Le coefficient de vanation (C.V.) d’une séric de mesure se calcule a I'azide de
I"écart-type (E.T.) et de la moyenne (Moy) de cette méme série selon la formule i o p = %Z., % 100 +

oy

Ce coefficicnt doit étre le plus faible possible pour attester d’une bonne répétabiiité des mesures,
Pour ceci, tous les échantillons ont été préparés et analysés par CLHP-SM-ES” trois fois. Les
résultats sont présentes dans le tableau 11,

Nicofine Cotinine
Concentrations {(ug/mil} Moyenne ET. C.V. Moyenne E.T. .V,
0,05 1.76E+04  1,94E+03 11,0  382E+04 1241403 32
0.1 LI9E+04  1,24E+03 0 39 6.89E4H04 2 44E+03 3.5
0,5 LTAEHDS  133E+03 9,8 3,62E+05  226E+03 0,6
1 3,84E+05  917E+03 24 T21E+05 4.78E+03 0.7
5 227E+H06 397E4A04 18 4,04F+06  1,74E 04 0.4

Tabieau il : Etude de 1a répétabilité du dosage de fa nicotine et de la cotinine,
Extraction. SPE el analyse par CLHP-SM-ES®

4,5 Limites de détection

Les limites de détection exprimées en pg/ml on: été obtenues par méthode graphique, en diluant
progressivement les concentrations de nos deax composés dans les ¢échantillons d’urines
surchargées jusqu’a obtenir une hauteur de pic égale & trois fois au minimum "amplitude du bruit
de fond. Les valeurs obtenues avec les protocoles analytiques que nous avons adoptés sont
résumeées dans le tableau IV,

CG-SM CLHP-SM-ES”
Nicoline Cotining Nicotine Cotinine
Extraction liguide-hquide 0.61 0.05 (.02 0.3
Hxtraction Cis 0.05 0.02 4.2 0.03
Extraction Exlvelut 0,02 (.01 (.01 0.065

Tablean: 1V : Limites de déteclion en pg/mi délerminées avec les six protocoles d'extraction développés
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Le tableau IV montre que la chromatographie en phase gazeuse presente des lmites de détection
plus basses que la CLHP-SM-ES" pour les deux extractions liquide-liquide et Cyy. Pour Iextraction
Extrelut, les valeurs pour ces deux technigues d’analyse sont comparables. Notons toulefois que
nous avons travaili¢ avec le méme ordre de grandeur au niveau du volume injecté (1 pi pour la CG-
SM et 2 ul pour la CLHP-SM). L’utilisation d'un volume d’injection plus grand {(pouvant aller
jusqu’a 50 ul), théoriquement permis cn chromatographic liquide était timité par Uemplot du
méthano! comme solvant des extraits recueillis. En effet, des tests réalisés avec différents volumes
d’mjection (3, 5 et 10 ul} ont montré une détérioration de I’allure des pics chromatographques
refatifs a nos deux composés (trainée trés importante) pour des volumes mjectés supérieurs a 2 ui.

5. SUIVI CINETIQUE D’UN PROGRAMME DE SEVRAGE TABAGIQUE

Le programme de sevrage tabagigue que nous avons examing lors de ce travail concernait un
homme adulte, fumeur réguiier depuis une longue période {(sujet 1). L arrdt de consommation de
cigarettes s’ est fait d’une maniére progressive, en substituant ia source d’apport de nicotine par des
patchs de dose connue changés réguliérement.

5.1 Echantillons ¢tudiés

Les échantillons d’urine analysés sont au nombre de 30 et couvrent une période d’environ §
mois. 11 g’agit de préléevements ponctuels réalisés généralement le matin. lls Concernant les
échantitlons de cheveux, nous avons disposé de 3 échantillons prélevés respectivement au premier
jour, 1 mois et 5 mois apres le début du sevrage.

5.2 Analyse d’échantilloss urinaires. Suivi cinétique

Des leur réception, les urines sont placées immédiatement dans un congélateur dont la
température est fixée a4 -18°C. Apres décongélation, les extractions en phase solide sur cartouche
C)s et ’analyse chromatographique par CLHP-SM-ES™ ont été effectuées sur une période de deux
jours, et les échantillons ont €té conservés entre temps dans le réfrigérateur & 4°C. La courbe
d’étalonnage a été tracée ie jour méme (préparations des solutions standards et analyse).

Nous avons représenté sur la figure 3 les courbes tracant P’évolution des concentrations de la
nicotine et de la cotinine en fonction de la date de prélevement.

5.2.1 Discussion

Nous pouvons faire plusicurs commentaires concernant 1’allure de fa courbe du suivi cinétique
de la nicotine dans les urines {(Figure 3).

Nous savons grice aux précisons qui nous ont été fournies par notre sujet, que ce dernier
continuait a fumer quelques cigarettes pendant les deux premicres semaines tout en utilisant des
patchs dosés gui délivrent théoriquement 21 mg de nicotine dans le sang sur une pénode de 24h (le
premier patch a ét€ posé deux jours apres le début du sevrage). Cette accumulation de sources de
nicotine entre patchs et cigarettes peut expliquer les pics observés dans les urines pour les premiers
préiévements.

Apres cetie phase initiale, notre sujet déclarc avoir arrété progressivement sa consommation de
cigarettes, paraliclement a une diminution graduelle du dosage des patchs qui sont passés de 21 a
19, puis enfin a 14 mg/24h. Etant donné le métabolisme assez rapide de la mcotine et ia ponctualité
des prélevements réalisés {(donc ne traduisant pas fidélement la variabilité de 1a matrice urinaire,
trés dépendante de parametres physiologigues tels que le régime alimentaire ou 'hydratation. ..), la
courbe de suivi cinétique a moniré comme prévu des variations importantes de la concentration de
la micotine. Notons toutefois que cette courbe montre globalement une diminution progressive du
taux de la nicotine dans les urines, jusqu’a sa disparition totale deux mois environ apiés le début du
sevrage.
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Suivi cinétique de la concentration de 1a nicotine dans les
urines. Extraction SPE sur cartouches C,;, Analyse par CLHP-SM-
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Figure 3 : Variation de la concentralion de la nicotine et de la cotinine dans les urines {sujet en fonction de fa date
de prélévemenl. Echantilions ponctuels, extraction SPE ¢t analyse par CLHP-SM-ES”

En examinant la courbe de suivi cinétigue relative an dosage de la cotinine dans ces mémes
¢chantillons (figure 3), nous relevons qu'elle présente une allure moins dispersée que celle relative
au dosage de la nicotine, particulierement pour le premier mots aprés 'arrét de consommation de
cigarettes. Cette courbe illustre d'une maniére plus claire la diminution continue et progressive dans
le temps des traces de tabagisme dans les extrait . urinaires. L’explication principale est liée a la
période de demi-vie relativement importante de la cofinine (20 h), qui contribne a réduire d'une
maniere significative la dépendance de la concentration de cette molécule vis-a-vis de 1'échantilion
preleve.

5.2.2 Importance de Uéchantillonnage

L’analyse de substances organiques dans les urines souieve un certain nombre de problémes a
plusieurs miveaux. Le premier que nous nous sommes proposés d'examiner est celui de
I"échantilionnage. Cette étape est trés détermina: te, dans le sens o Purine demeure un extrait
biologique trés dépendant du moment du prélévement [15]. En effet, le régime alimentaire du sujet
et surtout de la quantite d’eau ingurgitée entre les différents prélévements dans une seule et méme
journee engendrent des fluctuations dans ["aspect général de ['urine (couleur, densité. ..}, ce qui se
traduit automatiquement par une fluctnation dans ia concentration de toutes les substances qui y
sont contenucs {2, 3].

Pour examiner influence de I’échantiflonnage sur ’allure de la courbe de suivi cinétique, nous
avons analysé¢ en premier lien cing extraits d’unne collectés dans la méme journée chez unc
personne fumant en moyenne 20 cigarettes par jour. Le premier prélévement a été effectué au réveil
le matin, ¢t les quatre autres sont espacés d’un intervalle de 3 h environ jusqu’au dernier
préievement réalisé le soir.

Les extraits obtenus aprés une purification sur ¢ artouches Cg et analyse par CLHP-SM-ES” ont
revelé une vanation mmportante des concentrations de la nicotine et de la cotinine en fonction de
Pheure de prelevement. Afin d’obtenir une sorte d'échantilion moyen plus représentatif, nous avons
alors pensé a recuetilir toute 'urine excrétée sur une période de 24 heures, Une partie de ce recueil
pourra &tre prélevée et analysée.

Pour examiner la validit¢ de cette approche il nous fallait trouver un sujet fumeur qui
s’engagerait a s’arréter de fumer pendant une période de deux semaines minimum. Le but est de
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voir st cette procédure d échantillonnage permettrait d’obtenir une ¢ventuclle amclioration de
Pallure de la décroissance de la courbe de suivi cinetique de nicotine et de cotinine dans les urines.
Deux personnes travaillant dans notre laboratoire s¢ sont portées volontaires. Le sujet 2 (femme de
25 ans, fumant 10 cigarettes/jour en moyenne) a arrété de fumer pendant 15 jours. Le sujet 3
(homme de 25 ans, 5 4 7 cigarettes/jour) a arrét¢ de fumer pendant un mois. Nos deux volontaires
nous ont fourni fous les deux a trois jours un recuei . de 24 h d’urine.

L'extraction a été cffectuée sur cartouches Cx selon le protocole déerit précédemment, et
I"analyse a été réalisée par CLHP-SM-ES™ et CG-SM. Les résultats obtenus sont trés comparables
pour les deux sujets. La figure 4 représente les résultats obtenus a partir des échantillons fournis par
le sujet 2,

suivi cinétique de ia concentration de ia nicotine et de la
cotinine lors ¢'un programme d'arrét de tabagisme
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Figure 4 : Variation de ka concentration de la nicotine et de la cotinine dans les urines {sujet 2) en fonction de la date
de prélevement. Echantillons moyens (24 heures), extraction SPE et analyse par CLHP-SM-ES’

L’examen des courbe (figure 4) montre bien une décroissance réguliére du taux de nicotine et de
cotinine dans les urines immédiatement aprés I’arrét de consommation de cigarettes (représenté par
un trait vertical). Cette décroissance est d’autant plus rapide que nos deux sujets n’ont pas cu
recours & I'utilisation de patchs de substitution. Notons que suite a une dizaine de jours de sevrage,
i n’y avait quasiment plus aucune trace des deux molécules dans les échantillons urinaires moyens.

En tenant compte de tous ces résultats, nous avons clairement mis en évidence |'importance de
I’échantillonnage pour ce suivi cinétique. Le prélévement sur 24 h permet de nous affranchir de
fluctuations dues a la dépendance de 'urine vis-a-vis du régime alimentaire et surfout du taux
d’hydratation de la personne. Ce genre de prélévement est certainement plus contraignant pour les
sujets qui se soumettent a une telle étude, mais les résultats sont plus précis et représentatifs.

5.3 Analyse d’extraits de cheveux. Suivi cinétique
5.3.1 Introduction

Ces derniéres années, utilisation des cheveux dans les laboratoires de toxicologie a connu un
intérét certain et croissant, grice notamment aux nombreux avantages qu’tis offrent par rapport aux
autres supports biologiques classiques tels que Purine ou le sérum [16, 17]. Outre sa grande stabilité
et sa conservation facile & température ambiante, ce support présente Pavantage d’offrir a I'analyste
une grande fenétre chronologique sur laquelle ¢n peut €tudier les phénoménes de soumission
chimigue ou d’expositions aux xénobiotiques. D’un autre c6té, il existe malheureusement aussi
quelques inconvénients qui limitent encore son utilisation. Le premier consiste en la complexité du
support qui impose des étapes d’extraction phis ou moins fastidieuses et généralement peu
reproductibles, ainsi que "absence d’¢chantillons de référence [18, 19].
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Dans un souci d’avoir la méme approche analytique pour les deux matrices urine ¢l cheveux,
nous avons essay¢ lors de cette étude d’adapter le protocole deétaille precédemment d'analyse
d’échantillons urinaires 4 ’analyse d’exiraits de cheveux. Pour cela, 11 fallait réaliser plusieurs
opérations de prétraitement, incluant une étape essentielle d’hydrolyse. L objectif étant d’obtenir
des ¢chantiflons liquides, qui peuvent alors subir les mémes traitements quc les échantilions
urinaires. Ainsi, les différentes procédures d extraction se retrouveratent grandement simplifices et
la comparaison entre les différentes matrices beaucoup plus aisée.

5.3.2 Prétraitement de Uéchantillon

Apres découpage des cheveux en fines portions, deux lavages successifs avec le dichlorométhane
sont effectués, accompagnés a chaque fois d’unc agitation au Vortex pendant 5 min. Cette opération
a pour but de dé¢harrasser les cheveux d’éventuelles pollutions exiérieures, Apres séchage a I’étuve,
et afin d’assurer une parfaite homogénéisation de I"échantillon, il est nécessaire de broyer finement
les cheveux de maniére 4 obtenir un échantilion moyen sous forme de poudre. Cette opération est
effectuée a i"aide d’un broyeur & billes.

5.3.3 Extraction

La premiére étape dans notre protocole d’extraction des deux composés a partir des cheveux
consiste en une destruction de la matrice pilaire par hydrolyse basique. Pour cela, nous plagons dans
un tube 50 mg de cheveux broyés et 1 ml d’hydroxyde de sodium de concentration 2 mol.l”. Le
chauffage & 85°C de ce mélange pendant 45 min assure fa destruction totale de la matrice. Aprés
refroidissement, 1 mi d’acide chlorhydrique (2 moi.l'l_) puis 2 ml de tampon phosphate (0.02 mol.I"",
pH = 7) sont ajoutés dans le but de neutraliser et tamponner le pH de I"échantillon. Aprés une
filtration a Paide de seringues équipées de filtres en PTFE de porosité 0,45 pm puis 0,2 um, on
obtient une solution limpide, qui sera déposée sur des ecartouches Cig. 1.¢ protocole d’extraction
adopté est exactement ic méme que celws décrit pour les échantitions urinaires. La seule différence
réside dans le volume de P’échantillon déposé sur la cartouche SPE (4 mi au lieu de 2,2 mi).

5.3.4 Reésultats

L. ’analyse des extraits de cheveux dopés montre que les courbes d’étalonnage relatives au dosage
de la nicotine et de la cotinine sont bien lin¢aires avec des coefficients de régression respectivement
égaux a 0,978 et ,998.

Les résultats du suivi cindtique du scvrage ont ¢t€ résumeés sur la figure 5.

Suivi cinédtique de [a concentration de la nicotine et de 2
cotinine dans les cheveux

| m [Nicotine} {ng/mg}
3 [Cotinine}x10 (ngimg) |

[Nicotine] ; [Cotinine] x
16 (ng/mg de cheveux)

nov- géc- janv- févr- mars-
02 (2 03 03 03

Date

Figure 5 : Variation de la concentration de 13 nicoting et de la cotinine dans les cheveux (sujet 1) en fonction de la

date de prélévement. Extraction SPE et analyse par CLHP-SM-ES
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Cette derniere affiche une baisse continue dans le temps de la concentration des composés
étudies, ce qui est conforme aux prévisions, Comme deuxiéme résultat principal de cette analyse,
nous pouvons noter que la detection des deux composes est encore possible jusqu’a cing mois aprés
ic début du sevrage. Ceci est dii principalement a la grande stabilité de la matrice cheveux. Ainsi, la
fenétre de détection des deux molécules d’intérét en particulier, et de tous les composés organigues
en général, est beaucoup plus importante gue dans les urines. Clest dans cette approche que
P"analyse de cheveux trouve tout son intcrét.

D’une maniere globale, les résuliats ont €i¢ concordants ef superposables pour les deux supports
urine et cheveux, Ceci confirme des perspectives trés intéressantes dans ¢e domaine, et ¢c¢ méme
genre d’étude peut étre applique a d’autres {ypes de molécules.

6. CONCLUSION

Nous avons comparé dans cette étude six protocoles analytiques différcnts pour analyse de la
nicoting et de la cotinine dans les échantitlons urinaires et de cheveux. Aprés un examen attentif des
résultats obtenus et le caleul des parameétres de linéarité, limite de déiection, répétabilité et de
rendement d’extraction, nous pouvons mettre en relief plusieurs conciusions. La premiére, portant
sur I'aspect analytique, montre que les deux techniques CG-SM et CLHP-SM-ES™ donnent des
résultats assez comparables avec nos différents échantillons, tant pour ics calculs de rendement gue
pour les répétabilités des mesures. En terme de sensibilité, la CG-SM parait étre d’une maniere
générale une technique légérement plus puissante pour 'analyse des deux composés. Cecl ¢tant dit,
la chromatographie liquide présente de son ¢4té plusieurs avantages comme la possibilite d’injecter
des volumes beaucoup plus mportants quen CG-SM (possibilité d’amélioration des limites de
détection). Par ailleurs, la robustesse de cette derniére n’est plus a démontrer, ce qui représente un
avantage {rés important €tant donné la complexité des matrices biologigues que nous étudions.

Tenant compte de tous les résultats présentés dans cetie ¢tude, e protocole analytigue que nous
pouvons retenir est bas¢ sur une extraction SPE sur cartouche Cig, suivie d’une analyse en CLHP-
SM-ES".

Ce protocoie offre des rendements d’extractions allant jusgu’a environ 80% pour la cotinine. La
préparation d’cchantillon, contrairement a extraction liquide-liquide est relativement aisée, et
grice A Pautomatisation de toute I’étape d’extraction sur colonnes Cig, nous pouvons garantir une
tres bonne répétabilité de nos mesures.

L'examen des courbes de suivi cinétique relatives au dosage des deux mwolécules dans les
¢chantiilons urinaires nous a permis de formuler deux conclusions importantes : premiérement, et
concernant les prélevements ponctuels, nous avons viz que 1’analyse du métabolite cotinine, plutdt
que la molécule principale -la nicotine- fournit des résultats plus cohérents et représentatifs dans le
temps.

Ensuite, nous avons mis en ccuvre une autre approche basée sur des prélévements sur une
periode de 24 h, une sorte d’¢chantillon moyen qui nous a permis d’illustrer une décroissance rapide
(10 jours) de la concentration de nicotine et de cotinine dans les urines.

I.’analyse d’extraits de cheveux a constitué un complément tres utile dans notre suivi de sevrage.
Nous avons mis en évidence le caractére rés stable de ce support, et I’énorme avantage qu’il offre
en permettant la détection de xénobiotigues apres une longue période,
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