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RESUME

Le marché des substances de performance doit continuellement étre sondé pour assurer le maintien a
jour des connaissances des laboratoires de controle de dopage. Suite a la vérification des produits en
circulation sur internet, quatorze produits d’intéréts ont été commandés et onze recut au laboratoire.
L'identification subséquente a I'aide de standards et grace aux analyses sur chromatographie en phase
gazeuse couplée la spectrométrie de masse permet de conclure qu’il s’agit majoritairement de substances
stéroidiennes, dont certains stéroides de synthése. Des onze produits analysés, quatre substances
méconnues ont été retenues pour l'incubation en présence de fractions cellulaires S9, surnageant
homogene de foie contenant le cytosol et les microsomes, visant a améliorer les connaissances entourant
leur métabolisme. L'utilisation du modele des fractions cellulaires S9 a été préconisée pour assurer une
obtention éthique des métabolites en accord avec la vision du contréle du dopage. Ce modele in vitro
permet d’estimer le métabolisme de substances potentiellement délétéres lorsqu’administrées aux
humains sans recourir aux études d’excrétions. Quatre métabolites sont obtenus suite a I'incubation de la
3B-hydroxyandrost-4-en-17-one, deux métabolites pour la 33-hydroxy-5a-androst-1-en-17-one, trois pour
le méthylclostébol et un seul pour la 2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxyandrost-3-one. La proposition des

structures découle de I'analyse par CG-SM.

L'ensemble des résultats obtenus permet I'évaluation d’un modele alternatif représentatif en plus de

mettre a jour les connaissances entourant le métabolisme de stéroides de synthese.

Dopage sportif; spectrométrie de masse; stéroides de synthése; stéroides; métabolisme; incubations.



ABSTRACT

The market of performance enhancing drugs must continuously be assessed to make sure knowledge of
doping control laboratory is up to date. Following the appraisal of products in circulation, fourteen
products of interest were ordered and eleven received by the laboratory. Identification with standards
and gas chromatography-mass spectrometry analysis allows to conclude that most of the products
received are steroids or steroid-like substances, some of them being synthetic steroids. Four products
were kept from the eleven analyzed for incubation with S9 cellular fractions, the homogenate supernatant
containing liver cytosol and microsomes, aimed at improving knowledge regarding their metabolism. The
use of S9 cellular fractions has been advocated to ensure ethical procurement of said metabolism, which
is more in line with doping control’s outlook. This in vitro model allows an estimation of human’s
metabolism of potentially harmful substances without recurring to excretion studies. Four metabolites
were obtained following incubation of 3p-hydroxyandrost-4-en-17-one, two metabolites for 3B-hydroxy-
S5a-androst-1-en-17-one, three for methylclostebol and one for 2-cyano-17a-methyl-17B-hydroxyandrost-

3-one. Structures for those metabolites were proposed following GC-MS analysis.

The results obtained enable the evaluation of an alternative model while allowing further understanding

of synthetic steroid’s metabolism.

Doping; mass spectrometry; synthetic steroids; steroids; metabolism; incubation.
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INTRODUCTION

Dans une société ol le rendement est de plus en plus prisé et attendu, ou la compétition est souvent des
plus féroces, 'amélioration des performances personnelles peut rapidement s’avérer un chemin emprunté
sans prendre en considération les multiples effets déléteres potentiels. Bien que plusieurs voies visant
I'amélioration des performances soient plutot banales, que ce soit varier son alimentation pour certains
ou modifier son entrailnement pour d’autres, certaines alternatives se veulent plus dangereuses pour la
santé en plus d’étre éthiquement discutables. De plus, il arrive que les enjeux en lien avec la performance
soient d’envergure, que ce soit sous forme d’opportunité de carriere, de gains monétaires ou de
commandites substantielles. Bien que regrettable, il arrive tout de méme parfois que des gens aient

recourt a des techniques ou des substances dites dopantes.

Lorsqu’on ajoute le contexte du sport au niveau d’élite et la pression exacerbée en plus d’une accessibilité
plus aisée a des produits dopants, les interrogations quant aux motifs amenant un athléete a sombrer dans
le dopage sportif se précisent. L’utilisation de substances illicites, en plus d’étre éthiquement inacceptable
relativement a la justesse de la compétition, méne trop souvent a des complications de santé pouvant
parfois méme mener a la mort. Prenons I'exemple du cycliste danois Knud Enemark Jensen en 1960 qui
s’était effondré lors des Jeux olympiques a Rome. Selon des rapports subséquents, des substances reliées
aux amphétamines et du Ronicol (un vasodilatateur) auraient été administrées a son équipe lors de la
compétition. Le but était d’éradiquer temporairement les effets de la fatigue reliés a I'effort physique et
d’améliorer les performances. Malheureusement, bien que les coéquipiers du cycliste danois se soient
remis des problématiques ressenties lors de la compétition, son expérience fut fatale en plus d’étre

télédiffusée internationalement (Beckett & Cowan, 1978; Ljungqvist, 2017).

Plusieurs considérent a tort que les sportifs ayant recours au dopage représentent seulement une minorité
des athlétes compétitionnant a haut niveau et donc que le probléme est d’'une importance minime. En
plus des raisons économiques et sociales, plusieurs athletes sont poussés a se doper afin d’atteindre les
objectifs sportifs de leur pays. A certaines occasions, le choix entourant I'usage de substances interdites
ne releve méme plus de I'athléte, mais d’instances plus hautes, niant le tout lors de scandales ou de
problématiques subséquentes. De ce fait, des programmes institutionnalisés de dopage ont été dévoilés
en République démocratique allemande (RDA) durant les années 1960s (Franke & Berendonk, 1997) et
celui de la Russie, peu apres leur performance record aux Jeux olympiques de Sotchi en 2014 (Duval, 2017,

Mclaren, 2016). Une problématique récurrente associée a ce genre de scandale est que la révélation quant



a I'existence de ceux-ci repose souvent sur des lanceurs d’alertes provenant directement ou associés de

prés aux milieux en question.

Malheureusement, plusieurs athletes ont recours au dopage sans méme se soucier des effets néfastes,
gue ce soit par pression sociale de leur entourage, ou par une soif insatiable de gagner sans égards des
moyens empruntés. Trop souvent, ces mémes athlétes seront idéalisés par la jeunesse d’aujourd’hui.
Voulant imiter leurs idoles, les jeunes seront parfois portés a suivre les mauvais pas de ces athletes dopés
et injustement en payer le prix par manque d’informations. En effet, plusieurs produits dopants se
retrouvent en vente libre chez des distributeurs internet et méme chez certains magasins de suppléments.
Souvent commercialisés sous d’autres noms, visant a duper les autorités sanitaires et le public cible, les
produits disponibles ne font pas mention des effets déléteres possibles associés a leur utilisation. Il ne faut
pas non plus oublier qu’ils sont parfois mélangés entre eux et vendus en tant que formulation exclusive,
permettant du coup au commercgant de ne pas mentionner la composition réelle et ainsi aisément falsifier
I'information présente sur son produit. Ces différentes techniques permettent a certains distributeurs de

mettre en circulation soit des produits dopants interdits et illégaux ou les prodrogues associées a ceux-ci.

Finalement, plusieurs produits se retrouvant sur internet sont parfois des stéroides de synthése
communément appelés « designer steroids », c’est-a-dire des stéroides abordant certaines modifications
spécifiques a leur structure de base permettant la modification de leurs propriétés physicochimiques et
I'altération, entre autres, de leur métabolisme (Abushareeda et al., 2014; Cavalcanti Gde et al., 2013;
Cawley et al., 2016). L'utilisation de stéroides de synthése permet a plusieurs athlétes d’éviter
momentanément les controles antidopage puisque le métabolisme de substances jusqu’alors inédites est
souvent méconnu des laboratoires (Alquraini & Auchus, 2018). Le contréle du dopage se base sur
I'identification spécifique et la quantification des différents métabolites stéroidiens connus retrouvés dans
différentes matrices urinaires ou sanguines (Ayotte et al., 1996; Cawley et al., 2016). Certains athlétes et
entralneurs misent sur le fait d’utiliser des stéroides de synthése dans I’espoir que le produit meére et les
métabolites résultants de I'administration different grandement de ce qui est déja répertorié. La prémisse
des fautifs serait donc que les résultats découlant des tests de controle du dopage ne permettraient pas
de prouver hors de tout doute la prise d’'un produit dopant, le produit utilisé, et donc ses métabolites,
étant inconnus des laboratoires de dopage (Alquraini & Auchus, 2018). Ce raisonnement conduirait a la
possibilité d’usage de produits dopants et d’obtention d’un avantage compétitif a court ou moyen terme

pour les athletes en question avant de devoir revoir leur stratégie advenant le dépistage subséquent par



les laboratoires de contréle du dopage. En d’autres mots, la spécificité des méthodes de dépistage serait

alors avantageuse pour les tricheurs.

Le but initial de ce projet est donc de rechercher les agents anabolisants designers disponibles sur internet.
Suite a I'obtention desdits produits, ceux-ci seront analysés et les stéroides identifiés seront incubés en
présence de fractions cellulaires S9 afin de proposer des structures pour les métabolites les plus
pertinents. Ultimement, le projet permettra d’atteindre trois objectifs précis. Le premier objectif étant de
faire I'état du marché actuel et de la facilité a obtenir des produits dopants. Le deuxiéme étant d’obtenir
éthiguement les métabolites associés a l'utilisation de ceux-ci a la suite d’incubations en présence de
fractions cellulaires S9. Le troisieme étant d’intégrer de nouveaux métabolites aux méthodes de
dépistages existantes, permettant du coup d’améliorer les connaissances actuelles quant a ces molécules

en marché.






1 REVUE DE LA LITTERATURE

1.1 Bref historique du dopage

L’utilisation de substances dans le but d’améliorer des performances sportives ou physiques n’est pas une
réalité exclusivement moderne. En effet, |'utilisation de produits spécifiques est rapportée des I’Antiquité,
ol un extrait de la plante Ephédra nommée Ma Huang était utilisé par le peuple chinois comme stimulant
et antihistaminique. Nous savons aujourd’hui que I'extrait en question contenait I'éphédrine comme
principe actif principal. Utilisée comme bronchodilatateur en contexte médical, mais récréativement
comme stimulant, I'éphédrine est une amine sympathomimétique bannie en contexte sportif (Abourashed

et al., 2003; Ljungqvist, 2017).

D’autres exemples de mesures prises visant I'amélioration des performances durant I’Antiquité varient de
modifications a l'alimentation usuelle par plusieurs compétiteurs des Jeux olympiques antiques a
I'utilisation de différentes substances par les Grecs et les Romains. Les modifications au régime variaient
d’une alimentation riche en figues séchées pour un champion a une alimentation presque exclusivement
carnivore pour un autre. L’utilisation de substances était aussi diversifiée, les Grecs privilégiaient entre
autres les vins et brandys en association avec des champignons hallucinogenes tandis que les Romains

favorisaient I'usage de stimulants (Yesalis & Bahrke, 2002).

L'utilisation d’amphétamines par les soldats de la 2 Guerre mondiale dans le but de prévenir et réduire
les effets de la fatigue est bien connue. De plus, des effets bénéfiques non négligeables sur le moral des
troupes lors des longues périodes de combat et d’efforts physiques augmentaient grandement I'intérét
des troupes a consommer les « Pep pills ». Une association entre les exploits du Blitzkrieg en 1940 et les
capacités jugées surhumaines de certains soldats allemands auraient mené a des rumeurs d’utilisation
d’une substance mystere, s’avérant étre de la métamphétamine. Les Alliés auraient ensuite emboité le
pas quant a l'usage de substances illicites suite a cette découverte pour faciliter I'atteinte des buts
susmentionnés et ainsi améliorer leur chance de prévaloir face a I'ennemi (Ljungqvist, 2017; Rasmussen,

2011).

La chute de la République démocratique allemande (RDA) en 1990 révéla plusieurs documents en lien avec
un programme institutionnalisé de dopage sportif, incité par le gouvernement en place. En effet, plusieurs
milliers d’athlétes, médecins, scientifiques et représentants gouvernementaux travaillaient collectivement

pour permettre la mise en place d’'un dopage d’état systématique visant la domination des athlétes a



I'international. Le tout était bien sir maintenu dans le secret. L’administration d’agents anabolisants aux
athletes d’élite était particulierement centrale dans ce programme, menant a des progrés plus marqués
chez les femmes et les enfants. En effet, I'amélioration des performances sportives associée a
I"'administration d’agents anabolisants chez les femmes et les enfants pouvait correspondre jusqu’au
double de celle constatée chez les athletes masculins suivant le méme protocole. L’administration de
plusieurs substances interdites aux athlétes prédestinés débute des 1966 avec la 4-chloro-17B-hydroxy-
17a-méthylandrost-1,4-dién-3-one (déhydrochlorométhyltestostérone; DHCMT, surnommée « |’'Oral-
Turinabol ») dans le but d’améliorer les performances et la force musculaire, mais aussi d’augmenter
I'agressivité, considérée comme désirable dans le contexte de sport d’élite. Cependant, I'utilisation de
substances anaboliques par les athletes compétitionnant dans des spécialités axées sur la force musculaire
n’était pas exclusive en RDA. En effet, I'usage était assez répandu, dont aux Etats-Unis. En revanche, un
programme institutionnalisé d’envergure n’était en place qu’en RDA (Franke & Berendonk, 1997). |l faut
se rappeler que l'utilisation de stéroides anabolisants androgénes en contexte sportif ne sera interdite

qu’a partir de 1974 (Ljungqvist, 2017).

Un scandale ébranla le sport américain en 2013 lorsqu’on associa la production et la distribution par le
laboratoire BALCO a l'utilisation de la tétrahydrogestrinone (THG) chez les athletes d’élite. La THG était
consommée conjointement a une formulation topique contenant de la testostérone et de
I’épitestostérone surnommeée « The Cream ». En effet, en plus de démontrer I'incorporation de produits
de synthése sur le marché noir (dont la THG), I'utilisation d’agent masquant comme I’épitestostérone dans
la formulation « The Cream » démontrait une connaissance des méthodes de dépistages des laboratoires
de controle du dopage. Heureusement, les autorités américaines avaient été mises au courant grace a un
lanceur d’alerte anonyme qui avait fait parvenir le produit en circulation directement au laboratoire de

Don Catlin a UCLA (Ljungqvist, 2017).

Plus récemment, le monde de I'antidopage a été secoué suite a la découverte de « The Disappearing
Positive Methodology » et le programme I'entourant. L’effort gouvernemental de la Russie permettait le
dopage d’athlétes compétitionnant au niveau international en recourant a des protocoles de dopage
sportif faisant usage de substances bannies, en manipulant les échantillons (interchanger les échantillons
d’urines positives par des urines négatives) et en falsifiant les données rapportées (Duval, 2017; McLaren,
2016). La domination de la Russie durant les Jeux olympiques de Sotchi en 2014 fut malheureusement en
grande partie grace a ce programme. Le programme aurait été en place plusieurs années avant méme les

Jeux de Sotchi, l'initiation remontant au-dela de 2011 jusqu’a sa terminaison présumée en 2015. Ce



systéme permettait donc a des athlétes utilisant des substances dopantes, sous la supervision du ministre
du Sport, d’éviter les tests positifs. Plusieurs techniques étaient centrales a la réussite de cette initiative
dont la mise en place d’un protocole de dopage plus difficilement détectable (utilisation de substances
dopantes a excrétion rapide). Ensuite, la manipulation des échantillons d’urine consistait en I'ouverture
des pots A et B des urines positives et échanges pour des urines « propres » de |'athlete récoltées avant
I'initiation du protocole, dilution avec de I'eau ou ajout de sel et/ou de Nescafé pour altérer la gravité
spécifique et I'apparence des échantillons. Finalement, la falsification des résultats (résultats positifs

rapportés comme étant négatifs) au niveau des instances supérieures assurait le succes (McLaren, 2016).

En 2016, 296 athlétes appartenant a I’Association internationale des fédérations athlétiques ne pouvaient
compétitionner en lien avec des violations aux regles de I'antidopage (Handelsman & Bermon, 2019). La
problématique entourant le dopage nécessite des actions non seulement pour préserver 'intégrité des
sports au niveau d’élite, mais aussi dans le but de protéger les athletes de décisions pouvant mener a des

effets néfastes pour leur santé et a leurs carrieres.

1.2 Mesures prises en réponse

L’amélioration de la compréhension entourant les différentes substances dopantes et leurs effets
délétéres mena a la prise de mesures par différentes associations sportives en réponse aux différentes
techniques et tentatives de dopage. L’évolution de la vision du public face a ce fléau autrefois plus confiné

au monde du sport d’élite serait aussi un effet collatéral de ces initiatives.

L'IAAF (International Association of Athletics Federations) ouvre le bal en introduisant certaines régles
entourant |'utilisation de substances stimulantes dans le but de contrer ce type de dopage dés 1928. Bien
que la mise en place deés lors de lignes directrices et de réglementation soient particulierement bénéfiques
a la lutte contre le dopage, la mise en application des différentes regles et la qualité des tests laissent
vraisemblablement trop a désirer, ne permettant pas d’attraper tous les tricheurs (Holt et al., 2009;

Ljungqvist, 2017).

La Commission médicale (CM) est créée par le Comité international olympique (CIO) en 1961 suivant la
mort du cycliste Danois Knud Enemark Jensen, mentionnée précédemment. En plus de l'attention
médiatique habituellement attendue lors d’un déces prématuré, la télédiffusion mondiale de Ia
compétition sportive révéla, au public, directement la tragique réalité et indirectement la problématique
associée au dopage dans le monde sportif. Des rapports subséquents permirent de dévoiler que le chef

d’équipe distribuait un cocktail stimulant aux athlétes contenant apparemment un vasodilatateur et un



stimulant structurellement semblable aux amphétamines, une pratique alors considérée comme usuelle
dans le domaine. Bien que le contenu réel n’ait pas été confirmé, I'intérét grandissant de la communauté
entourant les circonstances menant au décés du sportif permit de mettre la lumiéere sur cette réalité

(Ljunggvist, 2017).

La premiéere liste de substances prohibées en plus de certaines réglementations entourant les tests aux
Jeux olympiques sont proposées par la Commission médicale du Comité international olympique (CM-CIO)
en 1967. Le premier cas de dopage recensé aux Jeux olympiques concerne |'utilisation d’alcool par un

athlete suédois et se produit lors des Jeux olympiques de Mexico, en 1968 (Ljungqvist, 2017).

Un programme d’antidopage codifié est ensuite introduit lors des Jeux olympiques d’été de Munich en
1972. Plus de 2000 échantillons seront récoltés et seront testés plus spécifiguement pour la présence de
stimulants. Un nageur américain gagnant de la médaille d’or pour le 400 m voit celle-ci retirée a la suite
d’un test positif a I'’éphédrine. Bien que celui-ci demande une exemption pour raison médicale, disant
prendre I'éphédrine pour son asthme, celle-ci se voit refusée (DeMeersman et al., 1987; Magkos &

Kavouras, 2004).

L’utilisation de stéroides anabolisants androgénes est bannie en 1974 par I'lAAF puis par le CIO, précédant
les Jeux olympiques de Montréal de 1976 (Fragkaki et al., 2009a; Fragkaki et al., 2009b). L’amélioration de
la méthode de dépistage associée aux stéroides anabolisants androgénes permet alors d’identifier 8 cas
positifs en 1976 contrairement a zéro en 1974 (Ljungqvist, 2017). Les années 1970s seront
particulierement importantes en ce qui a trait au contréle de dopage. En effet, en plus de I'interdiction
d’utilisation des stéroides anabolisants androgénes, qui apportera son futur lot substantiel de cas (estimé
a 48 % des violations totales par 'AMA en 2014 (Alquraini & Auchus, 2018)), la fin des années 1970 verra
I'introduction des tests hors compétition par certains pays scandinaves. Cette initiative ouvrira la voie a
I'introduction répandue de cette pratique a la fin de la décennie suivante. En effet, I'opinion associée au
dopage change drastiquement a la suite du scandale Ben Johnson en 1988, suivi de prés par I'approche du

ClO face a la lutte au dopage (Ljungqvist, 2017; Wagner & Pedersen, 2014).

L’affaire Ben Johnson, souvent considérée comme I’un des plus gros scandales olympiques de dopage, voit
Ben Johnson disqualifié et sa médaille d’or pour le sprint de 100 m aux Jeux olympiques de Séoul de 1988
retirée a la suite d’'un test antidopage positif au stanozolol (Holt et al., 2009; Ljungqvist, 2017). Il
mentionnera plus tard lors de la commission Dubin de 1990 que son utilisation d’hormones de croissance
et de stéroides a débuté dés 1981, une décision commune prise avec son entraineur. Suivant ce scandale,

les tests hors compétition seront d’abord introduits par une minorité d’associations (dont I'lAAF) dés 1989
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puis lentement par d’autres organisations. Aujourd’hui, toutes associations et organisations se doivent de
conduire des tests hors compétition, sous peine d’étre sanctionnées par I’Agence mondiale antidopage

(Ljunggvist, 2017).

Bien que le contréle de dopage évolue et que sa lutte devienne de plus en plus efficace, plusieurs
problemes proviennent du fait que la mise en place de régles et la compliance aux dites regles varient
selon les organisations. Suivant un autre scandale entourant le Tour de France de 1998, durant lequel une
importante quantité de substances bannies avait été saisie par les policiers, et dans le but de permettre
une conciliation de la réglementation et favoriser la lutte contre le dopage, I'Agence mondiale antidopage
est créée en 1999 suivant un accord de plusieurs gouvernements et représentants du monde sportif (Holt

et al., 2009; Ljungqvist, 2017).

Le Code mondial antidopage remplace le Code médical du CIO en 2003 suite a son adoption a la
Conférence mondiale de Copenhague. Prenant la reléve de la commission médicale du CIO, I’AMA produit
une liste des substances interdites des 2003 et des recommandations quant a d’autres aspects du sport.
La cour d’arbitrage du sport représente l'ultime autorité pour favoriser une conformité mondiale des
régles émises par les différentes associations et fédérations (Thieme & Hemmersbach, 2009). Depuis 2004,
I’AMA est également responsable des accréditations des différents laboratoires d’antidopage, veillant a ce
gue ceux-ci respectent plusieurs critéres précis pour pouvoir considérer leurs résultats comme adéquats

(Ljunggvist, 2017; Thieme & Hemmersbach, 2009).



1.3 Amélioration des techniques de contréle antidopage

Durant les années 1970s, les premiers tests permettant la détection de la prise d’un nombre limité de
stéroides anabolisants se basaient sur des dosages radio-immunologiques. En 1976, les tests de dosages
radio-immunologiques étaient employés en parallele d’une nouvelle méthode basée sur la
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM). Durant les années
1980s, les essais immunologiques seront délaissés au profit de la CG-SM suite aux importantes avancées
associées a cette derniere (Andrén-Sandberg, 2016; Thieme & Hemmersbach, 2009). Malgré la nécessité
d’une extraction préalable de I'urine permettant de récupérer la testostérone et les différents métabolites
stéroidiens pour procéder a I'analyse, les nombreux avantages associés a la CG-SM seront vus plus en

détail plus loin et permettront de justifier ce changement.

Un autre point culminant de I'avancement du contréle de dopage fut l'utilisation du ratio T/E (la
concentration de testostérone par rapport a la concentration d’épitestostérone) comme une sonde de
détection de la prise exogéne d’un agent stéroidien (Bowers, 2008; Handelsman & Bermon, 2019; Thieme
& Hemmersbach, 2009). Le suivi du profil stéroidien de I'athlete (si disponible) et la spectrométrie de
masse a rapport isotopique seront utilisés conjointement lors d’examen entourant les résultats positifs,

tant a la testostérone qu’a des substances reliées (Bowers, 2008; Thieme & Hemmersbach, 2009).
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1.3.1 Analyse des métabolites par CG-SM

Pour obtenir une identification adéquate des différents stéroides et leurs métabolites respectifs, les

données permettant I'analyse doivent provenir d’'une méthode a la fois spécifique et sensible. Ainsi, la

chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse est depuis longtemps favorisée

pour I'analyse des différentes substances et leurs métabolites dans I'urine et le profilage métabolique

puisqu’elle combine sensibilité et sélectivité, en plus d’offrir une robustesse adéquate (Bowden et al.,

2009; Chung et al., 1990; Halket et al., 2005; Saudan et al., 2006).

Cependant, les stéroides varient grandement au niveau de leur volatilité et sont habituellement peu

stables a haute température. Une dérivation chimique (impliquant le triméthylsilyl) est donc nécessaire

pour améliorer la volatilité et la stabilité a haute température des substances recherchées, la variation de

température étant centrale a la séparation des différents éléments et donc a la méthode. La dérivation

chimique des groupements cétones et hydroxyles présents sur les stéroides permet respectivement

I’obtention des énols-triméthylsilyl et des éthers-triméthylsilyl (Ayotte et al., 1996; Bowden et al., 2009).

Le CG-SM utilisant une colonne apolaire, la séparation chromatographique est améliorée lorsque les

structures stéroidiennes sont dérivées puisque leur polarité s’en voit réduite (Halket et al., 2005). La figure

1.0 montre une équation de dérivation chimique avec le N-méthyl-N-(triméthylsilyl)trifluoroacetamide

(MSTFA). Plusieurs autres réactifs peuvent étre utilisés et ceux retenus sont présentés a la page 40 (Orata,

2012).
(MSTFA)
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Figure 1.0 : Equation de base de la dérivation chimique avec le N-méthyl-N-(triméthylsilyl)trifluoroacetamide (MSTFA), ou R
et R’ peuvent étre des alcanes et/ou alcénes.
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L'identification de différents stéroides est possible en comparant ceux-ci avec des standards connus ou
avec des urines d’études d’excrétion de stéroides. Il est alors possible de comparer les temps de rétention
et les spectres de masse respectifs. Lorsque ceux-ci concordent, la substance inconnue correspond au
standard utilisé (Ayotte et al.,, 1996). De plus, la qualification et la quantification de substances
stéroidiennes sont toutes les deux possibles a I'aide de la chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse (Chung et al., 1990).

D’autres avantages de I'utilisation de CG-SM sont la relative facilité d’utilisation des instruments et
logiciels, un colt d’utilisation relativement bas et une analyse automatisée de plusieurs échantillons a la
fois (Thieme & Hemmersbach, 2009). En contrepartie, la maintenance, le processus de préparation et le
nettoyage des instruments doivent étre pris en considération comme éléments lors d’une comparaison

envers une autre méthode.
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1.4 Contexte actuel

La compétition fait partie intégrante de la nature humaine. Les compétitions sportives sont en premier
plan quand on parle de dépassement personnel et de performances élites. Avec le contexte sociétal actuel,
la prévalence des réseaux sociaux et la compétition grandissante dans toutes les autres sphéres de la vie
mondaine, la performance est de plus en plus centrale pour la majorité d’entre nous. Bien qu’une
compétition saine apporte son lot d’effets bénéfiques, il arrive aussi que des gens soient portés a recourir
a des aides externes pour leur permettre un avantage déraisonnable et non éthique. De nombreuses
substances ont fait 'objet de controverse entourant le dopage au cours du temps. En effet, plusieurs
d’entre elles ont souvent été développées dans une autre optique visant le traitement d’une condition
médicale ou le soulagement de symptomes associés a une pathologie pour étre ensuite utilisées a d’autres
fins, comme pour I'amélioration de performance lors de compétitions sportives. La liste des substances et
méthodes interdites par I’Agence mondiale antidopage est divisée selon les classes suivantes (Agence

mondiale antidopage, 2020) :
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Interdiction en tout temps :
S0: Substances non approuvées
S1: Agents anabolisants
S2: Hormones peptidiques, facteurs de croissance, substances apparentées et mimétiques
S3: Béta-2 agonistes
S4: Modulateurs hormonaux et métaboliques
S5: Diurétiques et agents masquants

Interdiction en compétition :
S6: Stimulants
S7: Narcotiques
S8: Cannabinoides
S9: Glucocorticoides

Interdiction spécifique a certains sports :
P1: Bétabloquants

Meéthodes interdites en permanence :
Manipulation de sang ou de composants sanguins
Manipulation chimique et physique

Dopage génétique et cellulaire
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1.5 Découverte de la testostérone et ruée vers le stéroide anabolisant parfait

Charles Edouard Brown-Sequard, neurologiste et physiologiste de profession, détient une place
importante dans le type de science qu’est I'endocrinologie grace a ses recherches. En effet, celui-ci
rapporte en 1889 des effets revigorants suivant I'auto-administration d’injections de différents mélanges
se rapportant aux testicules d’animaux (sang, sperme et jus). Bien que les effets qu’il ressentit sont ensuite
attribués a un effet placebo, ses expérimentations permettront toutefois de forger plusieurs piliers de la

compréhension menant a I'endocrinologie d’aujourd’hui (Yesalis & Bahrke, 2002).

Les recherches visant I'isolement de la testostérone sont effrénées suite a plusieurs expérimentations
chirurgicales, d’organothérapie et d’une forme élémentaire de thérapie cellulaire par Eugen Steinach et
Paul Niehans respectivement (Freeman et al., 2001). Plusieurs équipes tentent parallelement d’isoler la
testostérone. Adolf Butenandt, chimiste et étudiant du professeur Aor Windaus (prix Nobel de 1928
associé au cholestérol), isolera I'cestrone en 1929 puis I'androstérone. La testostérone est isolée en 1935
par I'équipe d’Ernst Laqueur, un pharmacologue et docteur suisse. Butenandt sera le premier a publier
une méthode permettant de synthétiser la testostérone a partir du cholestérol, aussi en 1935, suivi de
prés par Ruzicka. Cette avancée leur vaudra le prix Nobel de chimie de 1939 (Freeman et al., 2001). Ces
efforts académiques permettront par la suite d’obtenir une compréhension de base sur I'action
anabolique de la testostérone. Cette découverte est embrassée par la communauté médicale et des
préparations en vue d’administration orale et parentérale font rapidement leurs apparitions (Yesalis &

Bahrke, 2002).

L'usage clinique de la testostérone sera d’abord divers et souvent controversé. En effet, I'administration
de testostérone synthétique vise d’abord a traiter les tumeurs mammaires en altérant I’équilibre hormonal
des femmes. Le concept de tumeur hormonodépendante n’était alors pas connu. La testostérone sera
ensuite utilisée par une minorité dans le but de traiter des conditions reliées a la libido (et méme
I’'homosexualité, alors considérée a tort comme une pathologie par certains acteurs du monde médical).
Le remplacement hormonal sera éventuellement I'application la plus populaire de la testostérone en
contexte clinique (Hoberman & Yesalis, 1995). Par la suite, le potentiel thérapeutique de la testostérone
dans plusieurs physiopathologies associées a I'atrophie musculaire et d’autres désordres cataboliques
porte les scientifiques a expérimenter avec la synthese de plusieurs dérivés. Plusieurs modifications a la
structure de base de la testostérone visent a altérer ou complétement modifier plusieurs de ses
caractéristiques. Certains scientifiques se concentrent sur des modifications visant la possibilité de

changer la voie d’administration tandis que d’autres tentent d’augmenter la durée d’action ou la
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biodisponibilité. Des efforts porteront sur comment dissocier completement le potentiel anabolique du
potentiel androgénique des différents dérivés dans le but d’obtenir une substance exclusivement

anabolique (Evans, 2004; Fragkaki et al., 2009a; Kicman, 2008; Kopera, 1985; Shahidi, 2001).

1.5.1 Utilisation de la testostérone a des fins de dopage

L'utilisation de la testostérone dans des contextes de dopage remonte aux années 1940s-1950s. En effet,
plusieurs athléetes russes utilisaient déja des substances telles que la testostérone dans le but d’améliorer
leurs performances sportives, sous la supervision de leur médecin d’équipe. L'équipe américaine
emboitera rapidement le pas quant a l'utilisation d’agents anabolisants suite a la transmission de
I'information au médecin de I'équipe (Bowers, 2008). Parallelement, des amateurs de culturisme et
certains athletes auraient expérimenté certains suppléments reliés a la testostérone. Malheureusement,
des pratiques douteuses entourant I'utilisation de stéroides émergent. Ainsi, ce qui était autrefois une
industrie clandestine est maintenant devenu mondiale (Hoberman & Yesalis, 1995). Poursuivant
initialement des buts thérapeutiques, plusieurs études visent a démontrer I'effet anabolique et I'avantage
chez les athletes de I'administration des androgenes. Certains semblent y parvenir en 1941, mais il faudra
attendre a 1996 pour obtenir une preuve scientifique qu’une dose supraphysiologique de testostérone

améliore les performances (Bowers, 2008; Hoberman & Yesalis, 1995).

L'importante utilisation d’agents anabolisants, particulierement en contexte de compétition, méne a
I'adoption de la Anabolic Steroids Control Act de 1990, rendant le trafic de telles substances illégales
(Bowers, 2008). Selon I’Agence mondiale antidopage, I'utilisation de la testostérone est actuellement
interdite en permanence et appartient a la catégorie des agents anabolisants (S1)(Agence mondiale

antidopage, 2020).

1.5.2 Un exemple d’agent anabolisant synthétique populaire, 'oxandrolone

Bien que le projet ne concerne pas directement I’oxandrolone, il s’agit d’'un bon exemple d’un stéroide de
synthése, qui se retrouve en libre circulation sur le marché actuel. L'usage de I'oxandrolone, d’abord
synthétisé en 1962 (Pappo & Jung, 1962), est lié a certains avantages notables lorsque comparé a d’autres
agents anabolisants tels que la testostérone. En effet, la configuration chimique de I'oxandrolone diverge
de la testostérone (remplacement du carbone C-2 par un oxygéne, ajout d’un groupement en C-17 et
absence de l'insaturation du cycle A en C-4,5), lui permettant d’éviter I'inactivation métabolique et

I’'aromatisation. Ceci permet a I'oxandrolone d’éviter une majeure partie du métabolisme habituel des
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stéroides anabolisants, le produit meére étant a 28 % excrété dans 'urine (Shahidi, 2001) et, n’étant pas
aromatisé, permet d’éviter plusieurs effets déléteres reliés aux cestrogenes (dont le plus connu du public
étant la gynécomastie chez I'homme). De plus, I‘oxandrolone possederait un ratio
anabolique/androgénique de 10 :1 par rapport a la testostérone. Ainsi, I'usage d’oxandrolone favoriserait
grandement les effets anaboliques et délaisserait partiellement ceux androgéniques lorsque comparé a

celle de la testostérone (Orr & Fiatarone Singh, 2004).

Malheureusement, I'oxandrolone est aussi grandement populaire au sein des différents groupes de
culturisme amateur et professionnel. Celui-ci est considéré comme un anabolisant possédant un pouvoir
anabolique relativement faible, mais aussi un risque faible quant aux effets délétéres subséquents
possibles. Il est souvent recommandé, sur les forums et autres articles amateurs, pour de nombreux usages
visant autant les athlétes amateurs que les novices (AnaSci.Org, 2004; StrongChap, 2020). Il est
évidemment faux de considérer que I'usage de ce stéroide anabolisant est sans effets secondaires ou sans
conséquences. Des altérations touchant les enzymes hépatiques accompagnés d’une toxicité hépatique,
certains effets androgéniques, des changements d’humeur et des variations des lipides sanguins sont
rapportés lors d’essais, les effets étant plus prépondérants lors d’une administration prolongée de Ia
substance (Orr & Fiatarone Singh, 2004). L’oxandrolone appartient a la catégorie des agents anabolisants

comme stipulé par I’Agence mondiale antidopage (Agence mondiale antidopage, 2020).

L'utilisation de l'oxandrolone comme agent anabolique semblerait alors grandement avantageuse
comparée a celle de la testostérone. En effet, 'oxandrolone permet une voie d’administration orale donc
une facilité d’utilisation, démontre une action anabolique grandement supérieure a son action
androgénique (10 :1) en plus d’éviter I'aromatisation subséquente comme discuté plus t6t. Pourtant, la
testostérone est isolée en 1935 tandis que I'oxandrolone est synthétisée en 1962, une différence de
seulement 27 ans (Freeman et al., 2001; Pappo & Jung, 1962). L'explication derriére ces avancées massives
serait attribuée a une ferveur académique semblable a la ruée vers I'or que connut le Klondike entre 1896
et 1899. En effet, suite a la découverte de la testostérone en 1935, le monde scientifique a connu une
fascination pour les agents anabolisants menant a une course académique vers le stéroide anabolique

parfait.

17



1.5.3 Nomenclature usuelle des stéroides

La structure de base des stéroides et des différents dérivés est le stérane

(perhydrocyclopentanophénanthrene).

Ce noyau est considéré comme étant la structure de base des différents stéroides et leurs dérivés.
Composé par 17 atomes de carbone formant 3 cycles a 6 atomes et un cycle a 5 atomes, les différents

cycles sont identifiés par lettre (A a D) de gauche a droite, de bas en haut, comme démontré ci-dessous :

Figure 1.1 : Nomenclature des stéroides selon I'lUPAC (1989).

Les différents atomes de carbone sont numérotés suivant la nomenclature IUPAC, telle que proposée en
1989 (Venetianer et al.). Cette numérotation permet, entre autres, d’inclure jusqu’a 27 atomes de carbone

selon la configuration suivante :

21 22 24 26

Figure 1.2 : Nomenclature des stéroides a 27 atomes de carbone selon 'lUPAC (1989).

Chaque atome de carbone peut étre référé selon sa position. Par exemple, on peut se rapporter a I'atome

de carbone en position 3 comme étant C-3.
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Les différents groupements présents sur les dérivés suivent la régle selon laquelle les groupements en
dessous du plan sont considérés orientés en a (alpha) tandis que ceux au-dessus du plan sont considérés

orientés en B (béta).

Plusieurs altérations a la structure se regroupent selon certains noms spécifiques. Ainsi, les structures
stéroidiennes dénuées d’un groupement méthyle en C-10 (hommé C-19), d’un groupe méthyle en C-13
(nommé C-18) et d’une chaine aliphatique en C-17 sont regroupées sous la classe des dérivés des gonanes.
Les structures stéroidiennes dénuées d’un groupement méthyle en C-19 et d’'une chaine aliphatique en C-
17, mais possédant le groupement méthyle en C-18 sont regroupées sous le nom estrane. Lorsque la
chaine aliphatique en C-17 est aussi absente, mais que les groupements méthyles C-19 et C-18 sont
présents, on parle alors d’androstane. Finalement, les structures stéroidiennes possédant 21 atomes de

carbone se nomment prégnanes.

Figure 1.3 : Base structurelle des estranes (gauche), androstanes (centre) et prégnanes (droite).

Lors d’insaturation, la nomenclature est altérée pour indiquer la présence et le nombre d’insaturation sur
la structure (ex : -éne et le préfixe numérique approprié). Si une insaturation se retrouve sur le cycle A

entre C-1 et C-2, on parle alors d’un (...) -1-éne (...).

La conversion d’un atome de carbone sur un des cycles par un hétéroatome sera reflétée adéquatement
par la nomenclature de remplacement précédé du chiffre associé a la position initiale du carbone (4-(...)

pour le C-4 par exemple).

Lors de I’élimination d’un groupement sur la structure de base, plus souvent observé lors de I'élimination

d’un groupement méthyle, le préfixe « nor » précédé de la position de la délétion sera utilisé.
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1.5.4 Structure de base de la testostérone

La testostérone représente un point de référence majeur lors de discussions sur les stéroides anabolisants
androgenes. En effet, celle-ci posséde plusieurs groupements clés aux potentiels androgéniques,

anaboliques, en plus d’étre essentiels ou favorables pour la liaison avec le récepteur des androgénes.

OH

O

Figure 1.4 : Structure de la testostérone.

Tout d’abord, une fonction cétone en C-3 favorise la liaison du ligand avec le récepteur des androgénes
(Pereira de Jesus-Tran et al., 2006). En effet, une réduction de la cétone en alcool réduit considérablement
I’affinité. La cétone représenterait un meilleur candidat qu’un alcool pour interagir avec les acides aminés
présents au niveau de la pochette de liaison du ligand du récepteur vu le positionnement de ses électrons

libres (Fang et al., 2003).

Ensuite, un groupement alcool en C-17(B) favorise I'affinité du ligand pour le récepteur. En effet, celui-ci,
ou plutot I'atome d’hydrogene présent, favorise par sa charge partielle positive, I'interaction (pont
hydrogéne) avec des atomes électronégatifs présents sur I'acide aminé asparagine et thréonine de la
pochette de liaison du ligand du récepteur des androgénes. L’altération de I'orientation du groupement
alcool (B -> a) et des modifications sur le groupement 17B-hydroxy comme I'estérification réduiraient

considérablement I'affinité (Fang et al., 2003; Pereira de Jesus-Tran et al., 2006).

Les groupements hydroxyles en C-17(B) et C-3 sont nécessaires a I'activité androgénique. L’oxydation ou
la réduction par les enzymes 3-hydroxystéroide déshydrogénase et 17-hydroxystéroide déshydrogénase

produit des métabolites inactifs (Kicman, 2008).

Un squelette stéroidien hydrophobe contribue a I'affinité d’un ligand pour le récepteur. La conformation
du squelette stérane est aussi trés importante. Le nombre d’interaction hydrophobes entre le ligand et la

pochette de liaison du ligand du récepteur des androgénes contribue a I'affinité mais un changement de
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conformation, comme la présence d’une insaturation en C-4,5 dans le cas de la testostérone, altére
I'orientation du groupement cétone en C-3. L’altération de cette conformation déplagant la cétone en C-
3 s’avere favorable sur I'affinité et I'androgénicité dans le cas de la dihydrotestostérone (le métabolite
actif de la testostérone) en réduisant la distance entre la cétone et les acides aminés clés de la pochette

de liaison du récepteur (Fragkaki et al., 2009a; Liao et al., 1973; Pereira de Jesus-Tran et al., 2006).

1.6 Détermination du potentiel anabolique-androgénique

L'usage de différents stéroides anabolisants est associé a plusieurs effets anaboliques et androgéniques.
Les effets anaboliques sont associés a la croissance des muscles squelettiques, la promotion de la synthése
protéique et la rétention d’azote. Les effets androgéniques interviennent dans le développement des
caractéristiques sexuelles primaires et secondaires. Ainsi, des effets tels que I'augmentation de la pilosité,
I'aggravation de la voix, I'augmentation de la libido et une augmentation de I'activité des glandes sébacées
(résultant souvent en acné) sont considérés comme androgéniques (Evans, 2004; Kicman, 2008; Orr &
Fiatarone Singh, 2004). Les effets androgéniques et anaboliques sont indissociables. Bien que beaucoup
d’efforts de recherche se soient concentrés sur cette problématique, aucune substance stéroidienne
possédant exclusivement un type d’activité n’a été synthétisée (Fragkaki et al., 2009a; Kopera, 1985;

Shahidi, 2001).

Un des premiers modeéles proposés pour mesurer I'index myotrophique/androgénique des stéroides
anabolisants androgenes a été proposé en 1953 par Hershberger et son équipe, lui-méme dérivé de celui
de Eisenberg et Gordan (1950). Ce dernier propose d’utiliser le muscle levator ani du rat pour mesurer le
potentiel myotrophique des substances d’intéréts en mesurant la croissance (différence du poids) du
muscle en question. En d’autres mots, le potentiel myotrophique représente le potentiel anabolique
protéique sur la croissance musculaire. Les vésicules séminales permettaient d’obtenir le potentiel
androgénique en mesurant aussi la croissance suivant I'administration des substances. Le modéle modifié
proposé par Hershberger en 1953 préfere I'utilisation de la partie ventrale de la prostate a celle des
vésicules séminales pour l'obtention du potentiel androgénique. Le poids du levator ani suite a
I"'administration de la substance est donc comparé a son poids initial et permet d’obtenir le potentiel
myotrophique. La variation du poids de la partie ventrale de la prostate permet I'obtention du potentiel
androgénique. Le rapport du potentiel myotrophique sur le potentiel androgénique d’une substance
constitue l'index myotrophique-androgénique. Ce modele, bien qu’imparfait, peut encore étre utilisé

aujourd’hui a titre d’essai biologique pour évaluer les effets d’une substance. De plus, I'index en question
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peut étre utilisé pour rapidement évaluer le bienfondé derriere I'utilisation d’une substance pour certaines
physiopathologies ou dans des populations particuliéres telles que les enfants et les femmes afin d’éviter

des effets indésirables (Kicman, 2008; Kopera, 1985).

Une autre méthode permettant d’estimer le potentiel anabolique d’une substance était d’évaluer la
balance en azote. En 1935, Kochakian avait remarqué lors de ses études sur des chiens castrés que
I'administration d’un extrait androgénique d’urine d’homme menait a une réduction marquée du
métabolisme protéique, démontrée par une diminution importante de |'azote dans I'urine des chiens
traités. De plus, la réduction du métabolisme protéique des chiens était accompagnée d’une augmentation
de la masse des sujets. En 1937, Kochakian calcula que I'azote retenu correspondait a I'augmentation de
la masse des sujets. Il s’agissait alors du premier exemple d’un effet anabolique des androgénes sur la
masse corporelle, 'augmentation de la masse des organes génitaux ne pouvant expliquer la totalité de la
prise de masse. Plus tard, la prise de masse rénale fut considérée comme représentative du potentiel
anabolique par Kochakian. Bien que la balance en azote permit d’obtenir une bonne estimation du
potentiel anabolique sur le métabolisme protéique, la méthode n’était pas convenable en contexte de

recherche sur de nouvelles substances (Kopera, 1985).

En 1997, Gaido et son équipe proposaient un essai biologique chez les levures permettant d’évaluer les
interactions entre plusieurs substances et le récepteur aux androgénes, les récepteurs des cestrogenes et
le récepteur de la progestérone. Ce test abordable permet d’évaluer les propriétés hormonales de

différentes substances (Gaido et al., 1997).

Plus récemment, le profil hormonal de plusieurs stéroides de synthése a été mesuré a I'aide de tests
impliquant un géne rapporteur dans des cellules de mammiferes. En parallele avec d’autres stéroides aux
propriétés connues, le potentiel androgénique a été mesuré a I'aide d’une lignée cellulaire CAMA-1
(cancer du sein) transfecté avec un plasmide, permettant I'activation de la luciférase a I'aide d’un
promoteur viral de tumeur mammaire de souris répondant aux androgénes. Le potentiel cestrogénique a
été estimé a I'aide de la lignée cellulaire MCF-7 (cancer du sein) et le potentiel progestatique a I'aide de

cellules T47D du cancer du sein (Ayotte et al., 2006).

22



1.6.1 Groupements associés au potentiel anabolique

Le potentiel anabolique des stéroides anabolisants androgenes est particulierement important et les
substances possédant le plus élevé seront souvent convoitées dans le but de dopage. Plusieurs

modifications ont été testées dans le but d’améliorer ce potentiel.
Alkylation :

Plusieurs sites clés de la testostérone peuvent étre alkylés dans le but d’en augmenter le potentiel
anabolique tel qu’en position C-1, C-2, C-7(a) et C-17(a). Cependant, I'ajout d’'un groupement méthyle en
C-7(a) entrainerait pour des dérivés d’estranes possédant un groupement méthyle en C-17(a) une
augmentation du potentiel androgénique. L’addition de chaines alkyle en position C-7(a) méne a une
diminution des activités androgénique et anabolique, proportionnelle a la longueur de la chaine,
possiblement en lien avec I'encombrement stérique associé a la pochette du récepteur. Ainsi, seulement
I’addition d’un groupement de petite taille en position C-7(a) tel qu’un groupement méthyle favoriserait
la liaison (Fang et al., 2003; Fragkaki et al., 2009a). La substitution d’'un groupement alkyle en C-17(a)
contribue au potentiel anabolique en augmentant la stabilité de la molécule permettant I'inhibition de
I’oxydation de I’alcool en position C-17(B) vers sa forme moins active de 17-cétone. L’aromatisation en
cestrogéne est aussi évitée par la présence de groupements alkyles en C-17(a) et C-2(a) en réduisant
I’affinité pour I'enzyme aromatase. De plus, le groupement méthyle en C-17(a) permet d’obtenir une
biodisponibilité orale de la substance en évitant I'inactivation résultant du premier passage hépatique. La
méthylation en position C-1, comme pour la méténolone, permet d’obtenir une substance oralement
active en combinaison avec la formation d’un ester en position C-17 (Fragkaki et al., 2009a; Kicman, 2008;

Schanzer, 1996).

Figure 1.5 : Sites d’alkylation visant 'amélioration du potentiel anabolique.
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Modifications sur le cycle A :

Par ailleurs, les modifications sur le cycle A telles que I'introduction d’une seconde double liaison en C-1
favorise le potentiel anabolique en entrainant I'adoption de la conformation plane du cycle. La formation
d’une lactone par l'introduction d’un oxygéne sur le cycle A en position C-2 augmente aussi celui-ci.
L’addition d’un groupement pyrazole se joignant en C-2 et C-3 contribue aussi au potentiel anabolique, tel
gu’observé pour le stanozolol (Fragkaki et al., 2009a; Kicman, 2008).

Introduction d'une

double liaison en C-1

Substitution de C-2
par un oxygene J

N

<
HN\/T;JO

Ajout d'un pyrazole (C-2,3)

Retrait du méthyl C-19

Figure 1.6 : Modifications structurelles visant I'amélioration du potentiel anabolique sur le cycle A.

Finalement, I'absence du groupement méthyle en C-19 chez les estranes et estrenes réduit I'affinité du
métabolite réduit en position C-5(a) pour le récepteur aux androgénes a l'inverse de la 5a-
dihydrotestostérone dont I'activité est augmentée par rapport a la testostérone (Fragkaki et al., 20093;

Kicman, 2008).
Autres modifications :

L’estérification de la fonction hydroxyle en C-17(B) favorise I'anabolisme en permettant le dépot de
vésicules contenant la substance au niveau intramusculaire, ralentissant ainsi la relache dans la circulation
sanguine. De plus, la durée d’action de la substance meére est aussi prolongée, les groupements esters
devant étre hydrolysés avant que la substance subisse I'inactivation métabolique (Gao et al., 2005; Saudan

et al., 2006).
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Divers effets peuvent étre observés en substituant plusieurs groupements clés en C-1, C-2, C-4, C-7 et C-
17, variant les potentiels anaboliques et androgéniques. Par exemple, I'addition d’un groupement cétone

en C-11 réduirait I'affinité du ligand (Fang et al., 2003; Fragkaki et al., 2009a).

X

Figure 1.7 : Modifications structurelles variant les potentiels anaboliques et androgéniques, ol X représente les sites pouvant
subir les modifications en question.

1.6.2 Mécanisme d’action

Les stéroides anabolisants androgénes exercent leurs effets par leur liaison avec le récepteur des
androgeénes (NR3C4) de la famille des récepteurs nucléaires (Pereira de Jesus-Tran et al., 2006). Des effets

génomiques et non génomiques s’en suivent.

En ce qui a trait a I'expression génomique, la transcription de géne représente le mécanisme clé résultant
de I'action des stéroides anabolisants sur leur récepteur. Suite a la liaison du ligand, dans ce cas un stéroide
anabolisant androgene (SAA), avec son récepteur, un changement de conformation du complexe ligand-
récepteur se produit. Une translocation au noyau du complexe s’en suit, accompagnée d'une
phosphorylation et la formation d’homodimére (deux sous-récepteurs identiques), pour permettre une
interaction avec les éléments de réponse aux androgenes et ainsi initier la transcription de genes clés.
Suivant I'activation des génes en question, plusieurs effets sont observés visant la prolifération cellulaire,
la différenciation myogénique et le métabolisme des protéines (Dubois et al., 2012; Falkenstein et al.,

2000; Li & Al-Azzawi, 2009; Shahidi, 2001).

La transcription peut étre influencée par des corégulateurs (coactivateurs et des corépresseurs), des

protéines pouvant se lier et interagir avec le récepteur aux androgenes, lorsque présents dans le noyau (Li
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& Al-Azzawi, 2009). Ceux-ci sont classés selon leurs propriétés et leurs mécanismes d’action. Les
corégulateurs permettant la régulation directe de la transcription par les interactions physiques du
complexe (comprenant ce type de corégulateur lié au complexe ligand-récepteur) avec des facteurs de
transcription et I’ARN polymérase 2 constituent la premiére catégorie. La deuxieme catégorie regroupe
ceux agissant par la modification de facon covalente des queues d’histones. Finalement, la troisieme et
derniére catégorie réunit les corégulateurs pouvant remodeler la chromatine, un mécanisme dépendant

de I'ATP (Matsumoto et al., 2008).

Les effets anaboliques découlent de la liaison des SAA avec le récepteur des androgénes présent au niveau
des muscles squelettiques, menant aux effets favorisant la synthése protéique et la rétention d’azote,
soutenant ultimement la croissance musculaire (Evans, 2004). Les effets androgéniques seraient plut6t
associés a la liaison des différents ligands au méme récepteur au niveau d’autres tissus ou I'expression
d’enzymes, telle la 5a-réductase, est différente de celle observée au niveau des muscles squelettiques.
Ceci permet d’expliquer la variation des effets obtenus dans les différents tissus comme les tissus
d’organes sexuels, vu l'altération de I’affinité des substances subissant la 5a-réduction pour NR3C4 par

exemple (Kopera, 1985).

Les effets non génomiques des androgenes découlent d’interactions avec plusieurs protéines cytosoliques
et des actions cellulaires n'impliquant pas la transcription de génes. En réalité, ils impliquent plut6t de
seconds messagers par 'activation de protéines kinases (A et C, MAPK) et une altération du transport
d’ions menant a 'augmentation de la concentration de calcium intracellulaire. Ce type d’effets se produit
rapidement et implique plusieurs cascades signalétiques intracellulaires. Plusieurs effets tels que la
transmission signalétique neuromusculaire et intercellulaire par les jonctions, la relaxation des muscles
lisses et la plasticité neuronale peuvent étre reliés aux actions non génomiques. Le mécanisme exact n’est
cependant pas encore élucidé et accepté par la communauté scientifique. Un des mécanismes proposés
implique la globuline se liant aux hormones sexuelles (en anglais SHBG : sex hormone-binding globulin) qui
pourrait lier la testostérone et produire I'activation d’'une cascade signalétique impliquant la protéine G
tout en restant a la membrane (contrairement au récepteur des androgénes, qui doit transloquer au noyau
pour pouvoir initier la transcription de génes). S’en suit une génération rapide d’AMPc résultant de
I'activation de I'adénylyl cyclase par la protéine G. Certains effets non génomiques semblent varier en
fonction des substances utilisées, du type cellulaire, du type de tissus et de l'espece, permettant

I’'obtention d’une certaine spécificité. Cependant, les effets observés sont somme toute généralement
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similaires, impliquant la plupart du temps de seconds messagers connu (Falkenstein et al., 2000; Li & Al-

Azzawi, 2009; Rosner et al., 1999).

1.7 Voies de biotransformation des stéroides anabolisants

Le métabolisme des stéroides anabolisants androgénes est divisé en deux phases qui ont pour but
d’inactiver les stéroides et d’augmenter la polarité pour favoriser, entre autres, I'élimination de ceux-ci.
Les réactions d’oxydation, de réduction et d’hydroxylation sont majoritairement catalysées par plusieurs
enzymes spécifiques a certains tissus. Le métabolisme de la testostérone représente I'ensemble des voies
métaboliques attendues pour la majorité des stéroides anabolisants androgénes. Les réactions associées
au métabolisme de phase 1, soit I'oxydation, la réduction et I’hydroxylation, peuvent se produire a

plusieurs endroits sur le noyau androstane (Schanzer, 1996).

Les premiers exemples se rapportent au cycle A. En effet, a moins d’étre altéré ou protégé par I'ajout d’un
cycle (par exemple le cycle pyrazole sur le stanozolol), le cycle A posséde des fonctions chimiques
susceptibles aux réactions d’oxydoréduction. Tout d’abord, le double lien C-4,5 doit étre réduit pour initier
le métabolisme des stéroides possédant une fonction cétone en C-3 et une double liaison en C-4,5. L’action
des enzymes 5a-réductase et 5p-réductase, se retrouvant respectivement majoritairement au niveau du
cerveau/appareil génital et au niveau du foie, est irréversible et dépendante des groupements sur le cycle
D. La réduction du groupement cétone en C-3 sera rapidement accomplie par la suite. En effet, suite a la
réduction du lien double C-4,5 menant aux isoméres 5a et 5B, les enzymes 3a-hydroxystéroide
déshydrogénase et 3B3-hydroxystéroide déshydrogénase réduiront la cétone présente en C-3 en alcool. Les
isomeres 3a et 3 associés au groupement alcool en C-3 sont obtenus. A noter que I'isomére 3B n’est que
trées peu abondant lorsque l'isomére 5B est réduit par la 3B-hydroxystéroide déshydrogénase. Des
réactions de réduction du cycle A sont rapportées pour les stéroides possédant des groupements cétones
en C-3 et des insaturations en C-1,2 et C-4,5. Des réactions de déshydrogénation en C-1,2 peuvent aussi
étre observées chez les stéroides possédant un groupement cétone en C-3 et une insaturation en C-4,5.
Deux réactions particulieres peuvent étre observées sur le cycle B, plus spécifiquement en position C-6.
Tout d’abord, I'hydroxylation de C-6 est une voie métabolique particulierement empruntée par les
stéroides possédant des groupements 17B-hydroxy-17a-méthyle et une insaturation du cycle A en C-1,2.
Une voie métabolique mineure est la déshydrogénation du lien entre C-6 et C-7 menant a l'introduction

d’une insaturation en C-6,7 suivant I’élimination de la fonction hydroxyle introduite en C-6. Seulement la
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12-hydroxylation est répertoriée en ce qui a trait au métabolisme usuel sur le cycle C des stéroides

possédant des groupements alkyles en C-17 (Schanzer, 1996; Shahidi, 2001).

Certaines enzymes de la famille des 17B-hydroxystéroide déshydrogénases permettent |'oxydation de
I'alcool en C-17(B) en cétone, étant une voie métabolique majeure observée chez plusieurs stéroides. De
plus, la réaction inverse, soit I’hydroxylation du groupement cétone en C-17 en alcool (orientation B) par
certaines 17B-hydroxystéroide déshydrogénases, est aussi observée. Une réaction de 17a-hydroxylation
de la cétone en C-17 est aussi possible, bien qu’observée surtout au niveau du métabolisme de I'estra-
4,9,11-trien-17pB-ol-3-one (soit la trenbolone). L’hydroxylation en position C-16 est aussi observée chez
plusieurs stéroides et chez les cestrogenes, menant a I'obtention de 2 épimeres (a et B). L'oxydation de
I'alcool en cétones en position C-16 est aussi possible, étant observée chez le 4-chloro-1,2-dehydro-17a-
methyltestostérone, les cestrogenes et lors du métabolisme équin pour le stanozolol. L’épimérisation des
groupements en C-17 peut étre observée, étant obtenue suite a la réaction de sulfoconjugaison lors du
métabolisme de phase Il (décrit plus bas). Finalement, I’hydroxylation en C-18 ou C-19 peut étre observée
(Schanzer, 1996). Des réactions d’hydrolyse peuvent se produire lors du métabolisme de phase 1

(Magalhdes et al., 2019).

Les réactions associées au métabolisme de phase Il visent a coupler les différents composés, métabolisés
ou non, a l'acide glucuronique ou a un groupement sulfate, augmentant la polarité pour favoriser
I’élimination des conjugués résultants. Lorsque non conjugués, les substances sont alors identifiées
comme « libre » ou comme étant présents dans la « fraction libre ». Les réactions impliquant I'acide
glucuronique sont médiées par les UDP-glucuronosyltransférases tandis que les réactions impliquant le
groupement sulfate sont médiées par les enzymes sulfotransférases. L’orientation des groupements
présents sur les composés déterminera le type de conjugaison subi (Schanzer, 1996). Les métabolites de
phase | seulement étaient visés dans le cadre de ce projet donc le métabolisme de phase Il ne sera pas

revu en totalité.
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1.8 Stéroides de synthése

Les stéroides de synthése (souvent nommés stéroides « designer ») représentent un probléme important
au niveau de la réglementation et de la santé publique. En effet, ceux-ci peuvent étre obtenus sur le
marché clandestin ou illégalement par internet. Plusieurs techniques visent a duper les autorités et la
réglementation : I'utilisation de nomenclatures différentes, une identification erronée des substances
contenues dans le supplément, la vente de substances dont l'utilisation avait été abandonnée depuis
longtemps ou la vente de substances dites de type prohormones (devant subir un métabolisme initial
avant d’étre sous la forme désirée). Plusieurs stéroides « designer » visent une biodisponibilité orale, d’ou
I'ajout d’'un groupement méthyle en C-17(a) sur des substances déja connues ou sur certains

intermédiaires métaboliques de profils métaboliques répertoriés (Ljungqvist, 2017; Rahnema et al., 2015).

En utilisant d’autres nomenclatures désuéetes ou inhabituelles, en identifiant incorrectement ou en
omettant d’identifier les substances en question, les producteurs/distributeurs ont I'occasion de mettre
en vente le produit directement sur le marché jusqu’a ce que les autorités de la santé publique fassent le
lien avec leurs homologues bannis. En utilisant des substances de type prodrogues, les
producteurs/distributeurs peuvent mettre en marché une substance qui sera par la suite métabolisée en
substance bannie. Puisque la substance mise sur le marché n’est pas interdite directement, les
producteurs/distributeurs n’enfreignent techniquement pas la loi (Ljungqvist, 2017; Lootens et al., 2011;

Rahnema et al., 2015).

Pour éviter la détection lors des contrdles de dopage, les substances seront souvent basées sur une
substance connue puis altérées dans le but de modifier la voie d’administration ou les propriétés
physicochimiques et donc le métabolisme. Puisque le dépistage des laboratoires de contréle du dopage se
base sur des métabolites connus, le fait d’introduire de nouvelles substances permet de contourner les
méthodes en place, du moins jusqu’a la découverte du produit et la caractérisation de ses métabolites
(Abushareeda et al., 2014; Cawley et al., 2016; Fragkaki et al., 2009a; Kicman, 2008; Lootens et al., 2011;
Rahnema et al., 2015).

Plusieurs actions ont été prises en réponse a l'utilisation des stéroides de synthése. Tout d’abord, la
possibilité pour les laboratoires accrédités d’entreposer des urines suspectes et de les analyser
rétrospectivement (en accord avec le code de ’AMA). Ceci permet aux laboratoires, suivant les directives
des autorités sportives, de réanalyser les urines suspectes avec de meilleures méthodes, souvent plus

précises et englobant une plus grande variété de substances dans des buts de recherche. Ensuite, les
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actions gouvernementales telles que « Anabolic Steroid Control Act » de 2004 et le « Designer Steroid
Control Act» de 2014 ont permis de freiner la propagation de plusieurs produits sur le marché
(Abushareeda et al., 2014; Ayotte et al.,, 2016). Les laboratoires de contréle du dopage doivent
constamment se tenir a jour quant aux produits en circulation et aux substances populaires pour éviter de
prendre un retard sur la production/distribution et l'utilisation de nouvelles substances respectivement
par des laboratoires clandestins et par les athletes. Les laboratoires de controle du dopage doivent donc
rester particulierement a I'affit d’urines suspectes, ce qui incl(t les urines dont le profil des stéroides
endogenes semble tres bas (laissant présager une suppression endogene), et des informations pouvant
étre recues d’autres laboratoires ou anonymement (Thieme & Hemmersbach, 2009). De plus, le
développement continu de techniques d’analyse et le maintien a jour des renseignements relatifs au
marché actuel permettent aux laboratoires accrédités de s’adapter et de se moderniser advenant

I'utilisation de nouvelles substances inconnues.

1.9 Effets déléteres associés a I'utilisation de stéroides anabolisants

Les effets délétéres associés a I'utilisation de stéroides anabolisants sont multiples et non négligeables. De
plus, ceux-ci touchent plusieurs systemes du corps humain, causant des effets physiopathologiques, des

altérations esthétiques et des effets psychologiques.

1.9.1 Effets déléteres hépatiques

Les effets hépatiques sont souvent les effets physiopathologiques les plus connus. Lors de I'utilisation de
stéroides anabolisants, particulierement lors d’utilisation de formes alkylées en C-17(a), I’'hépatotoxicité
est assez fréquente et peut se manifester sous différentes formes. L’hépatotoxicité peut se présenter sous
forme d’une cholestase hépatique (réduction ou méme parfois I’arrét complet du flux biliaire) et/ou sous
forme de péliose hépatique (présence de cavités sanguines dans le foie). Une accentuation des risques de
développer un cancer hépatique associée a I'administration d’agents anabolisants est aussi envisagée par
la communauté scientifique (Kicman, 2008; Shahidi, 2001).
1.9.2 Effets déléteres cardiovasculaires

Les effets cardiovasculaires associés a |'utilisation de stéroides anabolisants androgénes peuvent étre
manifestés sous plusieurs formes bien que la causalité ne soit pas confirmée. Tout d’abord, les risques
d’affectations cardiovasculaires peuvent étre grandement augmentés par I’hypertrophie ventriculaire
gauche et I'altération des lipides sanguins, tous deux associés a I'utilisation de SAA. L’altération des lipides

sanguins englobe I'augmentation des lipoprotéines a basse densité et la diminution des lipoprotéines a

30



haute densité et de I’APO-1. Une légére augmentation de la pression sanguine est aussi observée.
Finalement, la fibrose cardiaque et des arréts cardiaques associés a l'utilisation de SAA sont rapportés.
L’augmentation du risque d’arythmie cardiaque lors d’utilisation prolongée de stéroides anabolisants
androgéenes est considérée bien que le mécanisme sous-jacent ne soit pas encore élucidé (Evans, 2004;

Kicman, 2008; Thieme & Hemmersbach, 2009).

1.9.3 Effets déléteres endocriniens

Les effets délétéres endocriniens affectent tous les utilisateurs, indépendamment du groupe d’age ou du
sexe. Cependant, la gravité des effets déléteres est parfois plus importante chez les femmes et les enfants.
La suppression des gonades est un effet délétére observé chez I’homme et plus particulierement lors d’une
administration prolongée d’agents anabolisants. Cette suppression inhibe la stéroidogenése normale au
niveau des gonades puisque le corps se retrouve en présence d’un apport exogene d’androgenes, parfois
en dose supra-physiologique. Une atrophie testiculaire peut se produire, la gravité variant selon le type
d’agent utilisé, la durée et la dose. Une importante croissance de la prostate est rapportée. Chez la femme,
les effets endocriniens sont aussi multiples. L'aménorrhée et I’hypertrophie clitoridienne irréversible sont
deux effets plus fréquemment rapportés (Kicman, 2008). Une diminution de la fertilité est possible
(Thieme & Hemmersbach, 2009). Chez les enfants, une puberté accélérée peut étre observée, sans
compter de multiples déréglements endocriniens possibles lors de la croissance et/ou la puberté (Hatton

etal., 2014).

1.9.4 Effets déléteres psychologiques

L'irritabilité, I'agressivité, I'augmentation ou |'apparition d’impulsions autodestructrices et destructrices
représentent les effets déléteres psychologiques généralement mieux connus et répertoriés. En addition,
des épisodes de manie/hypomanie lors de I'utilisation et des symptomes de sevrage, dont une dépression

sévere a I'arrét, peuvent se produire (Evans, 2004; Kicman, 2008; Shahidi, 2001).

1.9.5 Effets délétéres esthétiques

L’esthétisme étant souvent la raison principale derriere 'utilisation d’agents anabolisants par les adeptes
de culture physique, il est intéressant de voir la gravité de certains effets déléteres esthétiques associés a
I'utilisation de stéroides anabolisants androgeénes. La gynécomastie et la calvitie représentent deux types
d’effets indésirables esthétiques chez I’homme. Chez la femme, une atrophie mammaire, de I'hirsutisme,

dans le meilleur des cas partiellement réversible, et de la calvitie peuvent se produire. L’acné kystique est
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observée chez les deux sexes. L'aggravation de la voix chez la femme et d’autres types de masculinisation
pourraient aussi étre considérés comme des effets indésirables esthétiques des SAA (Evans, 2004; Kicman,

2008; Shahidi, 2001; Thieme & Hemmersbach, 2009).

1.9.6 Autres effets déléteres et potentiels

L’arrét de la croissance osseuse causée par la soudure épiphysaire prématurée chez les enfants est possible
lors de l'utilisation de SAA. Une augmentation marquée de la libido est aussi rapportée tant chez I’homme
que chez la femme. La masculinisation du foetus femelle lors de I'utilisation d’agents anabolisants par la
meére lorsqu’enceinte est possible (Kicman, 2008; Shahidi, 2001). Des infections aux sites d’injections sont
relativement fréquentes et d’autres maladies peuvent étre transmises par |'utilisation de seringues
contaminées. Des blessures musculosquelettiques particulierement au niveau des tendons sont
rapportées (Evans, 2004; Thieme & Hemmersbach, 2009). De plus, la distribution sur internet de stéroides
de syntheése peut provenir de compagnies douteuses, offrant une pureté inconnue d’un produit et ne
respectant aucune bonne pratique de laboratoire. Les substances distribuées peuvent représenter des

risques potentiellement énormes de santé pour les utilisateurs.

1.10 Portée du mémoire et raisonnement

Le mémoire vise trois objectifs pour améliorer ultimement la portée des méthodes de détection des
stéroides anabolisants. Le premier étant de faire état du marché actuel et de la facilité a obtenir des
produits dopants et/ou des stéroides synthétisés via internet. Ceci permettra de mettre a jour les
connaissances des produits en circulation, mais aussi mettre en lumiére la facilité d’obtention de produits
potentiellement dangereux. Le deuxiéme étant d’obtenir éthiquement les métabolites associés a
I'utilisation de ceux-ci a la suite d’incubations en présence de fractions cellulaires S9. Les métabolites
pourraient étre obtenus plus facilement et rapidement, mais surtout d’une fagon éthique plus en accord
avec la vision de la lutte contre le dopage. Le troisieme objectif sera d’analyser par CG-SM les métabolites
obtenus et de proposer les structures potentielles. Les nouveaux métabolites pourront étre ajoutés aux
méthodes actuelles, permettant I'avancement des connaissances et des capacités de dépistage. De plus,
des urines entreposées a des fins de recherche, en accord avec les protocoles en place, pourraient ensuite
étre sondées pour vérifier si les nouveaux produits étaient déja en circulation ou utilisés par certains

athletes.
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1.10.1 Incubations en présence de fractions hépatiques S9

Les fractions cellulaires S9 humaines représentent un modele d’étude in vitro intéressant. Celles-ci
contiennent les fractions microsomale et cytosolique des cellules de foie humain, ce qui implique que le
modele regroupe les enzymes de phase 1 se retrouvant majoritairement au niveau du microsome et les
enzymes de phase Il se retrouvant au niveau du cytosol. Leur utilisation permet donc d’obtenir une
représentation adéquate du métabolisme hépatique pouvant étre subi par différentes substances en
présence des cofacteurs nécessaires. L'utilisation du modele des fractions cellulaires S9 au laboratoire
avait d’ailleurs permit la production de métabolites pertinents pour le 5a-androst-2-én-17-one (Ayotte et
al., 2016) et la production de quantité importante de métabolites d’intéréts pour permettre des tests
subséquents puis la caractérisation (Gauthier et al., 2012). Cependant, le protocole alors utilisé divergeait
en plusieurs points a celui utilisé dans le projet actuel. L'utilisation de fractions cellulaires S9 provenant de
rats avait aussi permis la production de métabolites lors d’'une étude sur le métabolisme de la
norandrosténedione (Levesque et al., 2005). En ce qui concerne le métabolisme de phase 1, une solution
régénératrice de NADPH est nécessaire pour permettre I'obtention d’'un métabolisme représentatif. Les
enzymes de phase 1 permettent I'obtention de métabolites oxydés et réduits a partir du produit mere
choisi. Pour le métabolisme de phase Il, I'ajout d’autres cofacteurs est nécessaire. Par exemple, I'addition
préalable d’acide uridine diphosphoglucuronique et d’alaméthicine est nécessaire pour obtenir les
métabolites glucuroconjugués tandis que pour obtenir les métabolites sulfoconjugués, Iajout
d’adénosine-3’-phosphate-5’-phosphosulfate est suffisante. Quelques avantages associés a |'utilisation
des fractions cellulaires S9 sont une obtention éthique, rapide et a un co(t relativement faible de
métabolites in vitro contrairement a I'utilisation de souris chimérique ou aux études d’excrétion. De plus,
les métabolites obtenus sont assez représentatifs du métabolisme in vivo puisque les fractions S9
contiennent la majorité des enzymes clés. D’ailleurs, les fractions cellulaires S9 ont une bonne capacité
d’entreposage en plus de produire des résultats reproductibles. Cependant, ce modéle posséde aussi
certains désavantages dont I'obtention partielle du métabolisme, advenant I'omission de certains
cofacteurs, des limitations associées a une quantité insuffisante de cofacteurs et une activité enzymatique
généralement plus faible que si chaque fraction était utilisée séparément. Ainsi, certains métabolites
pourraient étre générés qu’en quantité insuffisante pour la détection, rendant ainsi subséquemment la
qualification impossible. D’autres métabolites pourraient simplement ne pas étre produits. Il est donc
recommandé de contre-vérifier aupres d’études d’excrétions ou d’utiliser une substance au métabolisme

connue pour confirmer le modele (Brandon et al., 2003; Ekins et al., 2000; Plant, 2004).
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1.11 Substances sélectionnées

Dans le cadre de ce projet, quatre stéroides ont été sélectionnés pour les incubations en présence de

fractions cellulaires S9 :

- la 1-androstérone (3B-hydroxy-5a-androst-1-en-17-one)
- La4-androstérone (3B-hydroxyandrost-4-en-17-one)
- Le cynostane (2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxyandrost-3-one)

- Le méthylclostébol (4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-en-3-one)
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1.11.1 3B-hydroxy-5a-androst-1-én-17-one

La 3B-hydroxy-5a-androst-1-en-17-one, parfois surnommé a tort 1-androstérone, est vendue comme pro-

hormone et est facilement disponible sur internet (Granados et al., 2014).

HO

Figure 1.8 : 3B-hydroxy-5a-androst-1-én-17-one

Ce stéroide a été identifié en 2011 et son métabolisme proposé lors d’une étude d’excrétion chez I’"humain
(Parr et al., 2011). Deux métabolites principaux ont été caractérisés, soit la 1-testostérone et 1-

androsténedione, en plus de divers autres métabolites.

Une étude contrdlée de 2014 comparait une cohorte de 9 sujets recevant le produit contre 8 sujets placebo
dans le but de vérifier les effets désirés et indésirables associés a I'utilisation de la 3B-hydroxy-5a-androst-
1-en-17-one. La prise orale du médicament, tel qu’indiqué sur le produit, menait a I'amélioration de la
composition corporelle et de la force musculaire. Cependant, des effets déléteres cardiovasculaires et

hépatiques accompagnaient |'utilisation de la prohormone (Granados et al., 2014).

Ainsi, les métabolites phase 1 d’intéréts obtenus par Parr en 2011, soit la 1-testostérone et 1-
androsténedione seraient attendus suivant I'incubation en présence de fractions cellulaires S9 (Schanzer,
1996; Shahidi, 2001). La vérification de la représentabilité métabolique du modeéle aupres de la littérature

permettra d’en juger le bienfondé.
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1.11.2 3B-hydroxy androst-4-en-17-one

La 3B-hydroxyandrost-4-en-17-one est aussi référée comme le delta-4-DHEA (A-4-DHEA). Ce stéroide
proviendrait du métabolisme de I'androsténedione par des microglies BV2, découlant de I'action d’une
enzyme vraisemblablement exclusive a ce type cellulaire (Jellinck et al., 2006). La 3B-hydroxy-4-androstén-

17-one avait aussi été obtenue comme métabolite de la testostérone (Lisboa & Gustafsson, 1970).

HO

Figure 1.9 : 3B-hydroxyandrost-4-én-17-one

Des réactions d’oxydoréduction sur les groupements en C-3 et C-17 sont attendues lors de I'incubation en
présence de fractions cellulaires S9 ce qui peut résulter en I'obtention de testostérone et

d’androsténedione comme métabolites de phase 1 (Schanzer, 1996; Shahidi, 2001).
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1.11.3 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-én-3-one

La 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-en-3-one ou méthylclostébol provient de I'addition d’un
groupement méthyle en position C-17a du clostébol, lui-méme un dérivé chloré en position C-4 de la
testostérone. Il s’agit d’'une substance connue et contrélée. L'utilisation du méthylclostébol sous le nom
STS 482 par les athlétes allemands durant les années 1960 est répertoriée (Franke & Berendonk, 1997,

Lootens et al., 2011; Rahnema et al., 2015).

Cl

Figure 1.10 : 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-én-3-one

Un important avantage associé a |'utilisation du méthylclostébol serait sa biodisponibilité orale, associée
a la présence d’un groupement méthyle en position C-17a. De plus, I'inhibition de I'aromatisation et de
I'action par la 5a-réductase au niveau de la double liaison C-4,5 est conférée par I'atome de chlore en C-4

(Kicman, 2008; Rahnema et al., 2015).

Plusieurs métabolites de phase 1 sont possibles suivant I'incubation en présence de fractions cellulaires
S9. Tout d’abord, le produit mere pourrait étre retrouvé intact puisqu’il est résistant au métabolisme
hépatique grace au groupement méthyle en C-17 ainsi que les métabolites provenant de la réduction de
la cétone en position C-3. Finalement, des métabolites hydroxylés en C-6 et C-16 sont attendus pour le
méthylclostébol, cette voie métabolique étant connue pour les substances exhibant un groupement

méthyle orienté en a en C-17 (Lootens et al., 2011; Schanzer, 1996; Shahidi, 2001).

37



1.11.4 2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxyandrost-3-one

La 2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxyandrost-3-one est un produit disponible aisément sur le web et ce au

moins depuis 2011 par différents distributeurs (Abbate et al., 2015; Magdziak et al., 2011).

Figure 1.11 : 2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxyandrost-3-one

Plusieurs cyanostéroides ont été synthétisés lors des années 1940 et 1950, durant la période de grand
intérét entourant les stéroides anabolisants androgenes. Les cyanostéroides sembleraient posséder
majoritairement des effets cytotoxiques qui pourraient s’avérer recherchés dans d’autres domaines tels
le traitement de pathologie, dont le cancer (Levitsky et al., 2017). Cette substance a été étudiée et une
tentative de caractérisation fut effectuée en 2015. Ces derniers proposent une structure du cynostane
ayant un groupement isoxazole sur le cycle A en se basant sur le patron de fragmentation du spectre de
masse (Abbate et al., 2015). Aucun métabolisme n’a été proposé par ceux-ci, d’ou l'intérét de poursuivre

les recherches avec ce produit.

En présence de fractions cellulaires S9, des métabolites de phase 1 comme le métabolite réduit en C-3 et
des métabolites hydroxylés en C-6 seraient attendus, en plus d’obtenir le produit mére intact considérant

la présence d’un groupement méthyle orienté en a en position C-17 (Schanzer, 1996; Shahidi, 2001).
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2 MATERIELS ET METHODES

Différents produits ont été commandés de sites internet : 1-Superandro Rx(3B-enanthoxyandrost-1-en-
17-one) et 4-Superandro Rx (3B-enanthoxyandrost-4-en-17-one) constituaient avec le SuperNorAndro Rx
et Super-epiandro Rx le Superandro stack d’lronmag labs et ont été obtenu par I'entremise du site

Bestpricenutrition (https://www.bestpricenutrition.com/ ; consulté 18/05/2021). Le Nanobol (4-chloro-

17a-methyl-17B-hydroxy-androst-4-en-3-one) de Fusion supplements et le Cynostane (2-cyano-17a-
methyl-17B-hydroxy-androst-3-one) d’Al Sports Nutrition ont été obtenus aupres de predatornutrition

(https://www.predatornutrition.com/ ; consulté 18/05/2021). Les nomenclatures et noms communs des

produits mentionnés ici représentent les informations présentes sur I'étiquetage des produits. Les
différents stéroides d’intéréts contenus dans les produits achetés a partir des sites internet ont été
identifiés a I'aide de standard par CG-SM suivant une extraction au méthanol des différentes poudres et
suspensions. Les standards stéroidiens d’intéréts proviennent de plusieurs sources. La 3B-hydroxy-
androst-4-&én-17-one (4-androstérone) provient de Steraloids (Newport, Etats-Unis) tandis que la 3pB-
hydroxy-5a-androst-1-én-17-one (1-épiandrostérone), 3a-hydroxy-5a-androst-1-en-17-one (2-
androstérone), la 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthyl-androst-4-én-3-one (méthylclostébol) et 4-chloro-
17a-méthyl-androst-4-en-33,17B-diol (promagnon) proviennent de Toronto Research Chemicals Inc

(North York, Canada).
Réactifs et tampons :

Le Na,COs et NaHCO; proviennent de EMD (Gobbstown, Etats-Unis). Le HCI (98 %) et H,SO4 (95 & 98 %)
proviennent de Caledon (Georgetown, Canada). Le NaH,PO,*H,0 provient de Fisher Scientific (Ottawa,
Canada) et Na;HPO, provient de Sigma Aldrich (Oakville, Canada). L'eau Milli-Q provient d’un systéme
Milli-Q Advantage A10 (Millipore) et est utilisée fraichement lors de chaque journée d’extraction. Le
méthanol, I'éthanol, I'acétonitrile, I’éther diéthylique, I'acétate d’éthyle, I'hexane (95 % n-Hexane; distillé
dans le verre) et le dichlorométhane (distillé dans le verre) proviennent de Caledon (Georgetown, Canada).

L'hélium et I'azote ont été obtenus chez Praxair (Mississauga, Canada).
Les incubations en présence de fractions cellulaires S9 :

Les fractions S9 ont été achetées chez Thermo Fisher Scientific (Life Technologies ; Burlington, Canada). Le
B-NAD, le MgCl,, le glucose-6-phosphate et la glucose-6-phosphate déshydrogénase ont été achetés chez
Sigma-Aldrich (Oakville, Canada).


https://www.bestpricenutrition.com/
https://www.predatornutrition.com/

Réactifs pour la dérivation chimique :

Le triméthylchlorosilane (TMCS), la pyridine, le tétrahydrofurane (THF), I’éthanethiol et la triéthylamine
proviennent de Sigma Aldrich (Oakville, Canada). Le N-méthyl-N-(triméthylsilyl)trifluoroacetamide
(MSTFA) et le triméthyliodosilane (TMIS) proviennent de Chemische Fabrik Karl Bucher GmbH

(Waldstetten, Allemagne).

2.1 Extraction des stéroides dans les produits commerciaux

Les différents produits sont extraits pour permettre l'identification a I'aide de standard sur CG-SM.
Plusieurs capsules sont ouvertes et la poudre contenue est mise en commun dans différents tubes en
plastique préalablement identifiés. Selon une procédure validée au laboratoire, 1 g de cette poudre est
extrait dans un tube en verre de 15 mL a I'aide de 5 mL de méthanol. Le tube est ensuite agité sur vortex
et centrifugé. Un volume de 10 uL du surnageant est transféré dans un vial de verre puis évaporé a 50 °C
sous un jet d’azote. Pour le « Nanobol », celui-ci étant une suspension blanchatre, 50 uL de la solution
blanchatre sont ajoutés a 5 mL d’éther éthylique dans un tube de verre de 15 mL. La suite de I'extraction

est telle que décrite ci-dessus.

Pour le cynostane, une purification plus poussée par chromatographie liquide haute performance (CLHP)
est nécessaire vu I'absence de standard de référence. La méthode de purification a été réalisée sur un
systeme CLHP Agilent technologies 1260 Infinity muni d’une pompe et d’un collecteur de fractions sur
colonne Sunfire Prep C18 5 um 10x250 mm. La température et le débit sont respectivement constants a
40 °C et 3 mL/min. Les solvants utilisés sont : eau milli-Q (64 %), acétonitrile (30 %) et méthanol (6 %). Les
longueurs d’onde A= 192 nm, A= 210 nm et A= 245 nm étaient mesurées par un détecteur UV a barrette
de diodes de Agilent Infinity Diode Array and Multiple Wavelength Detector G1315C. L’éluat contenant la
substance d’intérét est ensuite récolté et concentré, permettant I'obtention d’une solution pure du

produit.

2.2 Identification des stéroides présents dans les produits commerciaux

Les stéroides purifiés ont été identifiés par comparaison avec les standards de référence, lorsque
disponibles. Suivant I'extraction, la dérivation TMS-énol TMS-éther est réalisée par I'ajout de 50 uL d’une
solution de dérivation préparée le jour méme au laboratoire (MSTFA, TMSI et éthanethiol) puis le vial est
chauffé a 70 °C pendant 30 minutes. Le produit dérivé TMS est ensuite analysé par CG-SM. Pour obtenir
les dérivés exclusivement TMS-éther, le mélange réactionnel est composé de 90 pL de pyridine, 10 uL de

MSTFA et 2 uL de TMCS, ajoutés selon I'ordre d’énumération puis chauffé a 70 °C pendant 30 minutes. Le
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tout est évaporé sous un jet d’azote, 50 puL d’hexane sont ajoutés puis la solution est transférée dans un
vial propre (Ayotte et al., 1996). Le produit dérivé est ensuite injecté sur CG-SM pour I'analyse a raison de

1 yL a l'aide d’une seringue de 10 pL.

L'identification a été conduite sur CG-SM (Agilent 6890 series GC system Plus+ ; Agilent 5973 Mass
Selective Detector) équipé d’un injecteur SSL (divisé/non-divisé; injecteur Agilent 7683), d’une colonne

capillaire DB-5MS (25 m x 0.2 mm ; Film 0.33 um) et d’une source d’ionisation a impact électronique.

Le mode d’injection en débit non divisé et en mode d’analyse par balayage complet visait I'intervalle de
masse entre 50 uma et 650 uma selon la chronologie suivante : 50 a 550 uma entre 0 et 7 minutes, 50 a
600 uma entre 7 et 10 minutes puis 50 a 650 uma entre 10 et 14 minutes. La programmation de
température du chromatographe en phase gazeuse est la suivante : 100 °C maintenus 30 secs a 240 °C a
raison de 20 °C par min puis 278 °C a raison de 6 °C par min et finalement a 320 °C (10 °C/min). La
température finale est maintenue 5 minutes. Le gaz vecteur utilisé est I'hélium en maintenant un flux
constant d’environ 1.5 mL par minute et une pression initiale constante, prédéterminée quotidiennement

selon les conditions de I'appareil.

2.3 Incubation de fractions cellulaires hépatiques S9 en présence des stéroides provenant de standard de
référence ou de substances purifiées

Le protocole d’incubation des différents stéroides en présence de fractions S9 est largement basé sur le
protocole comme décrit par Cawley (Cawley et al., 2016) avec de légéres modifications. Lorsque
I'identification était concluante, le standard de référence était utilisé pour les incubations. Dans le cas du

cynostane, le produit purifié par CLHP a été utilisé vu I'absence d’un standard de référence.

Ainsi, chaque tube en verre de 10 mL contient 1,5 mM de B-NAD, 4,5 mM de MgCl,, 7,5 mM de glucose-6-
phosphate, 1 unité de glucose-6-phosphate déshydrogénase, 1 mg de protéines de fractions cellulaires S9,
4 pL de la solution méthanolique de stéroide a 10 mM permettant une concentration finale de 40 uM dans
le milieu d’incubation plutét que de mettre 250 pug comme stipulé par (Cawley et al., 2016). Le volume

différentiel est complété a 1 mL avec du tampon phosphate 50 mM, pH 7.4.

Le mélange réactionnel est incubé a 37 °C dans des bains avec agitation pendant 3 heures. La réaction est

arrétée en ajoutant 1 mL d’acétonitrile.
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Cing controles étaient conduits en parallele des stéroides d’intéréts (1 et 2) tels que présentés dans le
schéma ci-dessous : Sans enzyme (A), stéroide d’intérét seulement (B), blanc de tampon phosphate (C),
fractions cellulaires S9 avec tampon phosphate (D) et le milieu d’incubation avec un stéroide controle, la

testostérone ou la 4-androstérone (3B-hydroxyandrost-4-en-17-one) (T).

Figure 2.1 : Schéma des échantillons et des contréles lors d’incubations en présence de fractions cellulaires S9.

2.4 Extraction des métabolites générés

Suivant l'arrét de la réaction par l'ajout d’acétonitrile, les tubes de verre contenant les mélanges
réactionnels sont centrifugés a 2000 tours par minute pour cing minutes. Le surnageant est transféré dans
une nouvelle série de tubes et évaporé a 50 °C sous un jet d’azote. Un volume de 1 mL de tampon
carbonate 1 M pH 9 est ajouté pour ensuite permettre I'extraction a I'acétate d’éthyle (2 x 1 mL). La phase
organique est évaporée sous un jet d’azote a 50 °C, puis le résidu est reconstitué dans des vials avec 150 plL
de méthanol puis évaporé de nouveau a 50 °C sous un jet d’azote. L’analyse a été effectuée par CG-SM

des dérivés per TMS, comme décrit plus haut.
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3 RESULTATS ET DISCUSSIONS

3.1 Portrait de la situation

3.1.1 Mise en contexte

Le premier objectif du projet était de déterminer s’il était possible actuellement de se procurer aisément
des stéroides anabolisants de synthése dans le marché. Celui-ci a été évalué en recherchant les produits
populaires disponibles sur internet pour ensuite les commander et ainsi démontrer la facilité d’obtention

de différents produits dopants.

Malheureusement, le fait de pouvoir aisément obtenir des substances anabolisantes démontre un
manquement important au niveau législatif, la distribution de stéroides anabolisants étant illégale au
Canada. Il s’agit aussi d’un risque appréciable au niveau de la santé publique. Rappelons-nous les multiples
effets secondaires associés a la consommation de tels produits (Evans, 2004; Hatton et al., 2014; Kicman,
2008; Shahidi, 2001; Thieme & Hemmersbach, 2009). De plus, l'internet ne discrimine pas le type
d’acheteur. Plusieurs populations sont plus a risque, dont les adolescents, jeunes adultes et certains
athléetes amateurs en quéte d’alternatives naturelles. Ceux-ci sont parfois mal informés et en partie la
proie des techniques de marketing prédatrices puisqu’ils peuvent facilement se procurer et consommer
des substances anabolisantes sans connaitre I'étendue des répercussions possibles. Cette situation se
produit parfois méme a leur insu. Rappelons-nous que la jeune population est généralement plus crédule,
influencable et a tendance a faire des choix impulsifs non éclairés, représentant donc une cible idéale pour

ces compaghies sans scrupules (Abbate et al., 2015).

De plus, les produits se retrouvant sur le marché noir peuvent souvent étre synthétisés par des chimistes
amateurs autoproclamés utilisant des installations de fortune sans se soucier des réglementations en
vigueur entourant la production de suppléments alimentaires. Ceci augmente considérablement Ila
probabilité de trouver de nombreuses impuretés en plus d’intermédiaires réactionnels dans ce type de
produit. Dans certains cas, les substances sont tout simplement remplacées par d’autres molécules
populaires aux propriétés connues dans le but de berner les consommateurs et les autorités sanitaires

(Abbate et al., 2015).

Certains produits identifiés comme suppléments alimentaires disponibles dans les boutiques spécialisées
et sur internet pouvaient auparavant renfermer des stéroides et des prohormones (Baume et al., 2006).

En fait, ce type de produits est disponible depuis 1996 sur le marché américain, bien qu’interdit par le



Comité international olympique, et ce dés leur apparition. Il arrive méme parfois que des suppléments de
vitamines et d’acides aminés contiennent des traces de stéroides et prohormones (Ljungqvist, 2017; Parr
et al., 2004). Suivant la mise en place de certaines régulations, la quantité de ce type de produits déguisés
diminua grandement sur ce marché sans toutefois étre complétement éliminés puisque toujours

disponible via internet (Ayotte et al., 2016; Rahnema et al., 2015).
Recherches permettant I'obtention d’un état du marché

La recherche des différents produits commenca sur différents sites de culturisme en parallele avec des
forums de discussions et autres sites populaires tels que Reddit. Certaines discussions présentes sur des
forums étaient plus facilement accessibles tandis que d’autres nécessitaient la création préalable de
comptes et I'approbation des divers modérateurs pour accéder au contenu. Lorsqu’une substance était
recommandée de facon redondante sur ces forums par différents experts autoproclamés ou lorsque son
efficacité était réitérée et mise en valeur sur leurs différents sites d’appartenance, la substance était alors
considérée comme prometteuse. Souvent, des nomenclatures non conventionnelles ou désuétes étaient
utilisées pour référer ces produits. Ainsi, les différentes appellations utilisées étaient d’abord révisées pour
en ressortir le nom commun et la nomenclature conventionnelle. La littérature entourant ces substances
plus prometteuses était ensuite consultée pour évaluer la pertinence quant a leurs utilisations pour des

tests subséquents.

Certains de ces produits ont été endossés par des personnalités publiques et des influenceurs par le passé,
louangeant ceux-ci comme étant des alternatives légales aux stéroides, sans risques pour la santé ni effets
secondaires notables (Abbate et al., 2015). Bien que plusieurs vidéos et articles de forums aient été retirés
depuis, particulierement suivant la réception par les différents laboratoires d’avertissements des autorités
sanitaires, certains de ces produits restérent ancrés dans la mémoire populaire et resurgissent
périodiqguement sous différents noms. De plus, la production de ces substances se rapporte souvent a
différentes compagnies, possiblement dans le but de faire un profit rapide sur la notoriété du produit.
Deux exemples se retrouvent au sein des produits commandés, provenant de 2 compagnies différentes

(1-andro Max V2 et NorAndro Max de Primevals labs ; 1-Andro et Epiandro de Ironmag labs).

Ensuite, quelques tentatives directement a partir de moteurs de recherches utilisant des combinaisons de
mots clés tels que steroids, alternatives, natural, legal, prohormones, Test based, Androgen based, steroid-
like et d’autres synonymes permettaient de ressortir certains produits populaires au sein de la
communauté amateur. A noter que des termes frangais ont aussi été utilisés, mais les recherches étaient

plus fructueuses lorsque produites en anglais.
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Il suffisait ensuite de trouver ce type de produit sur différents sites de vente. Des sites basés a
I'international étaient aussi consultés, ceux-ci devant se conformer a différents types de législation. Les
techniques entourant I'exportation de certains étaient particulierement efficaces, permettant parfois

I’obtention de produits techniquement interdits sans la moindre problématique.

Finalement, des sites de suppléments alimentaires populaires ont été consultés directement pour vérifier
la présence et la mise en valeur de produits interdits tels que des prohormones et des stéroides de
synthése. Les sites de suppléments alimentaires comprenaient bodybuilding.com, supplementsource.ca,
gasparinutrition.com, lupnutrition.com, alsupplements.com et d’autres. Bien que ces sites aient
possiblement déja été centraux a la vente des produits de types prohormones et semblables aux stéroides,
il semblerait que ce genre de produits ne soient plus en vente sur les sites plus reconnus (Baume et al.,

2006).

Suite a ces recherches et au rejet de certaines substances (déja connues répertoriées, ingrédients non
pertinents, efficacité minime ou absence d’informations permettant de motiver I'utilité d’'une commande),

les 14 produits présentés dans le tableau 3.1 ont été commandés.
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Tableau 3.1 Liste des produits commandés suite a I’état du marché incluant les ingrédients actifs indiqués dans les informations nutritionnelles, le nom de la compagnie le

produisant et le distributeur.

Nanobol Fusionsupplements
1-Superandro Rx 3B-enanthoxyandrost-1-en-17-one Ironmag labs
4-Superandro Rx 3B-enanthoxyandrost-4-en-17-one Ironmag labs

SuperNorAndro Rx 3B-enanthoxynorandrost-4-en-17-one Ironmag labs
Super-epiandro Rx 3B-undecyloxy-5a-androstan-17-one

Ironmag labs

Cynostane 2-cyano-17a-methyl-17b-hydroxy-androst-3-one Al Sports Nutrition
Helladrol 4-androstene-3B-ol,17-one 3-hydroxy-17-oxo-5-androstane / 17B-(1-ketoethyl)-delta-1,4- Innovative lab

androstadiene/ 1,4-androsténe-3B-ol,17-one / Androstan-3,5-diene-7,17-dione

Methdrol 23-17a-dimethyl-5a-androst-3-one Fusionsupplements

Halodrol 4-chloro-17a-methyl-andros-1,4-diene-3j,17B-diol Fusionsupplements
NOR-ANDRO MAX 19-NorAndro Primeval Labs
1-andro Max V2 1-Androstérone Primeval Labs

Epistane Jamais recu Bodyconsciousuk
6-keto diosgenin Jamais regu Supplementcentral

Dymethazine Jamais recu Iconsupplement
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De cette liste, trois produits n’ont jamais été recus sans justification du vendeur (epistane, 6-keto
diosgenin et dymethazine). Une possibilité est que certains d’entre eux aient été retenus aux douanes,
bien qu’aucune communication de leur part n’ait été recue par le laboratoire. La majorité des sites
mentionnés sont toujours actifs et les produits mentionnés sont, pour la plupart, toujours accessibles (en
date du 10/04/20). En plus de démontrer le fait que plusieurs substances interdites se trouvent toujours
en circulation actuellement, et ce en dépit de la mise en place de régulations (Ayotte et al., 2016; Rahnema
et al., 2015), cette démonstration permet de dévoiler la facilité d’obtention de produits stéroidiens pour
la population générale, les produits ayant été obtenus directement de sites internet. Ceci prouve aussi
gu’aucune restriction ne semble en place tant au niveau des différents distributeurs qu’au niveau des

autorités sanitaires gouvernementales.

3.2 Proposition de structures et identifications

Analyses sur CG-SM et propositions de structure grace a la spectrométrie de masse

Les différents produits sont extraits au méthanol suivant la procédure interne du laboratoire pour ensuite
étre injectés sur CG-SM sous forme libre ou suivant la dérivation triméthylsilyle, tel qu’indiqué
précédemment. L’analyse découlant des chromatogrammes et spectres de masse obtenus permet de
proposer différentes structures pour les substances présentes dans les produits commandés.
L'identification est aussi possible en comparant les spectres de masse obtenus aupres des banques de
spectres de références (intégrées au logiciel ChemStation du CG-SM. L’identification a I’aide de standard
de référence était effectuée lorsque ceux-ci étaient disponibles et seulement pour les substances retenues

pour incubations subséquentes.
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3.2.1 HELLADROL

Le produit Helladrol d’Innovative labs est vendu comme un mélange exclusif contenant plusieurs
prohormones et leurs esters «légaux», visant l'augmentation des niveaux de testostérone et
I'amélioration des performances athlétiques. Ces prétentions proviennent directement du site internet du

distributeur  (https://hitechpharma.com/collections/innovative-labs/products/helladrol ;  consulté

18/05/2021), ajoutant méme des notions scientifiques douteuses couplées a des techniques de vente
visant la désinformation du consommateur. Les informations nutritionnelles mettent en valeur la présence
de cing substances : la 4-androstene-3B-ol,17-one (4-androstérone), le 3-hydroxy-17-oxo-5-androstane
(épiandrostérone), la 17B-(1-ketoethyl)-delta-1,4-androstadiene (possible précurseur de la boldénone), la

1,4-androsténe-3B-ol,17-one et I'androstan-3,5-diene-7,17-dione (arimistane).

ielln ot
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W STRewRTH, 178 MWD HARDIFSY

Figure 3.1 : Emballage du produit Helladrol d’Innovative labs

Suite a I'analyse du chromatogramme et des spectres de masses, les substances suivantes composeraient
le supplément: la 4-androstérone (et son isomeére), I'épiandrostérone, la 1,4-androsten-3-ol,17-one
(proposée) et I'androstan-3,5-diene-7,17-dione (proposée). Plusieurs des substances indiquées par la
compagnie semblent bel et bien présentes dans le produit. Le chromatogramme et les spectres de masse

(incluant les structures proposées a I’aide du patron de fragmentation) sont présentés ci-dessous.
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Figure 3.2 : Chromatogramme résultant de I’analyse CG-SM de I’extrait dérivé TMS obtenu du produit Helladrol. Pic 1A : androst-3,5-diene-7,17-dione (TR 13.05), pics 2A et 3A :
4-androstene-3-ol-17-one (TR 13.525) et son isomére (TR 13.6), pic 4A : épiandrostérone (TR 13.73 minutes) et pic 5A : 1,4-androsten-3-ol,17-one (RT 14.3 minutes).
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Comme montré a la figure 3.2 ci-dessus, la présence de 5 pics d’intéréts est observée.

Suivant la dérivation chimique triméthylsilyle, le pic 1A (13.05 minutes) possede un ion moléculaire a m/z
428 alors que le produit non dérivé a une masse de 284 uma ce qui suggére la présence de deux fonctions
hydroxyle ou cétone et d’insaturations sur les cycles. Le spectre de masse correspond a celui répertorié au
laboratoire pour I'androst-3,5-diene-7,17-dione. Ce composé est bien connu sous le nom d’arimistane, un
inhibiteur d’aromatase figurant sur la liste d’interdiction de I’Agence mondiale antidopage. Le spectre de
masse correspond a celui disponible de la banque du laboratoire ainsi qu’a ceux décrits dans la littérature.
Le spectre de masse (figure 3.3) est caractérisé par la présence de I'ion moléculaire intense et de fragments
de faible abondance correspondant a la perte d’un groupement méthyle (-15 uma; m/z 413), la perte d’un
groupement triméthylsilanol (HOTMS; -90 uma menant a I'ion a m/z 338) et la perte subséquente de ces
deux groupements (-105 uma; m/z 323). La fragmentation du cycle C entre C-12,13 et C-8,14 méne aux
ions m/z 259 (associé au fragment incluant les cycles A et B) et m/z 169 (fragment du cycle D). En 2015,
Kazlauskas a décrit I'identification de ce produit dans des compléments dits alimentaires et ses principaux
métabolites alors que plus récemment, Martinez Brito et al ont décrit les métabolites produits suite a son

administration chez un volontaire (Kazlauskas & Goebel, 2015; Martinez Brito et al., 2019).
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Figure 3.3 : Spectre de masse et structure proposée a I'aide du patron de fragmentation de I'androstan-3,5-diene-7,17-dione, présente dans le produit Helladrol (1A).
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Le pic 2A (13.525 minutes) représente le pic le plus abondant sur le chromatogramme tandis que le 3A le
second plus abondant. L'ion moléculaire pour ces deux pics est de m/z 432 suivant la dérivation
triméthylsilyle, évoquant la possibilité de la présence de deux isomeres de la méme substance. De plus,
I'ion moléculaire suggere encore la présence de deux fonctions hydroxyle ou cétone et la possibilité d’'une
insaturation sur un cycle dans le cas d’une seule cétone. Les ions m/z 417, m/z 342 et m/z 327 sont issu de
la perte d’un groupement méthyle (-15 uma), d’'un HOTMS (-90 uma) et des deux groupements en question
(-105 uma). La fragmentation sur le cycle B résulte aux ions m/z 221 (C-7,8 et C-9,10), m/z 195 (C-6,7 et C-
9,10) puis m/z 183 (C-5,6 et C-9,10). Finalement, I'ion a m/z 169 provient de la fragmentation au niveau
du cycle C entre C-12,13 et C-8,14. Ces patrons de fragmentation (figure 3.4) sont en accord avec ce qui
est observé pour les stéroides ayant une fonction cétone en C-17 et se baseraient sur des fragmentations
connues de stéroides a caractéristiques semblables (Fragkaki et al., 2009c). Suite a I'analyse du spectre de
masse associé au produit 2A, la structure du 4-androsten-3-ol-17-one était proposée. La comparaison des
spectres de masse permet de confirmer que cette substance est en fait la 3f-hydroxyandrost-4-én-17-one,
aussi retrouvée dans un autre produit sur le marché, soit le 4-SuperAndro Rx, identifié a I'aide d’un
standard de 3B-hydroxy-androst-4-&n-17-one (4-androstérone) provenant de Steraloids (Newport, Etats-
Unis). Cette substance est connue dans la littérature comme A4-DHEA et avait autrefois été testée comme
inhibiteur d’aromatase (Amaral et al., 2013; Jellinck et al., 2006). L’utilisation d’inhibiteur d’aromatase
n’est pas permise selon I’Agence mondiale antidopage, bien que la substance ne soit pas spécifiquement

mentionnée dans la liste d’interdiction.

Un isomere trés probable serait donc vraisemblablement la 3a-hydroxyandrost-4-én-17-one(3A). Les

mémes mécanismes de fragmentation expliqueraient les pics observés sur le spectre de masse.
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Figure 3.4 : Spectre de masse et structure proposée a I'aide du patron de fragmentation du 4-androstene-3-ol,17-one, présent dans le Helladrol (2A).
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Pic 4A : L'ion moléculaire est a m/z 290 non dérivé et a m/z 434 suivant la dérivation triméthylsilyle. Cette
masse pourrait indiquer la présence d’une seule fonction cétone et une fonction hydroxyle ou deux
fonctions hydroxyles accompagnées d’une insaturation sur un cycle. Il s’agit du produit le moins abondant
des 5 produits identifiés dans le Helladrol. A partir de I'ion moléculaire m/z 434, la perte d’un groupement
méthyle meéne a l'ion a m/z 419 tandis que la perte d’'un groupement triméthylsilanol méne a I'ion a m/z
344 (figure 3.5). L'ion a m/z 329 provient de la perte d’un autre groupement méthyle et celui a m/z 239 de
la perte subséquente d’un groupement triméthylsilanol, considérant I'ion a m/z 344 comme point de
départ. La fragmentation sur le cycle A entre C-1,10 et C-3,4 se traduit en I'obtention de I'ion a m/z 129,
usuel aux stéroides ayant un alcool en C-3 et un cycle A saturé. La fragmentation prenant place sur le cycle
C entre C-12,13 et C-8,14 abouti a I'obtention de I'ion @8 m/z 169, un mécanisme habituellement observé
pour les stéroides possédant une cétone en C-17 (Fragkaki et al., 2009c). L’analyse du spectre de masse
permet de proposer la structure de I'épiandrostérone (3B-hydroxy-5a-androstane-17-one), contre-vérifiée
par la suite avec la banque du laboratoire. Initialement, le spectre de masse associé au pic trés peu
abondant (figure 3.5) ne laissait pas croire en la présence d’épiandrostérone. Par contre, le spectre de
masse associé au pic lorsque I"échantillon est tres concentré (figure 3.6) permet de ressortir les ions
caractéristiques et de confirmer la présence d’épiandrostérone. Par contre, puisque I'échantillon est tres
concentré et sature la colonne chromatographique, le temps de rétention est altéré. L'épiandrostérone
est un stéroide endogene possédant une faible activité androgéene connue provenant du métabolisme de
la déhydroépiandrostérone (Gupte et al., 2002). Son usage est interdit par ’AMA (Agence mondiale
antidopage, 2020). Le métabolisme de I’épiandrostérone est répertorié en présence de fractions cellulaires
S9 (Chalbot & Morfin, 2005), dans d’autres tissus (El Kihel, 2012) et dans le cadre d’une étude d’excrétion
(Piper et al., 2017). Le conjugué sulfate de I'épiandrostérone serait un marqueur de choix quant a
I'utilisation d’épiandrostérone et d’autres substances interdites (De Wilde et al., 2020; Nair et al., 2020;

Piper et al., 2017).

54



A Abundance

10500

10000

2500

S000 4

S S 00

S000

FS500

T OO0

SS500

S000

S5500

5000

4 S5 00

F4 OO0

=500

=000

Z2500

2000

1500

10004

S5 00

Scan 1107

= =1

==

‘ 187

=207

2329

C1=Z2. 7321 min): Helladroll SOSZ2Z2S Dydata . mis

434-15=419
434-90=344
434-90-15=329
434-90-90-15=239

as3a

405

my ==

T T
S0 SO0 1001 2014 15015

OZ2002202402602803 003232024036 0250400420

Figure 3.5 : Spectre de masse et structure proposée a I'aide du patron de fragmentation de I’épiandrostérone, présent dans le Helladrol(4A).
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Figure 3.6 : Spectre de masse et structure proposée a 'aide du patron de fragmentation de I’épiandrostérone, présent dans le Helladrol(4A), suivant une injection plus
concentrée pour obtenir les ions caractéristiques(saturé).
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Pic 5A : L'ion moléculaire lorsque dérivé est de m/z 430 et m/z 286 lorsque non dérivé. Cette masse
indiquerait la présence de plusieurs insaturations sur les cycles et la possibilité d’'une fonction cétone. Il

s’agit du second produit moins abondant de ceux présents dans |I’Helladrol.

Les ions a m/z 415 et m/z 340 proviennent respectivement de la perte d’'un groupement méthyle et d’'un
groupement triméthylsilanol (figure 3.7). La fragmentation proposée sur le cycle B est probable puisque
semblable a celle observée pour des stéroides ayant des propriétés rapprochées (1,4-diene et cétone en
C-3), a I'exception de celle menant a m/z 250/251, prenant place entre C-5,6 et C-9,10. Les ions a m/z 235
(C-6,7 et C-9,10) et m/z 207 (C-7,8 et C-9,10) se conforment aux mécanismes communs. La fragmentation
sur le cycle C, entre C-12,13 et C-8,14, explique I'ion a m/z 169, typique lorsqu’une cétone se trouve en C-
17 (Fragkaki et al., 2009c). L’analyse du spectre de masse meéne a la structure proposée du 1,4-androsten-
3-ol,17-one, semblable a la boldénone (cétone en 17 plutét qu’en 3). Cette variation de la boldénone ne
semble pas répertoriée dans la littérature et représente un bon exemple de substance provenant de la

modification d’une substance interdite dans le but de contrecarrer les législations.
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Figure 3.7 : Spectre de masse et structure proposée a I'aide du patron de fragmentation du 1,4-androsten-3-ol,17-one, présent dans le Helladrol(5A).
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3.2.2 NOR-ANDRO MAX

Le NOR-ANDRO MAX de Primeval Labs se vante de permettre I'augmentation de la masse musculaire et
de la force physique. La composition du produit, telle qu’annoncé par le commergant et les distributeurs,
semble relativement simple : 75 mg de 19-NorAndro comme seul ingrédient actif, laissant croire sur ces
mémes sites qu’il s’agirait de 19-norandrostérone ou de nandrolone. Encore une fois, le produit s’identifie
comme une alternative légale sans effets secondaires notables, puisqu’il s’agit d’une prohormone.
L'utilisation de terminologie scientifique associée aux techniques de marketing habituelles permet la mise
en valeur d’un produit encore une fois irréel. Le produit n’est plus disponible sur le site de Primeval Labs

(https://primevallabs.com/;  consulté  06/09/2021), mais d’autres sites le distribuent

(https://www.bestpricenutrition.com/ ; consulté 06/09/2021 ou https://www.mysupplementstore.com/ ;

consulté 06/09/2021; indisponible, mais toujours listé).

Figure 3.8 : Emballage du supplément NOR-ANDRO MAX de Primeval Labs.

L'analyse par CG-SM de I'extrait obtenu apres dérivation TMS de la poudre contenue dans ces gélules
montre la présence d’un seul pic majeur. Les spectres de masse du produit, cette fois incluant la dérivation
TMS-éther, permettent de proposer la structure de la 3-hydroxy-estr-4-én-17-one comme produit
majoritaire. Le surnom DecaBolin est parfois utilisé pour référer a un produit prétendant contenir la méme
substance. Ainsi, il s’agirait d’'un produit inversant les fonctions cétones et alcool en position C-3 et C-17

en relation avec la nandrolone. La relation avec la 4-androstérone est aussi frappante, a I'exception du H
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remplacant C-19. Celui-ci pourrait donc vraisemblablement étre une prohormone de la nandrolone. Le

spectre de masse correspond a celui contenu dans la banque du laboratoire.

HO

Figure 3.9 : Structures de la 3-hydroxy-estr-4-en-17-one (gauche) et de la nandrolone (droite).

Le spectre de masse (figure 3.11) résultant de la dérivation triméthylsilyle (TMS-énol et TMS-éther) meéne
a I'obtention d’un ion moléculaire a m/z 418, la masse étant de 274 uma lorsque non dérivé. Une telle
masse peut dénoter I'absence d’un groupement méthyle par rapport a la structure de base d’un
androstane (- 15 uma), la présence d’insaturation(s) et/ou d’un groupement cétone. La dérivation TMS-
éther meéne a I'obtention d’un ion moléculaire 3 m/z 346, confirmant la présence d’une seule fonction

hydroxyle (et donc d’une fonction cétone).

La perte de I'ion a m/z 169 au niveau du spectre de masse dérivé éther permet de confirmer la présence
du groupement cétone en C-17 plutot gu’en C-3, I'ion a m/z 169 étant typique pour les stéroides possédant

un groupement cétone en C-17 (Fragkaki et al., 2009c).

Lesions a m/z 403, m/z 328 et m/z 313 proviennent respectivement de la perte d’un groupement méthyle
(-15 uma), d’un groupement HOTMS (-90 uma) et de la perte subséquente de ces deux groupements en
question a partir de I'ion molécule a m/z 418. L'ion a m/z 221 proviendrait de la fragmentation entre C-7,8
et C-9,10 tandis que I'ion a m/z 182,183(majeur) proviendrait lui de la fragmentation en C-6,7 et C-9,10.
Ce mécanisme de fragmentation est observé chez les stéroides 1,4-diéne-3-keto et les 4-ene-3-keto

(Fragkaki et al., 2009c).
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Lorsque dérivé TMS-éther (figure 3.12), les ions a m/z 331 et 256 proviennent respectivement de la perte
d’un groupement méthyle (-15 uma) et d’'un HOTMS (-90 uma) a partir de I'ion moléculaire a m/z 346.
L'ion a m/z 129 proviendrait de la fragmentation entre C-1,10 et C-3,4, un mécanisme pouvant étre

observé chez les stéroides ayant un groupement alcool en C-3 (Fragkaki et al., 2009c).

Grace a I'analyse du spectre de masse résultant de la dérivation TMS-énol TMS-éther et avec le patron de
fragmentation proposé, il est possible de proposer la structure du 3-hydroxy-estr-4-en-17-one, ou 19-nor-
4-androsten-3-ol-17-one, comme substance majoritaire dans le NORANDRO MAX. La 19-nor-4-androsten-
3-ol-17-one s’apparente a la 19-nortestostérone, ou nandrolone, souvent surnommeée Deca-Durabolin,
inversant les fonctions hydroxyle et cétone en C-3 et C-17 (en laissant de c6té la stéréochimie des fonctions
hydroxyles). La littérature identifie quelques substances semblables a la 19-nor-4-androsten-3-ol-17-one,
c’est-a-dire dérivées de la 19-norandrostérone, soit la 19-norandrostenedione et la 19-norandrostenediol.
Leur présence sur le marché est répertoriée en 2001 et, bien qu’alors légales, méne a I'obtention de tests
de dépistage positifs a la nortestostérone (Colker et al., 2001). Considérant que la substance présente dans
le NORANDRO MAX s’apparente grandement a ces deux substances, un métabolisme semblable risquerait
d’étre observé et pourrait mener aux mémes conclusions, soit un test positif a la nortestostérone ou a la
19-norandrosterone (Martin et al., 2001; Strahm et al., 2009). Bien que les effets sur les performances et
la composition corporelle ne soient pas répertoriés, il est justifiable de considérer la 19-nor-4-androsten-
3-0l-17-one comme une substance illicite, particulierement en contexte de dopage sportif. Sa présence

sur le marché actuel est donc alarmante.
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Figure 3.10 : Chromatogramme montrant le produit majoritaire dérivé TMS présent dans le NorAndro Max de Primeval Labs suivant I'injection sur CG-SM en mode balayage
complet, soit la 3-hydroxy-estr-4-en-17-one (TR 13.04 minutes).
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Figure 3.11 : Spectre de masse et structure proposée a I'aide du patron de fragmentation du produit majoritaire retrouvé dans le Nor Andro Max, soit la 3-hydroxy-estr-4-én-
17-one.
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3.2.3 SuperNorAndro Rx

SuperNorAndro Rx d’lronmag Labs, parfois surnommé NorAndro, est affiché comme une prohormone de
la nandrolone (19-nortestostérone). Toujours accompagné des techniques visant a incorrectement
informer le consommateur, SuperNorAndro Rx revendique des effets bénéfiques anaboliques sans
toutefois étre sujet aux effets androgéniques habituels, en plus d’étre résistant a I’action de I'aromatase.
Les effets secondaires seraient moindres ou inexistants et le produit serait vraisemblablement sécuritaire
pour usage chez la femme, du moins selon le site vendant le supplément

(https://blackdiamondsupplements.com/ ; consulté 06/09/2021). Les informations nutritionnelles

indiquent la présence de 3 ingrédients : la piperine, le 6,7-dihydrobergamottin et I'ingrédient actif soit la

3B8-enanthoxynorandrost-4-en-17-one. Le site de la compagnie (https.//www.ironmaglabs.com/ ; consulté

04/09/2020) indiquait la présence de 19 Nor-DHEA enanthate comme ingrédient actif dans le produit
SuperNorAndro plutét que I'appellation utilisée lors de I'acquisition initiale par le laboratoire, soit le 12
mars 2018. Bien que I'appellation originale soit utilisée dans la présentation du produit pour référer la
méme substance, notons le fait que la nouvelle appellation fait référence a une substance semblable, mais

non identique (insaturation en C-5,6 pour la DHEA vs C-4,5 pour I'ingrédient actif présumé).

o
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+

Figure 3.13 : Emballage du supplément SuperNorAndro Rx d’lIronmag Labs.
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Un produit comme celui-ci permet toutefois de mettre en évidence les pratiques inacceptables des sites
de ventes tels que Ironmag Labs. En effet, I'utilisation d’'une nomenclature particuliere dans le but de
profiter de la notoriété d’autres produits (dans ce cas la norandro) met I'accent sur la technique employée

par ces compagnies louches visant a berner tant le consommateur que les autorités sanitaires.

Figure 3.14 : Structure de la 3B-enanthoxynorandrost-4-en-17-one, ingrédient actif indiqué sur ’emballage du
SuperNorAndro.

L’analyse du chromatogramme suite a l'injection sur CG-SM en mode balayage complet permet de
discerner la présence de plusieurs produits. Cependant, I'analyse des spectres de masse meéne a la
proposition d’'une seule substance stéroidienne, les autres ne pouvant étre identifiés. En effet, la
substance présumée présente en quantité importante dans le produit serait la 17-hydroxyandrost-1-en-3-
one. Le nom 1-testostérone est aussi connu pour une substance semblable, 'alcool en C-17 étant en
conformation B. Malheureusement, la stéréochimie de I'alcool en C-17 ne peut pas étre identifiée a I'aide
du spectre de masse seulement. La 3B-enanthoxynorandrost-4-en-17-one ne semble toutefois pas présent
dans le supplément, contrairement a ce qui est stipulé sur le produit et dans le matériel de vente. Le
chromatogramme et le spectre de masse en question (incluant la structure proposée a |’aide du patron de

fragmentation) sont présentés ci-dessous.

Le pic d’intérét réfere a une substance qui lorsque dérivée triméthylsilyle, possede un ion moléculaire a
m/z 432, pouvant suggérer la présence d’une fonction cétone et d’une insaturation sur un cycle. La
testostérone a aussi un ion moléculaire a m/z 432 suite a la méme dérivation, donc une structure
semblable peut étre attendue. Il semblerait s’agir de 1-testostérone ou plutét d’un isomere de la 1-
testostérone. L'identification de la stéréochimie des groupements d’intéréts est nécessaire pour confirmer

la substance présente.
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Lesionsam/z417, m/z 342 et m/z 327 proviennent respectivement de la perte d’un groupement méthyle
(-15 uma), de la perte d’un groupement triméthylsilanol (TMSOH; -90 uma) et de la perte des deux
groupements précédents. Les ions a m/z 180,181 proviendraient de la fragmentation entre C-5,6 et C-9,10
alors que les ions a m/z 195 et a m/z 237 de la fragmentation entre C-6,7 et C-9,10. Finalement, les ions a
m/z 129 et a m/z 303 proviennent de la fragmentation entre C-13,17 et C-14,15. Ces mécanismes de

fragmentation sont en accord avec la littérature (Fragkaki et al., 2009c).

L'utilisation de la 1-testostérone est interdite depuis 2005 et se trouve dans la catégorie des agents
anabolisants interdits en tout temps de 'AMA (Agence mondiale antidopage, 2020). Les propriétés
anaboliques et androgéniques associées a la 1-testostérone sont rapportées en 2006 (Friedel et al., 2006)

tandis que son métabolisme I'est par la suite (Fragkaki et al., 2009b; Liu et al., 2015).

Le spectre de masse obtenu (figure 3.16) ne correspond toutefois pas a celui de la banque du laboratoire,
d’ol la proposition qu’il s’agit d’'un isomére de la 1-testostérone considérant la similarité du spectre de
masse, mais la divergence quant au temps de rétention. Des effets semblables a ceux observés pour la 1-
testostérone lors de I'administration de cette substance pourraient étre observés vu la ressemblance des
structures. Des études supplémentaires quant au métabolisme et aux effets anaboliques et androgéniques

de cet isomere seraient justifiables.
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Figure 3.15 : Chromatogramme des produits présents dans SuperNorAndro d’IronMag Labs suivant la dérivation TMS et I'injection sur CG-SM en mode balayage complet. Le
seul produit proposé serait un isomeére de la 1-testostérone (RT 13.67 minutes), les autres produits n’ayant pas été identifiés.
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Figure 3.16 : Spectre de masse et structure proposée a l'aide du patron de fragmentation d’une substance présente dans le SuperNorAndro d’IronMag Labs, soit la 17-
hydroxyandrost-1-en-3-one.
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3.2.4 Methdrol

Le produit Methdrol ou Fusion Meth de Fusion Supplements référe des son introduction sur le site du
producteur a un autre produit, soit le Super-drol (surnom de la méthastérone). La substance est encore ici
vendue comme |'alternative parfaite aux agents anabolisants connus et habituels. Plusieurs prétentions
sont présentes dans le matériel de vente comme I'absence d’effets secondaires ocestrogéniques,
I"augmentation de la masse musculaire accompagnée d’une diminution de la masse grasse. Par contre, la
substance vise ici les «utilisateurs expérimentés» plutdot que la population générale

(https://www.predatornutrition.com/prohormones/fusion-supplements/fusion-meth.htm/ ;  consulté

06/09/2021). L’'ingrédient actif est indiqué comme suit au niveau des informations nutritionnelles du

fusion meth : 2a-17a-dimethyl-5a-androst-3-one. Il s’agirait donc de methastérone.

FUSION= T RRENTE

NUCLENR MOUDELED NETRTION

METHRROL 10w

__

A BETARY SUPPLENENT | 0 CAPSULES

| mmm—

Figure 3.17 : Emballage du supplément Methdrol de Fusion supplements.
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A premiére vue, le chromatogramme du produit dérivé triméthylsilyle semble dénoter la présence de deux
substances stéroidiennes distinctes. L'analyse des spectres de masse de ces pics particuliers permet de
confirmer qu’il s’agit en fait d’'une substance majoritaire et de proposer son épimeére, largement moins
abondant. La structure identifiée pour la substance présente dans le Methdrol est donc la 2a,17a-
dimethyl-5a-androstan-17f3-ol-3-one (et son épimere en C-17 proposé), en accord avec les informations
nutritionnelles du supplément. Le chromatogramme et les spectres de masse menant a cette conclusion
sont présentés ci-dessous et sont en accord avec ce qui avait été observé au laboratoire auparavant

(Gauthier et al., 2009).

H

Figure 3.18 : Structure de la 2a-17a-dimethyl-5a-androst-3-one, indiqué comme produit actif dans le Methdrol.
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Figure 3.19 : Chromatogramme des substances dérivées TMS présentes dans le Methdrol de Fusion supplements et suivant I'injection sur CG-SM en mode balayage complet.
Pic 1B : 2a,17B-dimethyl-5a-androstan-17a-ol-3-one (TR 14.9 minutes), pic 2B : 2a,17a-dimethyl-5a-androstan-173-ol-3-one (TR 15.3 minutes).

72



Tels qu’observés a la figure 3.19, 2 pics d’intéréts sont présents au temps de rétention 14.9 minutes et

15.3 minutes.

Tout d’abord, I'ion moléculaire du produit associé au spectre de masse du pic 2B est ici a m/z 462 (dérivé
triméthylsilyle) et a m/z 318, lorsque non dérivé. Le spectre de masse (figure 3.21) du produit représenté
par le pic 2B dans le chromatogramme (figure 3.19) correspond au spectre de masse de la banque du
laboratoire pour la 2a,17a-dimethyl-5a-androstan-17B-ol-3-one, aussi répertorié dans la littérature par
(Ayotte et al., 2006), confirmant ainsi l'identification de la méthastérone. Le métabolisme de la
méthastérone est connu (Gauthier et al., 2009; Magalhaes et al., 2019; Parr et al., 2006) et son usage en

contexte sportif est interdit en permanence (Agence mondiale antidopage, 2020).

L’'ion moléculaire associé au pic 1B est a m/z 462 suite a la dérivation triméthylsilyle. Cette variation du
spectre de masse n’étant pas répertoriée dans la littérature, une analyse de celui-ci et la proposition du
patron de fragmentation sont justifiables. Lorsque non dérivée, la masse du produit en question est de
318 uma. Une telle masse suggére la présence de fonctions supplémentaires, considérant que I'ion
moléculaire de la testostérone lorsque dérivé triméthylsilyle est a m/z 432. L’ajout de 2 groupements
méthyles (15 uma chacun) et la saturation du cycle A permettraient d’expliquer la différence de masse. Le
spectre de masse a RT 14.875 (figure 3.20) correspondrait a un épimere en C-17 de la méthastérone
(2a,17a-dimethyl-5a-androstan-17B-ol-3-one), soit la 2a,17B-dimethyl-5a-androstan-17a-ol-3-one. Un
autre épimeére (épimérisation en C-5) de la méthastérone associé a son métabolisme est rapporté
(Magalh3es et al., 2019), mais son usage a des fins de dopage semble inexistant. Les ions a m/z 447, m/z
372 et m/z 357 proviennent de la perte d’'un groupement méthyle (-15 uma), d’'un groupement
triméthylsilanol (TMSOH ; -90 uma) et de la perte subséquente des deux groupements en question (-105
uma), en accord le patron de fragmentation de la 2a,17a-dimethyl-5a-androstan-17B-ol-3-one (Ayotte et
al., 2006). La fragmentation entre C-5,6 et C-9,10 explique I'obtention des ions a m/z 195 et m/z 267.
Lorsque fragmenté entre C-6,7 et C-9,10, I'ion obtenu a m/z 210 est associé au fragment incluant le cycle
A. Les mécanismes de fragmentations visant le cycle D ménent aux ions a m/z 130 et m/z 332 (C-15,16 et
C-13,17) etal’ionam/z 143 (C-14,15 et C-13-17). Les mécanismes de fragmentation se rapportant au cycle
D sont en accord avec ce qui est habituellement observé tandis que ceux se rapportant aux cycles A et B

semblent moins usuels (Fragkaki et al., 2009c).
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Figure 3.20 : Spectre de masse et structure proposée a I'aide du patron de fragmentation pour la 2a,17B-dimethyl-5a-androstan-17a-ol-3-one (épimére du produit d’intérét),
présent dans le Methdrol(1B).
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Figure 3.21 : Spectre de masse pour la 2a,17a-dimethyl-5a-androstan-17B-ol-3-one, présent dans le Methdrol(2B).
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3.2.5 HALODROL

Un autre produit populaire de la compagnie Fusion supplements est I'halodrol. Définis comme une
prohormone, les sites de revente profitent de la notoriété de ce stéroide synthétique en mentionnant son
utilisation par I’Allemagne de I’Est. Les avantages mentionnés attribués a I’halodrol sont multiples et
irréalistes : importante augmentation de la masse musculaire et de la force, diminution de la masse grasse,
et ce, sans effet cestrogénique. Ce produit est attrayant pour les amateurs, car il est considéré comme
moins toxique que ses homologues. L'ingrédient actif mentionné est cette fois le 4-chloro-17a-methyl-
androst-1,4-diene-3b,17b-diol (promagnon). Le nom Halodrol avait aussi été utilisé auparavant pour

commercialiser un produit semblable (Gauthier et al., 2012).

Figure 3.22 : Emballage du supplément Halodrol de Fusion supplements.

Le chromatogramme du produit suivant la dérivation chimique triméthylsilyle et I'injection sur CG-SM
montre la présence de trois substances stéroidiennes. L'analyse des spectres de masse permet de
proposer les structures suivantes: la 4-chloro-17B-hydroxy-17a-methylandrost-1,4-diene-3-one, la 4-

chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-en-3-one et son épimére en C-17.
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Figure 3.23 : Chromatogramme des substances présentent dans le supplément Halodrol suivant la dérivation chimique et I'injection sur CG-SM en mode balayage complet. Pic
1C : 4-chloro-17a-hydroxy-17B-méthylandrost-4-én-3-one (TR 16.78 minutes), pic 2C : 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-1,4-dién-3-one (TR 17.1 minutes), pic 3C: 4-
chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-én-3-one (TR 17.38 minutes).

77



Suivant la dérivation triméthylsilyle, I'ion moléculaire de la substance pour le pic 1C a 16.78 minutes est
de m/z 480. Non dérivée, cette substance a une masse de 336. La présence de groupements
supplémentaires, en prenant la testostérone comme point de départ (m/z 432), est a prévoir. En prenant
I'information présente sur les informations nutritionnelles et en prenant la différence de masse avec la
testostérone (soit de 48 uma), il est possible de supposer que ces groupements supplémentaires seraient
un groupement méthyle (15 uma) et un chlore (35 uma), totalisant 50 uma (-2 H lors de I’addition des
groupements, expliquant le 2 uma restant). Le spectre de masse (figure 3.24) permet de confirmer la
présence d’un chlore par le motif A + 2, prenant en considération la contribution isotopique du chlore 37.
Ce motif est connu pour certains atomes ayant des isotopes plus abondants (McLafferty et al., 1993). Les
ions a m/z 465, 390 et 375 découlent respectivement de la perte d’un groupement méthyle (-15 uma),
d’un groupement triméthylsilanol (-90 uma) et de ces deux groupements en question (-105 uma). L’ion a
m/z 445 provient de la perte du chlore (-35 uma) a partir de I'ion moléculaire, perte confirmée par
I’'absence du motif A + 2, associé a 'atome de chlore. La fragmentation du cycle B méne a I'ion a m/z 242,
provenant du bris des liaisons entre C-9,10 et C-7,8. Les patrons de fragmentation habituels associés aux
stéroides méthylés en C-17 sont observés, menant aux ions m/z 143 (C-13,17 et C-14,15) et m/z 130/350
(C-13,17 et C-15,16) (Fragkaki et al., 2009c). Finalement, I'ion a m/z 335, particulierement abondant,
proviendrait de la perte d’'un groupement méthyle a partir de I'ion a m/z 350, précédemment décrit. Ici
encore, I'isomere ne semble pas répertorié comme substance d’intérét en contexte de dopage, mais le

produit mere (pic 3C) est lui bien connu et sera discuté par la suite.

L'ion moléculaire a m/z 478 et 17.1 minutes lorsque dérivé et a 334 lorsque non dérivé pour le pic 2C peut
sous-entendre la présence d’une insaturation supplémentaire par rapport a I'autre substance présente
dans le produit (m/z 480). L’analyse et la comparaison avec la banque de spectre de masse connu du
laboratoire permet de proposer qu’il s’agit de 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-1,4-dién-3-one
(déhydrochlorométhyltestostérone; DHCMT). La DHCMT est un stéroide anabolisant, aussi connu comme
étant le dérivé chloré de la métandiénone. L’ utilisation de la DHCMT, parfois surnommé oral-turinabol, est
plus particulierement associée au scandale entourant le programme de dopage gouvernemental de
I’Allemagne de I'Est durant les années 1960 (Thieme & Hemmersbach, 2009). L’ utilisation de la DHCMT est
interdite en tout temps en contexte sportif, étant listée auprés des stéroides anabolisants de 'AMA
(Agence mondiale antidopage, 2020). Le métabolisme de cette substance a fait I'objet de plusieurs études

(Forsdahl et al., 2018; Kozyrkov et al., 2019; Liu et al., 1991; Sobolevsky & Rodchenkov, 2012).
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Le pic 3C a 17.38 minutes représentant la substance majoritaire du produit Halodrol, son identification est
centrale. L'ion moléculaire non dérivé étant m/z 336 et dérivé triméthylsilyle étant m/z 480, une substance
semblable a celle observée pour le pic 1C est attendue. Les ions d’intéréts étant les mémes que ceux
observés pour le pic 1C (bien que variant en abondance), le méme raisonnement et les mémes patrons de
fragmentation permettent de les expliquer. De plus, suite a la comparaison aupres de la bibliothéque du
laboratoire et auprés d’un standard de référence, il est possible de confirmer que le pic 3C correspond bel
et bien a la 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-eén-3-one, mieux connu sous le nom de
méthylclostébol. Le méthylclostébol est une substance connue et abusée en contexte de dopage sportif,
étant le dérivé chloré de la méthyltestostérone (Franke & Berendonk, 1997; Lootens et al., 2011; Rahnema
etal., 2015). Peu de littérature se rapporte toutefois a son métabolisme (Lootens et al., 2011). Tout comme
la DHCMT, l'usage du méthylclostébol est interdit en tout temps par I’AMA. Bien que le méthyclostébol se
métaboliserait en promagnon lors de son administration, la substance définie et identifiée par le fabricant

n’est pas celle retrouvée dans le produit. Il s’agit ici d’'un autre exemple de mauvaise pratique du fabricant.

Plusieurs des produits identifiés ci-dessus et le métabolisme associé étant déja pour la plupart connus de
la littérature, les quatre substances suivantes ont été retenues pour la suite des tests. En effet, le
métabolisme associé a chacun des quatre produits semblait moins bien connu du milieu, confirmant le
besoin de tester ceux-ci avec le modéle des fractions cellulaires S9, que ce soit pour confirmer le peu de
connaissances recensé et/ou permettre d’obtenir de nouvelles connaissances entourant ces substances

non répertoriées.
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Figure 3.24 : Spectre de masse et structure proposée a I'aide du patron de fragmentation du 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-én-3-one, substance majoritaire
présente dans le Halodrol(3C).
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3.3 Identification des produits retenus pour les incubations

Les substances d’intérét contenues dans les produits retenus pour les tests impliquant les incubations en
présence des fractions cellulaires S9 ont été identifiées a I'aide de standard, lorsque disponibles. Comme
précédemment vue, I'interprétation des chromatogrammes a I'aide des temps de rétention et des spectres
de masse des pics servira a I'identification des composés. En effet, I'identification est satisfaisante lorsque
la substance inconnue et le standard (connu) possedent des temps de rétentions et des spectres de masse
équivalents, voire identiques(Ayotte et al., 1996). Une variation au niveau du chromatogramme pourrait
dénoter une différence quant a I'orientation des groupements présents ou tout simplement une autre
substance completement (considérant que I'ion moléculaire serait le méme). Dans les 2 cas, le spectre de
masse pourrait montrer une variation minime quant a I'abondance des pics pour une substance semblable
tandis qu’une substance tout autre démontrerait un spectre de masse complétement différent(Halket et

al., 2005).
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3.3.1 Identification du 3B-hydroxy-5a-androst-1-én-17-one dans le 1-Superandro et le 1-Andro Max\V2

L'identification de la substance majoritaire dans le 1-Superandro Rx d’'IronMag Labs et le 1-Andro Max V2
de Primeval Labs permet aussi de confirmer la stéréochimie des différents groupements et atomes
présents sur la substance. Deux standards de référence étaient disponibles, le premier étant la 3f-
hydroxy-5a-androst-1-en-17-one et |’autre son épimere. Le produit 1-Superandro d’'lIronMag Labs, d’apres
les informations nutritionnelles apposées, devrait contenir du 3b-enanthoxyandrost-1-en-17-one comme
ingrédient actif. Ainsi, la forme non estérifiée attendue du composé serait la 33-hydroxy-5a-androst-1-en-

17-one.

Supplement Facts

SERVING SIZE: 1 CAPSULE
SERVINGS PER CONTAINER: 60

IOUNT PER SERVING

SITE_FOR MORE INFORMATION ON
YGLES AND PCT.

Figure 3.25 : Emballage du produit 1-SuperAndro d’IronMag Labs et I’étiquette d’informations nutritionnelles du produit.

Le 1-Andro Max V2 de Primeval Labs contiendrait quant a lui de la 1-androstérone comme ingrédient
principal. Le surnom 1-androstérone réfere habituellement a la 3B-hydroxy-5a-androst-1-en-17-one ou a

son épimeére.

Serving Size: 1 Tablet
Servings Per Container: 60

IENAL L Amount Per Serving

FANIDR(
M;&Zf\_’z 1-Androsterone: 100mg

LEAN MASS

80 TABS

6.7-dihydroxybergamottin: 15mg

Figure 3.26 : Emballage du 1-Andro Max V2 de Primeval Labs et les ingrédients affichés en ligne.
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L'injection de I'extraction dérivée TMS-énols du I-SuperAndro sur CG-SM en mode balayage complet
permet I'obtention du chromatogramme a la figure 3.27. Un produit, représenté par le pic a 13.662
minutes, est grandement plus abondant que les deux autres pics présents sur le chromatogramme. Les
produits associés a ces pics mineurs seraient possiblement ceux mentionnés dans les informations

nutritionnelles. Le produit majoritaire serait donc le produit d’intérét nécessitant I'identification.

TR A sarwdros pwirresceal 1 80525 Divcdsatsa rres
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Figure 3.27 : Chromatogramme des produits retrouvés dans le supplément 1-Superandro d’lronMag Labs, le produit majoritaire
étant la 3B-hydroxy-5a-androst-1-én-17-one (TR 13.66 minutes).

L’analyse du spectre de masse du produit en comparant avec le spectre de masse du standard de référence
permet de confirmer qu’il s’agit bel et bien de la méme substance, soit la 3B-hydroxy-5a-androst-1-en-17-
one. En effet, les spectres de masse sont identiques (figures 3.29 et 3.30). De plus, I'écart entre les temps
de rétention est minime et donc convenable a I'identification. Ainsi, il est possible de confirmer que le
produit présent dans le 1-SuperAndro est bel et bien la 3B-hydroxy-5a-androst-1-én-17-one grace a

I'identification a I’aide d’un standard de référence connu.

HO

Figure 3.28 : Structure du 3B-hydroxy-5a-androst-1-én-17-one, identifiée dans le 1-Superandro.
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Figure 3.29 : Spectre de masse du produit majoritaire présent dans le supplément 1-Superandro.
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Figure 3.30 : Spectre de masse du standard de référence, étant du 3p-hydroxy-5a-androst-1-eén-17-one (plus communément
surnommé 1-épiandro).
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3.3.2 Identification du 3B-hydroxyandrost-4-en-17-one dans le 4-Superandro

Les analyses CG-SM du 4-Superandro dévoile encore ici une substance vastement majoritaire
accompagnée de traces d’autres produits. L'orientation des groupements clés est encore ici tres
importante, voire centrale, a I'identification de la substance en circulation. L'ingrédient actif principal
présent dans le 4-Superandro est déclaré par le fabricant comme étant du 3b-enanthoxyandrost-4-en-17-

one. La substance non estérifiée attendue devrait donc étre la 33-hydroxyandrost-4-en-17-one.

| Supplement Facts

2| SERVING SIZE: 1 CAPSULE
|| SERVINGS PER CONTAINER: 60

AMOUNT PER SERVING

FOUR (4) CAPSULES IN A 24 HOUR PERIOD. DO NOT USE THIS

SU PER PRODUCT FOR CYCLES LASTING LONGER THAN & WEEKS. A 4-8
WEEK BREAK IS RECOMMENDED BETWEEN CYCLES, POST

Rx CYCLE THERAPY IS ALSO RECOMMENDED AFTER USE OF THIS
PRODUCT; SEE OUR WEBSITE FOR MORE INFORMATION ON
PROHORMONE CYCLES AND PCT.

AXIMUM
TESTOSTERONE!

_I_

Figure 3.31 : Emballage du produit 4-Superandro d’lronMag Labs et I’étiquette d’informations nutritionnelles du produit.

Des standards de référence de 3a-hydroxyandrost-4-én-17-one et de 3B-hydroxyandrost-4-én-17-one
sont disponibles au laboratoire. L'injection sur CG-SM est ici non dérivée et expose une situation
particulierement intéressante. En effet, I'injection de la substance non dérivée, bien qu’extraite et
relativement pure, mene a I'obtention de plusieurs pics sur les chromatogrammes, tant pour la substance
que pour les standards de référence. Les autres pics observés représentent des produits secondaires
provenant d’une réaction d’élimination d’eau a partir de I'alcool en C-3 et d’un carbone vicinal. Ceci
permet I'obtention d’'une conjugaison supplémentaire visant a augmenter la stabilité de la molécule a
haute température, puisque non dérivée. Cette situation démontre I'importance et méme la nécessité de
la dérivation chimique préalablement a I'injection sur CG-SM, permettant I'obtention d’un seul pic sur le

chromatogramme suivant la dérivation plutét que plusieurs, comme montré au niveau de la figure 3.34.
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Figure 3.32 : Chromatogrammes superposés du standard de 3a-hydroxyandrost-4-én-17-one (trait rouge) et du 4-Superandro
(trait noir), injectés tout deux sur CG-SM non dérivés.
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Figure 3.33 : Chromatogrammes superposés du standard de 3B-hydroxyandrost-4-én-17-one (trait bleu) et du 4-Superandro
(trait noir), injectés tout deux sur CG-SM non dérivés.
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La superposition des chromatogrammes a la figure 3.33 démontre que la substance présente dans le 4-
Superandro est la 3B-hydroxyandrost-4-én-17-one. En contraste, la superposition des chromatogrammes
du 4-Superandro et du standard de 3a-hydroxyandrost-4-én-17-one (figure 3.32) montre un écart

significatif entre les temps de rétention du pic principal, montrant qu’il ne s’agit pas de la méme substance.

Abundance

TC 4Ando180525. Ddata s

4-Andro

Time—=>

Figure 3.34 : Chromatogramme des produits dans le supplément 4-Superandro de IronMag Labs suite a la dérivation chimique
et Pinjection sur CG-SM en balayage complet, le produit majoritaire étant la 3B-hydroxyandrost-4-én-17-one (TR 13.53
minutes).
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Figure 3.35 : Spectre de masse du produit majoritaire présent dans le supplément 4-Superandro, identifié comme étant du 3p-
hydroxyandrost-4-én-17-one.
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Figure 3.36 : Structure du 3B-hydroxyandrost-4-én-17-one, identifiée dans le 4-Superandro.
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3.3.3 Identification du 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-én-3-one dans le Nanobol

Le supplément Nanobol de Fusion Supplements mentionne la présence de 4-chloro-17a-methyl-androst-
4-en-17b-ol-3-one comme ingrédient exclusif du produit. Cette substance est connue sous le nom de
méthylclostébol et est apparentée a la déhydrochlorométhyltestostérone (DHCMT). Le fabricant désigne
le méthylclostébol comme une prohormone sans vraiment spécifier la substance générée suite a son
administration. Un standard de référence était disponible au laboratoire pour I'identification, celui-ci
ayant été synthétisé au sein du laboratoire de Dr Poirier (centre de recherche du CHU de Québec,

Université Laval).

FUSION SUPPLEMENTS
NANOBOL INGREDIENTS &
NUTRITION FACTS

Nanobol 30ml
Serving Size: 0.5ml
Serving Per Container: 60

Amount

Per %DV
Serving
4-chloro-17a-methyl-
androst-4-en-17b-ol- 25mg

3-one

NANOBOL DOSAGE &
HOW TO USE

Take 0.5ml in the morning and 0.5ml in the
evening with or without food. Do not exceed
1.5mil daily. For healthy adult males over the
age of 21 only. For experienced prohormone
users only. As a methylated product this
should be run with cycle support and a full
and comprehensive PCT. Consult a GP before
use.
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Figure 3.37 : Emballage du produit Nanobol de Fusion Supplements et I'étiquette d’informations nutritionnelles présente sur
le produit.

L'injection sur CG-SM de I'extrait de Nanobol dérivé génere un chromatogramme avec trois pics distincts,
les pics a 16.8 minutes et 17.4 minutes représentant la substance d’intérét. Deux pics sont décelés sur le
chromatogramme suivant l'injection du standard synthétisé a 16.8 minutes et 17.4 minutes. La
comparaison entre les chromatogrammes du Nanobol et du standard démontre que le pic majoritaire au
temps de rétention de 17.4 minutes est la 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-en-3-one
(méthylclostébol) tandis que le pic moins abondant a 16.8 minutes correspond a son épimeére en C-17, soit
la 4-chloro-17a-hydroxy-17B-méthylandrost-4-én-3-one (figures 3.38 et 3.39). La correspondance des
spectres de masse pour le méthylclostébol présent dans le standard et le Nanobol permet de confirmer
gu’il s’agit bel et bien de la méme substance (figures 3.42 et 3.43). Pour I'épimere, la 4-chloro-17a-
hydroxy-17p-méthylandrost-4-en-3-one, la correspondance des spectres de masses avec le standard

confirme son identification (figures 3.40 et 3.41).
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Figure 3.38: Chromatogramme du produit Nanobol de FusionSupplements, contenant la 4-chloro-17p-hydroxy-17a-
méthylandrost-4-én-3-one (majeur; TR 17.4 minutes) et son épimeére en C-17 (TR 16.776 minutes).
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Figure 3.39 : Chromatogramme d’un standard de référence de 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-én-3-one (majeur;
TR 17.4 minutes) et son épimeére en C-17 (TR 16.762 minutes).
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Figure 3.40 : Spectre de masse du 4-chloro-17a-hydroxy-17p-méthylandrost-4-en-3-one, I’épimeére en C-17 du 4-chloro-17p-
hydroxy-17a-méthylandrost-4-én-3-one, présent dans le Nanobol.
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Figure 3.41 : Spectre de masse du 4-chloro-17a-hydroxy-17B-méthylandrost-4-én-3-one présent dans le standard, I’épimére en
C-17 du 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-én-3-one.
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Figure 3.42 : Spectre de masse du 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-én-3-one présent en majorité dans le Nanobol.
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Figure 3.43 : Spectre de masse du 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-én-3-one présent dans le standard de référence.

92



Cl

Figure 3.44 : Structure du 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-én-3-one.

Cl

Figure 3.45 : Structure du 4-chloro-17a-hydroxy-17B-méthylandrost-4-én-3-one, I'épimeére en C-17 du 4-chloro-17p-hydroxy-
17a-méthylandrost-4-én-3-one.
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3.3.4 Identification du 2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxy-5&-androstan-3-one

L’étiquette d’informations nutritionnelles affirme que I'ingrédient actif contenu dans le Cynostane est la

2-cyano-17a-methyl-17b-hydroxy-androst-3-one.

Les cyanostéroides sont peu utilisés en contexte de dopage, mais certains offrent un potentiel intéressant
dans d’autres spheres médicales telles que pour des traitements de cancers, des traitements bactériens
et de fongus (Levitsky et al., 2017). La présence du cynostane sur le marché est intrigante, mais ne
constitue pas une nouveauté (Abbate et al., 2015). En effet, le cynostane contient un groupement méthyle
en C-17a ce qui rend la biodisponibilité orale de la substance attrayante en contexte de dopage sportif

(Kicman, 2008).

Al SPORTS NUTRITION
CYNOSTANE
INGREDIENTS &
NUTRITION FACTS

Serving Size: 1Cap
Servings per container: 90

Amount
Per Serving ov
2-cyanc-17a-methyl-
17b-hydroxy-androst- 10mg
3-one

* Daily Value Not Established

Other i Gelatin, mit
| cellulose

Warning: For healthy adult males over the
age of 21 only. Do not take if you have any
pre-existing medical conditions. Consult
your doctor before use.

CYNOSTANE DOSAGE &
HOW TO USE

Take one capsule 3-4 times a day with meals.
Do not take until you are familiar with how to
run a prohormone cycle safely and effectively
- see our Knowledge section for details.

Figure 3.46 : Emballage du produit Cynostane d’Al Sports Nutrition et I'étiquette d’informations nutritionnelles présentes sur
le produit.

Aucun standard de référence de 2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxy-5e-androstan-3-one n’était disponible
commercialement ou disponible au laboratoire pour permettre I'identification de la substance présumée
dans le produit Cynostane. Ainsi, 'analyse du chromatogramme et celle du spectre de masse étaient les
seuls outils disponibles pour tenter I'identification. L'utilisation exclusive de ces outils ne permettant pas
I'identification d’une substance, I'analyse permet plutot de proposer une structure en accord avec les
différentes informations recueillies et ainsi de confirmer ou d’infirmer, selon le cas, I'affirmation de la

compagnie produisant le supplément. L’injection sur CG-SM de I'extrait dérivé TMS-énols permet
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I’'obtention du chromatogramme a la figure 3.47. Un produit majoritaire au temps de rétention de 18.18
minutes est obtenu. L’analyse du spectre de masse associé a celui-ci (figure 3.48) permet ensuite de

proposer la structure associée a la substance présente.
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Figure 3.47 : Chromatogramme de I'extrait dérivé du supplément Cynostane de Al Sports Nutrition, le produit majoritaire étant
la 2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxy-5e-androstan-3-one (TR 18.18 minutes).
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Figure 3.48 : Spectre de masse du produit majoritaire présent dans le supplément Cynostane et le patron de fragmentation permettant la proposition de la structure.
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Figure 3.49 : Spectre de masse du 2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxy-5&-androstan-3-one dérivé éther TMS.
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Analyse du spectre de masse et proposition de la structure de la substance renfermée dans le Cynostane

La structure initialement proposée par Abbate et al. pour le méme produit était [3,2-d]isoxazole.
Cependant, cette structure n’avait pas pu étre confirmée par ceux-ci dans le méme article, suivant des
tests supplémentaires non concluants (Abbate et al., 2015). Plusieurs autres dérivés stéroidiens
synthétiques répertoriés dans la littérature adoptent la conformation 2-cyano-3-oxo tel I'acide 2-cyano-
3,12-dioxoolean-1,9-dien-28-oique (Bardoxolone), la 2a-cyano-4,4’,17a-triméthylandrost-5-en-173-ol-3-
one (cyanocétone) et bien d’autres (Levitsky et al., 2017). Ainsi, en absence de preuve irréfutable

favorisant I'adoption d’une conformation particuliere, les deux conformations seraient possibles.

Le spectre de masse (figure 3.48) est obtenu suite a la dérivation TMS-énols. L'ion moléculaire de la
substance est de m/z 473. Tout d’abord, la masse impaire a 473 pourrait dénoter la présence d’un seul
atome d’azote sur la substance (Abbate et al., 2015). Les ions a m/z 458, 383 et 368 proviendraient de la
perte d’'un groupement méthyle (-15 uma), d’un HOTMS (-90 uma) et des deux (-105 uma),
respectivement. Les pertes de 57 uma et 70 uma étant caractéristiques des stéroides méthylés en C-17
(Dlirbeck & Biker, 1980), celles-ci ménent a I'obtention des ions a m/z 416 et m/z 403 respectivement, et
ce a partir de I'ion moléculaire. La perte additionnelle d’un groupement méthyle (-15 uma) suivant la perte
caractéristique de 70 uma a partir de I'ion moléculaire pourrait expliquer I'ion a m/z 388. Finalement, les
ions a m/z 343 et m/z 130 découlent de la fragmentation entre C-13,17 et C-15,16 tandis que celui a m/z
143 de la fragmentation entre C-13,17 et C-14,15. Ces mécanismes de fragmentation et ions obtenus sont

habituels chez les stéroides méthylés en C-17 (Fragkaki et al., 2009c).

Ensuite, le spectre de masse (figure 3.49) découle de la dérivation TMS-éthers. L'ion moléculaire est alors
de m/z 401, permettant de confirmer la présence d’un groupement cétone sur la molécule, puisque non
dérivé (m/z 473 lorsque TMS-énols). Néanmoins, I'emplacement de ce groupement cétone en C-3 ne peut
étre confirmé puisqu’il n’y a pas d’ion propre a un patron de fragmentation du cycle A de la substance par
rapport a celle observée pour la dérivation TMS-énols. Encore une fois ici, les pertes d’un groupement
méthyle (-15 uma), d’un groupement HOTMS (-90 uma) et des deux groupements (-105 uma) permettent
de produire les ions a m/z 386, 311 et 296 respectivement. Les pertes caractéristiques de 57 uma et 70
uma a partir de I'ion moléculaire des stéroides 17-méthylés ménent aux ions m/z 344 et m/z 331, tandis
gu’une perte supplémentaire d’un groupement méthyle a partir de I'ion a m/z 331 résulte en 'ion a m/z

316.
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La structure proposée pour l'ingrédient actif du produit Cynostane est la 2-cyano-17a-méthyl-17-
hydroxyandrost-3-one puisque la conformation 2-cyano-3-oxo est rependu chez plusieurs autres dérivés
stéroidiens synthétiques donc plus probable (Levitsky et al., 2017). Bien qu’une structure différente edt
été suggérée en 2015 (Abbate et al., 2015), il n’est pas possible de confirmer celle-ci a I'aide des outils
utilisés. Cependant, il n’est pas non plus possible d’infirmer celle-ci. Des tests supplémentaires d’analyses
infrarouges et RMN seraient pertinents afin d’élucider la structure du cynostane. L’extrait de méthanol a
ensuite été purifié sur CLHP et concentré dans le but d’obtenir un standard pour la suite des

expérimentations.

Résumés des identifications et des propositions

Des onze produits commandés, cing contiennent des substances stéroidiennes connues et interdites

tandis que les six autres renferment quant a eux des substances stéroidiennes présumées (tableau 3.2).
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Tableau 3.2 : Résumé des produits commandés, leurs contenus comme stipulé par la compagnie, les substances identifiées/proposées et les fabricants/distributeurs.

Ingrédient(s)/produits actifs selon les informations nutritionnels | Substances identifiées ou proposées Fabricants et distributeurs

Nanobol 4-chloro-17a-methyl-17B-hydroxy-androst-4-en-3-one 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-&n-3-one  Fusionsupplements

Produits commandés

1-Superandro Rx 3B-enanthoxyandrost-1-en-17-one
4-Superandro Rx

SuperNorAndro Rx

3B-enanthoxyandrost-4-en-17-one
3B-enanthoxynorandrost-4-en-17-one

Cynostane 2-cyano-17a-methyl-17b-hydroxy-androst-3-one

Helladrol 4-androstene-3B-ol,17-one
3-hydroxy-17-oxo-5-androstane
17B-(1-ketoethyl)-delta-1,4-androstadiene
1,4-androsténe-3B-ol,17-one

Androstan-3,5-diene-7,17-dione

2a-17a-dimethyl-5a-androst-3-one

Halodrol 4-chloro-17a-methyl-andros-1,4-diene-3,17B-diol

19-NorAndro
1-Androstérone

NOR-ANDRO MAX
1-andro Max V2

Jamais recu
6-keto diosgenin Jamais recu

Dymethazine Jamais recu

et épimére en C-17
3B-hydroxy-5a-androst-1-én-17-one
3B-hydroxy-androst-4-én-17-one

Isomére de la 1-testostérone

Autres non identifiés
2-cyano-17a-methyl-178-hydroxyandrost-3-one

Androstan-3,5-diene-7,17-dione
4-androstene-3-ol,17-one et isomére
Epiandrostérone
1,4-androsten-3-ol,17-one

2a,17a-dimethyl-5a-androstan-17B-ol-3-one

et épimére en C-17
4-Chlorodehydrométhyltestostérone(DHCMT)
4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthyl-androst-4-én-3-one
et épimeére en C-17

3-hydroxy-estr-4-én-17-one
3B-hydroxy-5a-androst-1-én-17-one

Jamais recu
Jamais regu
Jamais recu
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Predator nutrition

Ironmag labs
Superandro stack
Bestpricenutrition

Al Sports Nutrition
Predatornutrition

Innovative lab
Vitaminebox.com

Fusionsupplements
Predatornutrition

Fusionsupplements

Predatornutrition

Primeval Labs

Bodyconsciousuk
Supplementcentral
Iconsupplement



3.4 Obtention des métabolites a I'aide du modéle choisi

3.4.1 Utilisation du modele S9

Le bienfondé derriere I'utilisation des fractions cellulaires S9 a été confirmé a I'aide d’essais métaboliques
impliquant des stéroides dont le métabolisme est préalablement connu. Cet essai permet aussi de
confirmer certaines conditions entourant l'incubation, d’apporter des modifications pour améliorer le
rendement et le protocole d’isolation des métabolites obtenus avant de tester les substances préconisées.
A noter que les fractions cellulaires S9 utilisées proviennent de plusieurs donneurs humains aux
antécédents, ethnicités, sexes et ages variables. Ceci permet une meilleure représentation populationnelle
quant au métabolisme attendu donc évite ainsi des résultats aberrants pour la suite des tests impliquant

les substances potentiellement nouvelles et/ou au métabolisme inconnu.

Pour que la confirmation du modeéle soit valable, les stéroides utilisés possédent des caractéristiques
semblables a ceux qui seront ensuite étudiés. Ainsi, pour les stéroides non méthylés en position C-17, la
testostérone est incubée pour observer le rendement métabolique, soit la transformation de la substance
de base par les enzymes cytosoliques et microsomales au profit de la production de métabolites. Pour les
stéroides méthylés en position C-17, la méthastérone est utilisée comme substance type, le métabolisme
étant déja connu par le laboratoire. Puisque le protocole entourant I'incubation en présence de fractions
cellulaires S9 était optimisé en vue de I'obtention des métabolites de phase 1, seulement ceux-ci étaient

recherchés lors de I'analyse sur CG-SM.

Une meilleure efficacité est attendue lors des incubations en présence de fractions cellulaires S9 pour les
substances stéroidiennes semblables a la testostérone comparativement aux incubations impliquant des
stéroides de syntheéses méthylés en C-17, par exemple la méthastérone. Ceci peut étre expliqué par le fait
que la dégradation hépatique de la substance testée est grandement diminuée lors de I'administration de
stéroides méthylés en C-17 (Saudan et al., 2006) en plus de la possible difficulté a convenablement
solubiliser ce type de produit dans le méthanol (problématique rencontrée a plusieurs reprises auparavant
par le laboratoire). Suite a plusieurs essais impliquant d’autres solvants, dont I’éthanol, I'acétonitrile et
I’éther diéthyllique, le rendement obtenu ne s’améliore pas assez significativement pour motiver une
modification du solvant usuel, soit le méthanol. Des études réalisées par d’autres équipes de recherche
démontrent que des solvants comme le N,N-diméthylformamide (DMF), I'acétonitrile et le diméthyl
sulfoxyde (DMSO) permettent parfois une meilleure solubilité par rapport au méthanol. Par contre, a

I'utilisation de certains de ses solvants se greffent parfois d’autres problématiques. Un bon exemple est
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I'inhibition dose-dépendante du DMSO sur les différents enzymes hépatiques, bien que ce solvant
permette une meilleure solubilité pour plusieurs substances. Le méthanol reste un solvant de choix,
lorsqu’utilisé adéquatement, puisque les effets indésirables sont moindres sur I'activité enzymatique et
nécessite souvent de plus importantes concentrations pour se produire (Brown et al., 2007; Easterbrook
et al., 2001). Ainsi, les tests ont donc été effectués avec le méthanol comme solvant pour les solutions

stéroidiennes.

Une modification a été apportée au protocole de Cawley afin de diminuer la quantité de substance de
départ nécessaire par incubation d’un facteur d’environ 20, le protocole original utilisant 250 ug de
stéroide par incubation. Plutét que d’utiliser une quantité si importante de produits, les différents
stéroides d’intérét (standard lorsque disponible, suite a I'identification) étaient dilués dans du méthanol
pour obtenir une solution de 10 mM. Lors des incubations, 4 puL des solutions méthanoliques étaient
ajoutés au mélange réactionnel, permettant d’utiliser grandement moins de matériel que le protocole

original.

Une étape supplémentaire était ajoutée avant I'extraction liquide-liquide, elle-méme modifiée. En effet,
plutot que d’extraire directement le surnageant transféré suivant I’arrét de la réaction avec I'acétonitrile
et la centrifugation du mélange réactionnel, celui-ci était d’abord évaporé a sec a 50 °C sous jet d’azote.
Ensuite, 1 mL de tampon carbonate 1 M a pH 9 était ajouté suivi de 'acétate d’éthyle. Ainsi, I'étape
additionnelle d’extraction liquide-liquide et Iutilisation d’une phase aqueuse plus polaire permettaient de
retirer d’autres impuretés hydrosolubles associées aux essais métaboliques. La phase aqueuse est ajustée
a un pH de 9 pour favoriser la forme neutre des métabolites et donc leur passage dans la phase organique.

Dans tous les cas, les chromatogrammes obtenus semblent plus propres suivant I'addition de cette étape.
3.4.2 Etudes préalables visant la vérification du modéle in vitro
Incubation de la testostérone en présence de fractions cellulaires S9

L'incubation de la testostérone a pour but d’évaluer le rendement métabolique du modele des fractions
cellulaires S9 et de confirmer les conditions d’incubations. A ce jour, sept substances sont caractéristiques
du profil stéroidien endogéne d’un athléte (Ouellet et al., 2013; Thieme & Hemmersbach, 2009). La
testostérone et I'épitestostérone sont incluses dans le profil stéroidien. L’épitestostérone n’est pas altérée
par 'administration exogéne de testostérone, ce qui rend son suivi particulierement important (Sjoqvist
et al., 2008). D’autres métabolites sont aussi inclus dans le profil endogéne soit : I'androstérone (5a-

androst-3a-ol-17-one), I'étiocholanolone (3a-hydroxy-5B-androstan-17-one), les androstanediols (5a-
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androstan-3a,17B-diol et 5B-androstan-3a,17B-diol) et la dehydroepiandrosterone (DHEA) (Thieme &
Hemmersbach, 2009).

Les métabolites diagnostiques les plus pertinents associés a I'administration de testostérone recherchés
lors de dépistage comprennent la testostérone non altérée, I'androstérone, I’étiocholanolone,
I’épiandrostérone et les androstanediols (5a-androstan-3a,17B-diol et 5B-androstan-3a,17B-diol) (Ayotte
et al., 1996; Ouellet et al., 2013; Schanzer, 1996). Bien que plusieurs d’entre eux n’aient pas été obtenus
des incubations, ou du moins en quantité suffisante pour permettre I’analyse par balayage complet en CG-
SM, il est toutefois évident que les réactions métaboliques sont importantes, mais ne semblent pas

spécifiques (figure 3.50 ci-dessous).
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Figure 3.50 : Chromatogramme montrant le résultat de I'incubation de la testostérone en présence de fractions cellulaires S9.
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Certains métabolites majoritaires découlant de [Iincubation, soit |'androsténedione, la 6-
hydroxyandrosténedione et la 6-hydroxytestostérone, ne se retrouvent pas dans la liste des métabolites
diagnostiques. Les réactions d’oxydation, réduction et hydroxylation étant centrales au métabolisme de
phase 1, I'obtention de résultats tels que la 6-hydroxyandrosténedione et la 6-hydroxytestostérone n’est
pas surprenante. Un modele utilisant des microsomes menait a des hydroxylations a plusieurs endroits sur
la testostérone, semblable a ce qui est observé ici (Lisboa & Gustafsson, 1970). En ce qui concerne
I'androstenedione, un précurseur métabolique de la testostérone, la cinétique enzymatique pourrait
expliquer son importante quantité relative obtenue. En effet, puisque la réaction de réduction permettant

de produire la testostérone est réversible, la réaction inverse serait favorisée dans les conditions actuelles.

Selon ces résultats, il est possible d’estimer qu’une efficacité métabolique semblable pourrait étre
observée pour d’autres substances stéroidiennes partageant ces caractéristiques. Ainsi, I'efficacité
métabolique seulement des fractions cellulaires S9 apparait a premiere vue intéressante. Par contre,
I’obtention des métabolites caractéristiques au profil stéroidien de la testostérone n’est pas atteinte, ou
du moins possiblement en quantité insuffisante pour permettre I'analyse par CG-SM. Cette derniere
information implique donc que le modéle n’est possiblement pas idéal pour caractériser le métabolisme

de substances semblables a la testostérone et montre une limite du modele.

Ainsi, il est impératif que le modele soit testé sur d’autres substances stéroidiennes possédant des
caractéristiques différentes qui pourraient étre similaires a celles des stéroides de synthéses sur le marché
puisque le protocole initial semblait permettre I'obtention de résultats satisfaisants. D’autres essais
impliquant une autre substance stéroidienne, cette fois méthylée en C-17a, ont aussi été conduits en
paralléle pour confirmer la pertinence du modéle dans ce contexte particulier. Ces essais supplémentaires

impliquent la méthastérone.
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Incubation de la méthastérone (2a,17a-dimethyl-5a-androstan-17B-ol-3-one) en présence de fractions

cellulaires S9

Le métabolisme in vitro et in vivo de la méthastérone a été caractérisé ce qui permet de confirmer ou
d’infirmer le bienfondé du modele utilisé (Gauthier et al., 2009; Magalhdes et al., 2019; Parr et al., 2006).
De plus, la structure de la méthastérone comporte un groupement méthyle en C-17a en plus d’étre
similaire a des suppléments retenus pour les tests d’incubations (le cynostane; 2-cyano-17a-méthyl-173-
hydroxyandrost-3-one et le méthylclostébol). Celle-ci représente donc un important segment des
stéroides de synthéses, souvent reconnu pour leurs efficacités maintenues malgré I'administration orale,

un avantage clé.

OH

H

Figure 3.51 : Structure du 2a,17a-dimethyl-5a-androstan-17B-ol-3-one, surnommé méthastérone.
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Efficacité du modéle pour la méthastérone

Le produit majoritaire retrouvé suivant I'incubation de la méthastérone est le produit mere non altéré,
pouvant étre expliqué par la résistance a la dégradation et au métabolisme hépatique que conféere le
groupement méthyle en C-17a, comme vu précédemment. Cing autres substances sont obtenues en
guantité suffisante, certains étant des métabolites et leurs isoméres. Ainsi, I’efficacité associée au modele
des fractions cellulaires S9 semble a premiere vue assez faible lorsque confrontée a des substances

méthylées en C-17a (figure 3.52).
Métabolites attendus pour la méthastérone

Les résultats obtenus a la suite de I'incubation de la méthastérone sont en accord avec ceux obtenus
auparavant au laboratoire (Gauthier et al., 2009) et dans la littérature (Magalh3es et al., 2019; Parr et al.,
2006). En effet, plusieurs des métabolites correspondent a ceux obtenus par d’autres laboratoires dont le
2a,17a-dimethyl-5a-androstan-3a,17B-diol, le 2a,17a-dimethyl-5a-androstan-2f3,3,178 -triol, et la
2a,17a-dimethyl-16,17B-dihydroxy-5a-androstan-3-one (16-hydroxymethyldrostanolone). Les deux
métabolites principaux (2a,17a-dimethyl-16¢,17B-dihydroxy-5a-androstan-3-one représentée sur la
figure 3.54 et 2a,17a-dimethyl-5a-androstane-3g,17B-diol représentée sur la figure 3.53) recherchés par
le laboratoire dans le cadre des dépistages associés a la méthastérone ont été générés grace aux fractions
cellulaires S9, a I'exception du métabolite long terme connu, soit la 18-nor-17B-hydroxyméthyl-2a,17a-
diméthyl-5a-androst-13(14)-én-3-one. Puisque le protocole utilisé pour les fractions cellulaires S9 permet

I’obtention des métabolites de phase | seulement, I'absence du métabolite long terme est normal.

Ces résultats permettent de confirmer le modéle puisque les principaux métabolites attendus sont

produits.
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Figure 3.52 : Résultat de I'incubation de la méthastérone en présence de fractions cellulaires S9, menant a I'obtention de
multiples métabolites potentiels (entre TR 14 et 17 minutes).
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Figure 3.53: Spectre de masse du 2a,17a-dimethyl-5a-androstane-3¢€,17B-diol, métabolite obtenu dans le cadre des
incubations de la méthastérone en présence de fractions cellulaires S9.
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Figure 3.54 : Spectre de masse du 2a,17a-dimethyl-16¢,17B-dihydroxy-5a-androstan-3-one, métabolite obtenu dans le cadre
des incubations de la méthastérone en présence de fractions cellulaires S9.
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3.5 Obtention éthique des métabolites de stéroides de synthése présents sur le marché a I’aide des fractions
cellulaires S9

3.5.1 3B-hydroxy androst-4-én-17-one

La 3B-hydroxyandrost-4-én-17-one, plus communément surnommée la 4-androstérone, 4-andro ou 4-
DHEA, est un métabolite possible de la testostérone qui serait obtenu suivant I'oxydation de I'alcool en C-
17 et la réduction de la cétone en C-3 de la testostérone du moins théoriquement (Schanzer, 1996; Shahidi,

2001). La structure exacte est présentée ci-dessous.

HO

Figure 3.55 : Structure de la 3B-hydroxyandrost-4-én-17-one

Ainsi, il est concevable que le rendement lors d’incubation avec les fractions cellulaires S9 soit comparable
a celui de la testostérone, les deux substances étant structurellement semblables. De ce fait, I'obtention
de la testostérone comme métabolite de la 4-androstérone est attendue suite a des réactions

d’oxydoréductions.

A noter que la terminologie Super 4-Andro utilisée sur 'emballage du supplément contenant la substance
semble se baser sur une nomenclature axée sur le marketing plutot que sur la terminologie scientifique.
Quelques buts hypothétiques associés a cette stratégie pourraient varier entre tenter de duper les
autorités sanitaires pour éviter tout type de sanction et viser a attirer d’anciens utilisateurs de substances
portant des noms semblables. En effet, le surnom 4-andro a été et est encore relativement populaire,
possiblement des vestiges de sa popularité alors qu’il accompagnait plusieurs prohormones se retrouvant
sur le marché des suppléments alimentaires il y a de cela quelques années. Ce nom méne encore a
plusieurs résultats intéressants lors de recherche internet rapide, pouvant autant proposer d’autres
suppléments portant le méme nom/certaines variations ou des blogues et forums louangeant son

efficacité comme alternative naturelle aux stéroides anabolisants.
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Figure 3.56 : Emballage du produit recu contenant la 3B-hydroxyandrost-4-én-17-one

Les résultats provenant des incubations de la 3B-hydroxyandrost-4-&én-17-one avec les fractions cellulaires
S9 démontrent une bonne efficacité du modele. En effet, les produits principaux obtenus sont
exclusivement des métabolites résultants, contrairement aux essais avec la testostérone, ou le produit
meére représentait encore un important pic sur le chromatogramme montrant le rendement. Le
chromatogramme ci-dessous montre clairement que les métabolites obtenus suite a I'incubation de la 3B-
hydroxyandrost-4-en-17-one (figure 3.57) représentent les 4 pics principaux. De plus, le pic associé au
produit de départ n’était que tres peu présent ou méme parfois si minime que la détection sur CG-SM en

balayage complet était ardue.
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Figure 3.57 : Chromatogramme des métabolites de la 3B-hydroxyandrost-4-én-17-one obtenus a la suite de I'incubation en
présence de fractions cellulaires S9, montrant la présence d’androsténedione (TR 14.3 minutes), de testostérone (TR 14.48

minutes) et de leurs 6-hydroxy respectifs (TR 15.38 minutes et TR 15.5 minutes).
L'efficacité métabolique observée sur la 3B-hydroxyandrost-4-én-17-one est donc particulierement
intéressante et permet |'obtention de plusieurs métabolites, dont la testostérone, qui était attendue.

Toutefois, le rendement n’est pas calculé donc les résultats obtenus ne peuvent étre considérés que

comme étant qualitatifs.

Métabolites obtenus et structures proposées
L'analyse des spectres de masse permet de proposer les structures des métabolites obtenus. De plus, la
comparaison avec des spectres de masse provenant de bibliothéques de référence permet un niveau de
confirmation supplémentaire pour certaines substances. Les spectres de masse et les mécanismes de
fragmentation suggérés sont présentés ci-dessous.

Suite a lincubation, on observe quatre métabolites de la 3B-hydroxyandrost-4-en-17-one, soit

I’'androstenedione, la testostérone, la 6-hydroxyandrosténedione et la 6-hydroxytestostérone.
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Androstenedione (androst-4-ene-3,17-dione)

L’androstenedione est obtenue suite a I’oxydation du groupement alcool en C-3 de la 33-hydroxyandrost-

4-en-17-one.

O

H

O

Figure 3.58 : Structure de I’androsténedione.

L'ion moléculaire de I'androstenedione lorsque dérivée TMS est de m/z 430, contre m/z 432 pour la 3B-
hydroxyandrost-4-én-17-one. La perte d’un groupement méthyle (-15 uma) résulte en I'obtention d’un pic
am/z 415. Le pic observé a m/z 340 (minime) provient de la perte d’'un HOTMS (-90 uma) tandis que celui
a m/z 325 (minime) provient de la perte d’'un HOTMS (-90 uma) et d’'un groupement méthyle (-15 uma).
L'ion a m/z 169 provient de la fragmentation entre C-8,14 ; C-12,13 et dénote la présence d’une cétone en
C-17. Ce mécanisme de fragmentation et I'ion obtenu sont usuels pour cette fonction. Finalement, I'ion a
m/z 208 provient de la fragmentation entre C-7,8 et C-9,10. Encore une fois, ce mécanisme et I'ion observé
sont habituels pour les stéroides ayant une fonction cétone en C-3 et une insaturation sur le cycle A en C-

4,5 (Fragkaki et al., 2009c).
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Figure 3.59 : Spectre de masse de I’androsténedione, métabolite de la 3B-hydroxyandrost-4-en-17-one obtenu suivant I'incubation en présence de fractions cellulaires S9.
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Testostérone (androst-4-en-17B-ol-3-one)

La testostérone est obtenue suite a la réduction de la cétone en C-17 de I'androstenedione par la 178-
hydroxystéroide déshydrogénase pour obtenir une fonction alcool en C-17f. La réaction inverse peut aussi
étre observée lors de I'administration de la testostérone. L’androsténedione est considérée comme un
précurseur dans la biosynthése de la testostérone (Hoffman et al., 2009; Sjoqvist et al., 2008; Van de

Kerkhof et al., 2000).

Figure 3.60 : Structure de la testostérone

L’'ion moléculaire de la testostérone dérivée TMS est de m/z 432. La perte d’un groupement méthyle (-15
uma) permet I'obtention d’un pic a m/z 417. Deux pics minimes a m/z 342 et m/z 327 proviennent de la
perte d’'un HOTMS (-90 uma) et de la perte d’un HOTMS (-90 uma) et d’un groupement méthyle (-15 uma)
respectivement. La fragmentation entre C-7,8 et C-9,10 permet aussi ici d’obtenir I'ion a m/z 208.
Toutefois, I'ion a m/z 129 provient ici de la fragmentation entre C-14,15 et C-13,17 et dénote la présence

d’un groupement alcool en C-17f (Fragkaki et al., 2009c).
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Figure 3.61 : Spectre de masse de la testostérone, métabolite de la 3B-hydroxyandrost-4-€n-17-one obtenu suivant I'incubation en présence de fractions cellulaires S9.
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6-hydroxyandrosténedione

L’hydroxylation a différentes positions telle qu’en C-6 et C-12 peut étre observée lors du métabolisme de
phase 1 (Schanzer, 1996; Shahidi, 2001). Le 6-hydroxyandrosténedione est donc bel et bien un métabolite

probable de la 4-androstérone.

OH

Figure 3.62 : Structure du 6-hydroxyandrosténedione

L'ion moléculaire du 6-hydroxyandrosténedione est a m/z 518. L'ion a m/z 169 provient de la
fragmentation entre C-8,14 ; C-12,13 et dénote la présence d’une cétone en C-17. Les ions faibles a m/z
296 et 221 proviennent de la fragmentation entre C-7,8 et C-9,10, mécanisme observé au niveau des

stéroides comportant des groupements alcool en C-6 (Fragkaki et al., 2009c).

116



6-hydroxytestostérone

L'ion moléculaire de la 6-hydroxytestostérone est de m/z 520. Techniquement, le méme mécanisme de
fragmentation que celui observé pour la 6-hydroxyandrosténedione entre C-7,8 et C-9,10 devrait étre
observé considérant la structure chimique de la substance. En revanche, les ions a m/z 296 et m/z 223-
224 devraient étre présents sur le spectre de masse. Pourtant, ceux-ci ne sont pas observés. Encore ici,
I'ion a m/z 129 est associé a la fragmentation entre C-14,15 et C-13,17 et dénote la présence d’un

groupement alcool en C-17B(Fragkaki et al., 2009c).

OH

Figure 3.63 : Structure de la 6-hydroxytestostérone
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Figure 3.64 : Spectre de masse de la 6-hydroxyandrosténedione, métabolite de la 3B-hydroxyandrost-4-én-17-one obtenu suivant I'incubation en présence de fractions
cellulaires S9.
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Figure 3.65 : Spectre de masse de la 6-hydroxytestostérone, métabolite de la 3B-hydroxyandrost-4-én-17-one obtenu suivant I'incubation en présence de fractions cellulaires
S9.
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Métabolites obtenus et littérature

Actuellement, il ne semble pas avoir de littérature sur le profil métabolique de la 3B-hydroxyandrost-4-en-
17-one. Cependant, la substance est aussi connue sous le nom de A4-DHEA (Jellinck et al., 2006). Selon les
différents patrons de fragmentation pour les différentes structures proposées et le métabolisme attendu,
il est soutenable de proposer ces métabolites. De plus, un des métabolites de la déhydroépiandrostérone
(DHEA) est I'androsténedione, obtenue suite a I'action de la 3B-hydroxystéroide déshydrogénase sur la
DHEA (El Kihel, 2012; Jellinck et al., 2006; Mo et al., 2006). Ainsi, puisque les substances sont comparables,

I’obtention de I'androsténedione comme métabolite s’avere logique.

HO HO

Figure 3.66 : Structure de la 3B-hydroxyandrost-4-én-17-one (gauche) et structure de la DHEA (droite).

A noter que la 3B-hydroxyandrost-4-&n-17-one avait été testée comme inhibiteur de I'aromatase de
troisieme génération et démontrait un potentiel prometteur, sa distribution ne semblant pas altérée par
les membranes cellulaires (Amaral et al., 2013). Ainsi, son utilisation dans le dopage athlétique pourrait

plutot se rapporter a cette caractéristique plutét qu’a titre d’agent anabolisant.

Néanmoins, considérant les résultats obtenus suite aux incubations impliquant la testostérone, il est
possible que ces résultats ne représentent pas le profil métabolique exact chez I’homme. Il apparait
nécessaire de contre-vérifier ceux-ci a I'aide d’un autre modele, possiblement plus complexe, tel qu’une
étude d’excrétion chez I'humain. Cette étude pourrait aussi vérifier I'impact sur les niveaux de

testostérone des sujets lors de I'administration de la 4-androstérone.
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Figure 3.67 : Schéma du métabolisme proposé pour la 3B-hydroxyandrost-4-én-17-one lors d’incubations en présence de
fractions cellulaires S9.
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3.5.2 3B-hydroxy-5a-androst-1-én-17-one

L'utilisation du nom 1-androstérone, 1-andro, en plus de certaines variations, est un bon exemple de la
réutilisation d’une terminologie populaire visant a berner les consommateurs et les autorités sanitaires.
Cette technique a aussi été observée avec le NorAndro, une autre substance actuellement en circulation
sur le marché. Un autre but hypothétique derriere I'utilisation du terme 1-Andro pourrait étre de profiter
des retombées d’une réputation antérieure de la substance, le 1-Andro étant relativement populaire
lorsque le marché accueillait entre autres le 4-Andro et plusieurs prohormones précédant le steroid act de

2014.

HO

Figure 3.68 : Structure de la 3B-hydroxy-5a-androst-1-én-17-one.

La substance est trées semblable a la 3B-hydroxyandrost-4-én-17-one étudiée précédemment.
L'insaturation sur le cycle A se trouve entre C-1,2 pour la  3B-hydroxy-
5a-androst-1-eén-17-one plutot qu’entre C-4,5, comme vu pour la 3B-hydroxyandrost-4-eén-17-one. Ainsi,
le rendement des incubations devrait théoriquement étre semblable a celui déja observé, vu la grande

ressemblance des deux structures.
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Figure 3.69 : Emballage du produit recu contenant la 3B-hydroxy-5a-androst-1-én-17-one.

Le chromatogramme (figure 3.70) montre le résultat obtenu pour les incubations impliquant la 3f-
hydroxy-5a-androst-1-en-17-one. L'efficacité métabolique pour la 3B-hydroxy-5a-androst-1-én-17-one

est semblable a celui observé pour ceux impliquant la 3B-hydroxyandrost-4-en-17-one.

Métabolites obtenus et structures proposées

Comme discuté antérieurement, I'analyse des spectres de masse permet de proposer les structures des
métabolites obtenus. Ici encore, les bibliotheques intégrées au logiciel ChemStation du CG-SM permettent
aussi, au besoin, de réorienter les possibilités quant aux structures grace aux spectres de masse de
substances connues. Les spectres de masse, structures et mécanismes de fragmentation proposés sont

présentés ci-dessous.

Cette fois, seulement 2 métabolites proposés résultent de I'incubation du 3B-hydroxy-5a-androst-1-én-

17-one en présence de fractions cellulaires S9, soit la 1-androsténedione et la 1-testostérone.
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Figure 3.70 : Chromatogramme des métabolites de la 3B-hydroxy-5a-androst-1-én-17-one obtenus a la suite de I'incubation en
présence de fractions cellulaires S9 montrant la présence de 1-androsténedione (TR 13.67 minutes) et de 1-testostérone (TR
13.86 minutes).

1-androsténedione

La 1-androsténedione peut étre obtenue suite a I'oxydation du groupement alcool en C-3f3 présent sur la

3B-hydroxy-5a-androst-1-én-17-one.

L’'ion moléculaire de la 1-androsténedione dérivée TMS est de m/z 430, contre I'ion moléculaire de la 3B-
hydroxy-5a-androst-1-én-17-one dérivée TMS de m/z 432. Les ions m/z 415, m/z 340 et m/z 325
proviennent respectivement de la perte d’'un groupement méthyle (-15 uma), de la perte d’'un HOTMS (-
90 uma) et de la perte de ces deux groupements subséquemment (-105 uma) a partir de I'ion moléculaire
de m/z 430. L'ion a m/z 207 est issu de la fragmentation entre C-7,8 et C-9,10. L’ion a m/z 194 découle de
la fragmentation entre C-6,7 et C-9,10 tandis que I'ion a m/z 179 résulte de la fragmentation entre C-5,6
et C-9,10, tous sur le cycle B. Il s’agit de patrons de fragmentation connus pour les stéroides ayant une
insaturation en C-1,2 et un groupement cétone en C-3. Finalement I'ion a m/z 169 provient de la

fragmentation entre C-8,14 ; C-12,13 et dénote la présence d’une cétone en C-17 (Fragkaki et al., 2009c).
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1-testostérone

La 1-testostérone résulterait de la réduction de la cétone en C-17 et de I'oxydation de I'alcool en C-3B a

partir de la 3B-hydroxy-5a-androst-1-en-17-one.

L’'ion moléculaire, suite a la dérivation triméthylsilyle, est de m/z 432. La perte d’un groupement méthyle
(-15 uma) permet I'obtention de I'ion a m/z 417 et la perte d’un groupement HOTMS (-90 uma) celui de
I'ion @ m/z 342. La perte subséquente de ces derniers méne a I'ion a m/z 327. Les ions a m/z 207, 194 et
179 découlent des mémes mécanismes de fragmentation que ceux observés sur le cycle B chez la 1-
androsténedione, pour les mémes ions. Cependant, l'ion a m/z 129 confirme la présence d’un
groupement alcool en C-17, obtenu suite a une fragmentation entre C-13,17 et C-14,15 (Fragkaki et al.,
2009c). La correspondance du spectre de masse de la 1-testostérone a été confirmée auprés de la banque

de référence du laboratoire.

Figure 3.71 : Structures de la 1-androsténedione et de la 1-testostérone, métabolites obtenus suite aux incubations en présence
de fractions cellulaires S9.
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Figure 3.72 : Spectre de masse du 1-androsténedione, obtenu a la suite de I'incubation en présence de fractions cellulaires S9 et le patron de fragmentation proposé.
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Figure 3.73 : Spectre de masse du 1-testostérone obtenu a la suite de I'incubation en présence de fractions cellulaires S9 et le patron de fragmentation proposé.
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Métabolites obtenus et littérature

Une publication de 2011 s’intéressait a l'identification des métabolites urinaires du 3p-hydroxy-5a-
androst-1-én-17-one lorsqu’administré oralement a un humain. Le produit mére se retrouvait alors dans
I'urine jusqu’a 2 jours suivant I'administration. L'isomeére 3a, quant a lui, pouvait étre détecté jusqu’a sept
jours suivant I'administration, représentant donc un métabolite particulierement intéressant. La 1-
androsténedione et la 1-testostérone étaient aussi obtenues et considérées comme d’importants

métabolites (Parr et al., 2011).

Suite aux incubations du 3B-hydroxy-5a-androst-1-en-17-one en présence de fractions cellulaires S9, la 1-
androsténedione et la 1-testostérone sont proposés comme métabolites obtenus. Bien que ces deux
métabolites soient centraux au profil métabolique du 3B-hydroxy-5a-androst-1-eén-17-one, le modeéle ne
permet pas d’obtenir une représentation du métabolisme total de la substance. Il est aussi possible que
d’autres métabolites aient été produits, mais encore une fois en quantité insuffisante pour permettre la
détection et I'analyse par CG-SM. Toutefois, le modeéle permet I'obtention de métabolites clés, ce qui
pourrait permettre de justifier son utilisation future pour estimer le métabolisme de molécules

semblables.
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Figure 3.74 : Schéma du métabolisme proposé pour la 3B-hydroxy-5a-androst-1-én-17-one lors d’incubations en présence de
fractions cellulaires S9.
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3.5.3 Méthylclostébol

La 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-én-3-one est mieux connu sous le nom commun
méthylclostébol. Il s’agit en fait d’'une substance autrefois populaire, utilisée abusivement par plusieurs,
mais depuis relativement délaissée au profit de substances au profil anabolique plus intéressantes ou aux
effets secondaires comparativement minimes (Franke & Berendonk, 1997; Lootens et al., 2011; Rahnema
et al., 2015). Par contre, le fait qu’elle soit encore en circulation démontre la nécessité d’améliorer les
connaissances I'entourant. La présence du produit sur le marché met aussi la lumiére sur son utilisation

potentielle par certains, malgré les alternatives plus prisées.

i N

NANOBOLE

FUSIO A erad T 61

Figure 3.75 : Emballage du produit recu contenant la 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-en-3-one.

La présence d’un groupement méthyle en C-17a pourrait avoir un impact négatif sur le rendement des

incubations avec les fractions cellulaires S9 par rapport aux substances non méthylées (Kicman, 2008).

Cl

Figure 3.76 : Structure du 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-én-3-one.
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Métabolites obtenus et structures proposées

Les incubations avec les fractions cellulaires S9 ont permis d’obtenir quatre métabolites proposés pour le
méthylclostébol. En effet, les métabolites proposés suivants sont produits: le 4-chloro-17a-
méthylandrost-4-en-33,17B-diol (3a-promagnon), le 4-chloro-17a-méthylandrost-4-en-3a,17B-diol (3B-
promagnon), le 4-chloro-17a-méthylandrost-4-en-3,6,17B-triol (6-hydroxypromagnon) et le 4-chloro-17a-
méthylandrost-4-en-3,6,17B-triol (6-hydroxyméthylclostébol). La contribution isotopique de I'atome de
chlore est ici particulierement importante, donnant un modeéle particulier (souvent référé comme A + 2)
aux différents pics du spectre de masse. En effet, I'atome de chlore ayant une contribution isotopique
d’environ 3 : 1 pour les isotopes 35 et 37, ce patron spécifique dénote sa présence et la perte de celui-ci
son absence, advenant qu’aucun autre atome aux mémes propriétés ne soit présent ailleurs sur la
substance (un modeéle A + 4 pourrait alors étre observé) (Lootens et al., 2011; MclLafferty et al., 1993).
Finalement, des pertes caractéristiques chez les stéroides méthylés en C-17 de 57 uma et 70 uma

pourraient aussi étre observées sur les spectres de masse (Dirbeck & Biker, 1980).
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Figure 3.77 : Chromatogramme du résultat obtenu suite a I'incubation en présence de fractions cellulaires S9, montrant plusieurs métabolites soit le 4-chloro-17a-
méthylandrost-4-én-3a,17B-diol (TR 15.7 minutes), le 4-chloro-17a-méthylandrost-4-en-38,17B-diol (TR 16.4 minutes), le 4-chloro-17a-méthylandrost-4-én-3,6,17B-triol (TR
15.79 minutes), le 4-chloro-17a-méthylandrost-4-én-3,6,17B-triol (TR 16.76 minutes) et le produit mére, le méthylclostébol en TR 17.4 minutes.
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4-chloro-17a-méthylandrost-4-en-38,17B-diol (promagnon)

Le 4-chloro-17a-méthylandrost-4-én-3[3,17B-diol découlerait de la réduction de la cétone en position C-3
du 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-en-3-one par I'enzyme 3B-hydroxystéroide
déshydrogénase (3B-HSD). L'ion moléculaire du promagnon est de m/z 482 et son temps de rétention est
de 16.4 minutes. L’ion a m/z 467 découle de la perte d’un groupement méthyle (-15 uma). Lors de la perte
du chlore, I'ion a m/z 447 est obtenu et la perte subséquente d’'un HOTMS (-90 uma) résulte en I'ion a m/z
357. La perte du chlore est mise en évidence puisque le modele A + 2 n’est plus observable pour les ions a
m/z 447 et 357. Les ions a m/z 267 et 215 proviennent de la fragmentation impliquant C-5,6 et C-9,10
tandis que I'ion a m/z 143 de celle entre C-13,17 et C-14,15, marquant la présence d’un groupement

méthyle en C-17a (Fragkaki et al., 2009c).
4-chloro-17a-méthylandrost-4-én-3a,17B-diol

Ce métabolite résulterait, comme le promagnon, de la réduction du groupement cétone en C-3 du
méthylclostébol, mais cette fois par la 3a-hydroxystéroide déshydrogénase (3a-HSD) plut6t que la 33-HSD.

L'isomére a est souvent favorisé donc plus abondant que son homologue B (Schanzer, 1996).

HO""

Cl

Figure 3.78 : Structures du 4-chloro-17a-méthylandrost-4-én-3a,17B-diol et du 4-chloro-17a-méthylandrost-4-én-3,178-diol,
deux isoméres obtenus suite a I'incubation du 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-én-3-one en présence de fractions
cellulaires S9.

L'ion moléculaire est aussi de m/z 482 et s’élue a 15.7 minutes. Le spectre de masse est pratiqguement
identique a celui du 4-chloro-17a-méthylandrost-4-en-33,17B-diol, les mécanismes de fragmentation
étant donc les mémes. Le temps de rétention et I'abondance relative des deux substances permettent la

distinction.
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Figure 3.79 : Spectre de masse du 4-chloro-17a-méthylandrost-4-én-3a,17B-diol (3a-promagnon) obtenu a la suite de I'incubation en présence de fractions cellulaires S9 et le
patron de fragmentation proposé.
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Figure 3.80 : Spectre de masse du 4-chloro-17a-méthylandrost-4-én-38,17B-diol (3B-promagnon) obtenu a la suite de I'incubation en présence de fractions cellulaires S9 et le
patron de fragmentation proposé.
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4-chloro-17a-méthylandrost-4-en-3,6,17B-triol (6-hydroxypromagnon)

Le 6-hydroxypromagnon est issu de I’hydroxylation en C-6 du 4-chloro-17a-méthylandrost-4-én-33,17p-
diol. Son ion moléculaire est de m/z 570, équivalent a I'ajout d’un groupement hydroxyle au promagnon.
Les ions a m/z 555, 480 et 465 résultent respectivement de la perte d’un groupement méthyle (-15 uma),
d’un HOTMS (-90 uma) et des deux (-105 uma). Les ions a m/z 535 (perte du chlore seulement; -35 uma)
et 445 (perte du chlore et HOTMS) dénotent I'absence d’un atome de chlore résultant en la perte du
modele A + 2. L'ion a m/z 143 dénote la présence du groupement méthyle en C-17a tandis que I'ion a m/z
318 proviendrait de la fragmentation entre C-6,7 et C-9,10, marquant la présence d’un hydroxyle en C-6.

L'ion a m/z 303 serait obtenu suite a la perte subséquente d’un groupement méthyle.

OH OH

Cl OH Cl  OH

Figure 3.81: Structure du 4-chloro-17a-méthylandrost-4-én-3,6,17B-triol (gauche) et du 4-chloro-17a-méthylandrost-4-én-
6,17B-diol-3-one (droite), métabolites obtenus suite a I'incubation du 4-chloro-17p-hydroxy-17a-méthylandrost-4-én-3-one en
présence de fractions cellulaires S9.

4-chloro-17a-méthylandrost-4-én-3,6,17B-triol (6-hydroxyméthylclostébol)

Similaire aux 6-hydroxypromagnon, le 6-hydroxyméthylclostébol est obtenu suite a I’'hydroxylation en C-6
du 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-én-3-one. Ainsi, le spectre de masse est relativement
semblable a celui du 6-hydroxypromagnon. L'ion moléculaire est cette fois a m/z 568. Les ions a m/z 553,
478 et 463 proviennent de la perte d’'un groupement méthyle, d’'un HOTMS et des deux groupements,
respectivement. A noter que la différence d’abondance pour les ions dénotant la perte du chlore est
inverse a ce qui est observé pour le 6-hydroxypromagnon. En effet, I'ion a m/z 533 est ici beaucoup plus
abondant que celui a m/z 443 tandis que pour le 6-hydroxypromagnon, I'ion 445 était plus abondant que
I'ion 535. De plus, I'ion a m/z 518 (-Cl -Me) est cette fois présent et abondant sur le spectre a I'inverse du

spectre de masse du 6-hydroxypromagnon.
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Figure 3.82 : Spectre de masse du 4-chloro-17a-méthylandrost-4-én-3,6,17B-triol (6-hydroxypromagnon) obtenu a la suite de I'incubation en présence de fractions cellulaires
S9 et le patron de fragmentation proposé.
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Figure 3.83: Spectre de masse du 4-chloro-17a-méthylandrost-4-én-3,6,17B-triol (6-hydroxyméthylclostébol) obtenu a la suite de I'incubation en présence de fractions
cellulaires S9 et le patron de fragmentation proposé.
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Figure 3.84 : Spectre de masse du 4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-én-3-one (méthylclostebol) obtenu a la suite de I'incubation en présence de fractions cellulaires
S9 et le patron de fragmentation proposé.
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4-chloro-17B-hydroxy-17a-méthylandrost-4-én-3-one (méthylclostébol/produit mére)

Le produit mere reste le produit majoritaire (en abondance) a la suite des incubations en présence de
fractions cellulaires S9. L'ion moléculaire est a m/z 480 et le spectre de masse résultant differe grandement
de ceux associés aux homologues a cétone réduite. Les ions a m/z 445 et 355 sont obtenus suivant la perte
du chlore (-35 uma) et la perte additionnelle d’'un HOTMS (-90 uma), respectivement. Les ions a m/z 465,
390 et 375 proviennent encore une fois de la perte d’'un groupement méthyle (-15 uma), la perte d’un
HOTMS et la perte des deux groupements (-105 uma). La fragmentation sur le cycle B entre C-7,8 et C-9,10
permet I'obtention de I'ion @ m/z 242, un mécanisme habituel pour les stéroides possédant une cétone en
C-3 et une insaturation en C-4,5. La fragmentation sur le cycle D permet I'obtention des ions m/z 143 (C-
13,17 et C-14,15), m/z2130 et 350 (C-13,17 et C-15,16), les ions 143 et 130 étant habituels pour les stéroides
méthylés en C-17a (Fragkaki et al., 2009c).

Métabolites obtenus et littérature

Tel qu’attendu, le pic majoritaire du chromatogramme des métabolites du 4-chloro-17B-hydroxy-17a-
méthylandrost-4-én-3-one est le produit mere lui-méme. On dénote aussi la présence d’'un autre pic
abondant qui représenterait le 4-chloro-17a-méthylandrost-4-én-3,6,17B-triol. Quatre métabolites sont
formés grace aux incubations en présence de fractions cellulaires S9. Il est possible que plusieurs autres
métabolites ne soient pas formés en quantité suffisante pour permettre la détection. Ceci pourrait

subséquemment mener a une estimation erronée du profil métabolique.

Les métabolites proposés sont en accord partiel avec la littérature actuelle. En effet, les métabolites
hydroxylés en position C-6 sont habituellement observés pour les stéroides ayant un alcool en C-178 et un
groupement méthyle en C-17a (Schanzer, 1996). De plus, une procédure interne du laboratoire dénote la
présence de métabolites hydroxylés en C-6 au sein du profili métabolique du 4-
chlorodehydromethyltestostérone (DHCMT). Le document technique en question considére le 4-
chlorodehydromethyltestostérone comme un précurseur du méthylclostébol. Finalement, les métabolites
hydroxylés en C-12, en C-16 et doublement hydroxylés en C-x,16 avaient été obtenus en 2011 lors d’une
étude avec des souris chimériques exprimant des hépatocytes humains (Lootens et al., 2011). Ainsi,
I'obtention des 6-hydroxyméthylclostébol et 6-hydroxypromagnon est en accord avec le métabolisme
théorique des stéroides méthylés en C-17a et avec le métabolisme observé par le laboratoire pour la

DHCMT, un précurseur métabolique du méthylclostébol.

140



Le métabolisme exact du méthylclostébol n’est pas actuellement confirmé a I'aide d’une étude d’excrétion
ni répertorié. L'étude d’excrétion chez I’"humain reste actuellement le modele le plus représentatif. Bien
gu’éthiquement regrettables, les métabolites obtenus a I'aide des incubations doivent donc étre
confirmés a l'aide d’étude d’excrétion controlée pour s’assurer du bienfondé du modeéle. Puisque le
métabolisme exact du méthylclostébol n’est pas actuellement confirmé, cette étude permet d’améliorer

la connaissance actuelle et d’obtenir des métabolites potentiels.
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Figure 3.85 : Schéma du métabolisme proposé pour la 4-chloro-17p-hydroxy-17a-méthylandrost-4-én-3-one lors d’incubations en présence de fractions cellulaires S9.
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3.5.4 2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxyandrost-3-one

L'apparition du 2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxyandrost-3-one sur le marché des agents anaboliques
alternatifs semble surgir en 2011 et se maintenir jusqu’a aujourd’hui, sous différents distributeurs (Abbate
et al., 2015; Magdziak et al., 2011). La voie des cyanostéroides avait été poursuivie comme analogues aux
agents anaboliques il y a de cela plus de 60 ans (Levitsky et al., 2017), mais ne semble pas populaire vu le

peu de littérature disponible a ce sujet.

OH

Figure 3.86 : Structure du 2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxyandrost-3-one.

Le cynostane semble se retrouver périodiquement sur le marché, parfois sous différents distributeurs ou
accompagné d’autres substances désignées comme alternatives (Abbate et al.,, 2015). Les noms
cyanostane, cyanobol et 2-cyano-dromostolone sont parfois utilisés sur internet pour référer a cette

substance.
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Figure 3.87 : Emballage du produit regu contenant la 2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxyandrost-3-one.
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Métabolites obtenus et structures proposées

Le profil métabolique de phase 1 attendu pour le cynostane pourrait inclure un métabolite résultant de la
réduction de la cétone en C-3, des métabolites hydroxylés en C-6 considérant la présence des groupements
alcool et méthyle en C-17pB et C-17a respectivement (Schanzer, 1996). L'importante présence d’un produit
mere intact a la suite des incubations est probable étant donné la présence d’un groupement méthyle en
C-17a, modification visant I'inhibition de la dégradation et du métabolisme hépatique (Kicman, 2008;

Shahidi, 2001).
2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxy-5e-androstan-3-ol

Suivant la proposition selon laquelle la structure du produit présent dans le cynostane serait la 2-cyano-
17a-méthyl-17B-hydroxyandrost-3-one(p.99), le 2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxy-5e-androstan-3-ol est

le métabolite proposé, qui résulterait de la réduction de la cétone en position C-3 du produit mére.

Figure 3.88 : Structure du 2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxy-5¢e-androstan-3-ol, métabolite réduit obtenu suite a I'incubation
du 2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxyandrost-3-one en présence de fractions cellulaires S9.
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Figure 3.89 : Chromatogramme des métabolites obtenus a la suite de I'incubation en présence de fractions cellulaires S9 du cynostane, soit le produit mére (TR 18.18 minutes)

et le 2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxy-5e-androstan-3-ol (TR 16.96 minutes).
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Figure 3.90 : Spectre de masse du métabolite réduit du 2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxyandrost-3-one, le 2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxy-5e-androstan-3-ol.
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L’ion moléculaire est de m/z 475, plutét que celui de m/z 473 pour le produit mére, appuyant la réduction
de la cétone. La perte de 70 uma et 57 uma, caractéristique pour les stéroides méthylés en C-17 (Durbeck
& Biker, 1980), méne a I'obtention respective des ions a m/z 405 et 418. L'ion a m/z 390 serait expliqué
par la perte subséquente d’un groupement méthyle suivant la perte du 70 uma caractéristique, menant a
I'ion @ m/z 390. L’ion a m/z 460 provient de la perte d’un groupement méthyle (15 uma), celui a m/z 385
de la perte d’un HOTMS (-90 uma) tandis que la perte subséquente des deux permet d’expliquer I'ion a

m/z 370.

La fragmentation sur le cycle D entre les carbones C-13,17 et C-14,15 abouti a I'ion a m/z 143 alors que la
fragmentation entre C-13,17 et C-15,16 entraine I'obtention de I'ion a m/z 130. Ces ions permettent de

confirmer la présence des groupements méthyles en C-17a et alcool en C-17p (Fragkaki et al., 2009c).

Les incubations du 2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxyandrost-3-one en présence de fractions cellulaires S9
permettraient donc d’obtenir un seul métabolite proposé, présenté ci-dessus. Il s’agit du métabolite réduit

en C-3 proposé, soit le 2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxy-5&-androstan-3-ol.

Le produit meére est aussi obtenu suite aux incubations, comme attendu. Le spectre de masse et temps de

rétention correspondent a ceux observés pour la substance mére précédant les incubations (figure 3.48).
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Métabolites obtenus et littérature

L'absence de littérature entourant le métabolisme des cyanostéroides et plus particulierement du 2-
cyano-17a-méthyl-17B-hydroxyandrost-3-one ne permet pas de confirmer les résultats obtenus. De plus,
en l'absence d’ions caractéristiques provenant de la fragmentation du cycle A, il n’est pas possible de
confirmer ou d’infirmer la conformation adoptée par la structure, tant pour le produit mere que pour le
métabolite obtenu. Cependant, comme précédemment mentionné, puisque la conformation 2-cyano-3-
oxo est répandue chez plusieurs autres dérivés stéroidiens synthétiques (Levitsky et al., 2017), I’adoption
de cette conformation au profit de la conformation proposée par Abbate (Abbate et al., 2015) est plus

probable, d’ol la proposition.

Les résultats obtenus pourraient s’avérer bénéfiques a I'amélioration des connaissances actuelles
entourant la substance testée, mais ne peuvent actuellement qu’étre considérés comme une estimation
du profil métabolique réel. Cette substance devrait faire I'objet d’études supplémentaires. Celles-ci
pourraient tant porter sur l'identification a I'aide d’un standard synthétisé que sur la confirmation quant
a la précision du modeéle par rapport a un modele représentatif connu. Il serait ensuite possible de
comparer le profil métabolique atteint face a I’étendue du profil réel, advenant une divergence. Une étude
d’excrétion semble nécessaire pour permettre la comparaison des résultats avec le profil métabolique

observé chez I’"humain.

148



4 CONCLUSION

4.1 Rappel de I'état actuel du marché

L’aisance entourant la circulation de produits illégaux sur internet pouvant étre utilisé en contexte de
dopage sportif est alarmante. Plusieurs stéroides anabolisants, souvent présentés sous forme
d’alternatives légales ou méme indiqués par des nomenclatures abandonnées/erronées, se trouvent en
circulation sur internet. Ceux-ci sont parfois référés sur des forums par différents spécialistes
autoprofessés, ou simplement mis en évidence sur les différents sites des distributeurs. Ces produits sont
couramment entourés des habituelles techniques de marketing et de désinformation visant a duper autant
I'acheteur que les autorités législatives, dissimulant les molécules réelles pour éviter aussi longtemps que
possible les mesures en place visant le retrait de tels produits sur le marché (Abbate et al., 2015; Ayotte
et al., 2016; Ljungqvist, 2017; Parr et al., 2004; Rahnema et al., 2015). Quatorze produits d’intéréts ont été

commandés et onze regu dans le cadre de ce projet de recherche (voir tableau 3.1 p.46).

4.2 Rappel du modeéle permettant I’estimation du métabolisme et son utilité

Le modeéle des fractions cellulaires S9 visait a obtenir éthiguement des métabolites de phase 1
représentatifs du métabolisme observé chez I'humain pour les stéroides sur le marché. Comme
précédemment mentionnée, I'administration de stéroides anabolisants est associée a plusieurs effets
déléteres sur la santé des utilisateurs, tant en contexte d’interventions médicales qu’en contextes
externes (Evans, 2004; Hatton et al., 2014; Kicman, 2008; Shahidi, 2001; Thieme & Hemmersbach, 2009).
Les fractions cellulaires S9, dérivées des cellules hépatiques de I'humain, permettent d’obtenir une
estimation du métabolisme attendu des différentes substances sans toutefois devoir soumettre des
patients/volontaires a I'administration de produits nocifs pour leurs santés (Brandon et al., 2003; Ekins et
al., 2000; Plant, 2004). Bien que les candidats soient en connaissance de cause lors d’étude d’excrétion, le
volet éthique est discutable puisque les effets néfastes sont connus. De surcroit, la logique entre
I'antidopage et I'administration de substances dopantes méme dans des buts de recherche peut étre
percue comme contradictoire. La mise en place d’un modele alternatif est importante, méme si celui-ci
n’est pas parfait. Celui-ci adhérerait aux principes fondamentaux de la lutte contre le dopage ou du moins

pourrait diminuer le besoin et/ou la fréquence des études d’excrétions.

Ainsi, les métabolites obtenus pour les produits moins connus et/ou étudiés pourraient aussi étre

proposés comme substances a rechercher dans les tests de dépistage antidopage. Ces produits méconnus



pourraient étre abusés par des individus visant a contourner les réglementations en place en utilisant des
produits dopants non recherchés permettant des améliorations variables a leurs performances dans des

contextes de compétition. De plus, cette réalité pourrait étre en vigueur depuis un certain temps.

Le modele visé, soit les fractions cellulaires S9, est relativement intéressant, mais son utilité semblerait
plus spécifique a certains types de produits seulement. En effet, I'efficacité métabolique observée lors de
I'incubation de la testostérone en présence des fractions cellulaires S9 était trés intéressante. Par contre,
les métabolites diagnostiques associés au métabolisme de la testostérone chez I’humain n’étaient pas
obtenus, ou du moins en quantité insuffisante pour permettre I'analyse. D’autres métabolites étaient
obtenus en quantité importante, dont un (le précurseur métabolique de la testostérone, soit
I’'androstenedione) surpassant I'abondance du produit mere. Ainsi, I'efficacité métabolique est considérée
intéressante, mais non représentative de I'ensemble pour la testostérone. En ce qui a trait aux essais
métaboliques impliquant la méthastérone, les deux métabolites principaux associés a la méthastérone
recherchés lors des dépistages par le laboratoire ont été obtenus, soit la 2a,17a-dimethyl-16€,17-
dihydroxy-5a-androstan-3-one et le 2a,17a-dimethyl-5a-androstane-3¢,17B-diol. Le métabolite long
terme n’a pas été obtenu, ce qui est associé a une limitation du modele utilisé. De plus, les incubations
menent a 'obtention du 2a,17a-dimethyl-5a-androstane-2f3,3,17B-triol, répertorié dans la littérature
(Gauthier et al., 2009) et d’un métabolite non répertorié, la 2a,17a-dimethyl-5a-androstane-23,17B-diol-

3-one. Ceci peut montrer tant une force qu’une faiblesse du modele.

Le modeéle montrait une efficacité métabolique importante, mais non spécifique pour la testostérone, le
stéroide de référence. En revanche, son efficacité était acceptable et représentative lors des incubations
en présence de la méthastérone. Son utilisation dans le but d’obtenir des métabolites de facon éthique
est donc soutenable en retenant que certains métabolites obtenus, peu importe I'abondance, pourraient

toutefois n’étre observés que dans ce contexte.

Le modele des fractions cellulaires S9 n’implique pas I'administration de substances potentiellement
nocives pour la santé des sujets et n’est pas en désaccord avec le fondement méme de la lutte contre le
dopage. Celui-ci permet I'obtention rapide, éthique et a relativement faible co(it de métabolites, que ce
soit pour des stéroides connus ou non. Son usage visant I'estimation du métabolisme attendu est donc
fondé. Cependant, une faiblesse du modele se rapportant a sa spécificité, I'usage de celui-ci en paralléle
avec d’autres modeles confirmés reste de rigueur pour obtenir un métabolisme représentatif de celui

attendu chez I’humain.
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4.3 Rappel des métabolites obtenus

Les principaux métabolites obtenus dans le cadre des incubations en présence des fractions cellulaires S9
sont présentés dans le tableau 4.1. Seulement deux métabolites importants sont obtenus pour la 3B-
hydroxy-5a-androst-1-en-17-one, soit la 1-androstenedione et la 1-testostérone. Bien qu’il s’agisse de
métabolites centraux obtenus auparavant, il s’agit ici de seulement deux des cing répertoriés dans la

littérature.

Quatre métabolites sont obtenus suite a l'incubation de la 3B-hydroxyandrost-4-én-17-one, soit
I'androstenedione, la testostérone et leurs 6-OH respectifs. L'absence de littérature entourant le
métabolisme de la 3B-hydroxyandrost-4-én-17-one n’offre donc aucun repére quant a la justesse de
I’estimation provenant des fractions cellulaires S9. Par contre, la substance étant structurellement
rapprochée de la DHEA, un métabolisme semblable peut étre attendu. L’androsténedione est un
métabolite qui serait ainsi partagé par les profils de la DHEA et de |la 33-hydroxyandrost-4-én-17-one. Les

autres métabolites sont en accord avec le métabolisme usuel observé pour les stéroides chez I’"humain.

Les métabolites entourant I'incubation du méthylclostébol sont aussi en accord partiel avec la littérature
impliquant d’autres modeles imparfaits. Outre le produit mere restant abondant suite a I'incubation, le
promagnon (métabolite réduit en C-3) ainsi que les 6-hydroxy respectifs sont obtenus. De plus, ceux-ci

respectent les contraintes théoriques entourant le métabolisme des stéroides chez I’"humain.

Le cynostane (2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxyandrost-3-one) représente une substance dont le
métabolisme était jusqu’alors inconnu du contréle antidopage. Son incubation méne a 'obtention d’un
seul métabolite, étant le métabolite réduit en C-3 relatif a la substance mére. Etant inconnu du milieu, les
deux structures pourront toutefois étre ajoutées aux contrbéles de routine et ainsi améliorer les

connaissances des instances responsables de ce combat continuel.
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Tableau 4.1 Métabolites obtenus pour les 4 substances d’intéréts suite a I'incubation en présence des fractions cellulaires S9.

- 1-Androsténedione

- 1-Testostérone
4-Andro - Androsténedione
- Testostérone
- 6-Hydroxyandrostenedione
- 6-Hydroxytestostérone
Cynostane - 2-cyano-17a-méthyl-17B-hydroxy-
S5e-androstan-3-ol
(Métabolite 3-hydroxylé)
Méthylclostebol - Promagnon

(Métabolite 3-hydroxylé)
- 6-Hydroxyméthylclostébol

- 6-Hydroxypromagnon

L’ajout des résultats provenant de ces tests étant bénéfique a I'amélioration des connaissances et des
techniques entourant la lutte contre le dopage sportif, il faudra toutefois que les résultats obtenus soient
contre-vérifiés aupres d’'un ou plusieurs modeles plus robustes et représentatifs du métabolisme chez
I’humain. Actuellement, bien qu’éthiquement discutable, le meilleur modéle semble toujours étre I'étude
d’excrétion, impliquant malheureusement I'administration de substances potentiellement dangereuses a
des sujets humains. En effet, ce modéle représente actuellement le meilleur outil pour évaluer le
métabolisme chez I’humain puisqu’il s’agit directement d’observer le métabolisme d’un humain suivant la
prise d’'une substance. Dans le but de contrer les problématiques éthiques et I'absurdité entourant
I’'administration de substances dopantes déléteres a des sujets humains visant I’étude du métabolisme
pour améliorer la lutte contre le dopage, I'incubation en présence de fractions cellulaires S9 avait été
choisie pour permettre I'estimation et I'étude du métabolisme sans toutefois impliquer les mémes
contraintes. Bien que plusieurs informations découlent des essais, le modele ne permet pas |'obtention

d’'un métabolisme représentatif et/ou du profil complet entourant certaines substances. Ainsi, il peut
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s’agir d’un outil complémentaire permettant d’étudier de nouvelles substances, mais aussi de diminuer le
besoin ou la fréquence d’études d’excrétions. Plusieurs des informations obtenues dans le cadre de ce
projet pourront étre utilisées ou ajoutées dans I'étendue des connaissances de I'antidopage, et ce, en

évitant le recours aux études d’excrétions.

Lors des incubations, des métabolites de phase 1 ont été obtenus. Des réactions d’hydroxylation en C-6
ont majoritairement été observées, en plus des usuelles réactions d’oxydation et de réduction concentrées
en C-3 et C-17. L'efficacité métabolique était grandement supérieure en présence de substances
stéroidiennes non méthylées en C-17 tandis que I'hydroxylation en C-6 ne semblait réservée qu’a un type
de stéroides en particulier. Les informations récoltées permettent de définir la 4-andro (3pB-
hydroxyandrost-4-én-17-one) comme une prohormone probable de la testostérone et de
I’androsténedione suivant sa prise orale, étant tous deux des produits connus et interdits. A la lumiére du
méme type d’informations, la 1-andro (3B-hydroxy-5a-androst-1-€n-17-one) peut aussi étre considérée
comme une prohormone de la 1-androsténedione et 1-testostérone. Encore ici, ces deux substances sont

connues du domaine et leur utilisation, interdite.

4.4 Sommaire

Plusieurs stéroides de synthése sont disponibles sur internet. Certains ne sont pas testés au cours des
analyses de routine au sein des laboratoires antidopage. Suite a I'analyse du marché, quatorze produits
ont été commandés et onze ont été recus. Une importante fraction des substances contenues dans ces
produits ont été identifiées comme étant des stéroides anabolisants interdits. L’analyse des spectres de
masse des substances non identifiées puisqu’inconnus ou en I'absence de standard permet de proposer
des structures se basant sur le squelette stéroidien. Ainsi, la majorité des substances renfermées dans les
produits seraient soit des substances connues interdites ou structurellement reliées a celles-ci. Quatre
produits méconnus ou au métabolisme ambigu ont été incubés en présence des fractions cellulaires S9.
Plusieurs métabolites d’'importances en sont ressortis comme présentés auparavant. Le métabolisme du
cynostane était jusqu’alors inconnu, celui du 4-andro non répertorié tandis que les profils métaboliques

des 1-andro et méthylclostébol sont en accord partiel avec la littérature.
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4.5 Ouverture

L'ajout des métabolites obtenus découlant des substances moins banales au sein des procédures de
dépistages du contrdle antidopage permettra d’améliorer les connaissances du domaine. De plus, ces
connaissances pourraient aiguiller les laboratoires vers le produit réellement utilisé par les athléetes,
advenant que les produits subséquents varient selon la substance initialement administrée. La mise en
place et l'intégration de méthodes spécifiques reliées a ces nouvelles substances et le métabolisme s’y
rattachant seront nécessaires pour pouvoir profiter des informations obtenues. Plusieurs autres voies et

pistes pourraient étre poursuivies suite a ce projet.

Tout d’abord, pour s’assurer de la justesse de la représentation du modele utilisé quant au métabolisme
chez I'humain pour les substances inconnues, les résultats devraient étre contre-vérifiés aupres d'un
modele reconnu comme étant représentatif et robuste. Il semble que les études d’excrétions sont encore
le modele de référence pouvant permettre ce genre de comparaison. Advenant une importante
divergence entre le modeéle et le métabolisme observé, d’autres améliorations visant a contrer les
limitations du modeéle pourraient étre poursuivies. A noter que le modeéle des fractions cellulaires S9

habilite I'utilisateur a accéder a I'obtention de métabolites de phase Il moyennant quelques modifications.

Ensuite, la confirmation de la stéréochimie des métabolites obtenus en I’absence de matériel de référence
nécessiterait I'usage de technique concomitante, telle une analyse par résonance magnétique nucléaire

(RMN) par exemple. De plus, la synthese de matériaux de référence pourrait s’avérer nécessaire.

L'utilisation du modeéle des fractions cellulaires S9 pourrait aussi étre transposée pour permettre
I’'obtention de quantité importante de certains produits sans toutefois recourir a la synthése chimique,
moyennant un avantage marqué et une confirmation des produits découlant aupres de standard(s). Dans
ce cas précis, la purification subséquente des substances sur chromatographie en phase liquide a haute

performance (CLHP) et le développement de méthodes s’y rattachant seraient a prévoir.

L’amélioration des connaissances quant aux substances en circulation, celles entourant le métabolisme
des produits méconnus et le transfert technologique en découlant sont essentiels au maintien d’un niveau
adéquat des capacités des laboratoires dans un domaine constamment en évolution qu’est le controle du
dopage sportif. De plus, I'utilisation de substances illicites, aussi déplorable soit-elle, n’est pas négligeable,
et ce particulierement au niveau de la population. Initialement, la problématique reliée a la production et

la distribution, accompagnée de celle associée a I'utilisation illicite de stéroides anabolisants androgénes,
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menent a leur classification comme substances contrblées de classe 3 par le Congres américain en 1991,

démontrant la gravité du probleme (Shahidi, 2001).

Malgré la mise en place de cette législation, I'utilisation d’agents anabolisants par les clients de salles de
sports et de musculation était estimée, entre 1993 et 1997, a 5 % alors que ce pourcentage augmentait
entre 25-50 % au niveau des salles de musculations spécialisées en culturisme (Kicman, 2008). En 2000, on
estime a trois millions d’utilisateurs de stéroides anabolisants androgénes au sein de la population
ameéricaine. Entre 2.7 % et 2.9 % de jeunes Américains adultes auraient déja consommé des stéroides

anabolisants androgenes (Evans, 2004).

Il est primordial que la problématique d’accés aux substances illicites soit constamment mise en lumiére
tant que le controle législatif sera latent pour que les autorités compétentes prennent les mesures
nécessaires permettant de retirer du marché ce genre de produits a haut potentiel délétére sur la santé

de ses utilisateurs.
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