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RESUME

La nandrolone (19-Nortestostérone, 17 3-hydroxyestr-4-en-
3one) stéroide anabolisant est une substance dopante qui
augmente la masse musculaire, accroit la résistance a I'ef-
fort et diminue le temps de récupération entre les efforts, elle
est utilisée & la fois chez I’homme et I’animal.

Les deux principaux métabolites urinaires de la nandrolone
sont les dérivés glucuronoconjugués de la 19-norandrostéro-
ne et de la 19-norétiocholanolone. La limite de positivité a la
nandrolone, basée sur la quantification urinaire de la 19-
norandrostérone, proposée par le Comité International
Olympique est de 2 ng/mL. Des résultats supérieurs a 2
ng/mL aménent quelquefois les athlétes a contester les résul-
tats, niant la prise de cette substance.

La question d’une production endogéne des métabolites de
la nandrolone s’est posée, puisque plusieurs études ont mon-
tré que, dans certaines conditions physiologiques ou patho-
logiques, on pouvait retrouver ces métabolites dans ['urine
des sujets. Une étude multicentrigue a été réalisée par la
SFTA sur les concentrations physiologiques des métabolites
de la nandrolone dans les urines humaines. Les échantillons
(160) ont été obtenus aupres d'hommes Sportifs ou non, issus
de la population normale. Aprés extraction, hydrolyse par la
f-glucuronidase, purification, les analytes ont été silylés.
L'identification et la quantification de la 19-norandrostérone
et de la 19-norétiocholanolone ont été réalisés par chroma-
tographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse.

A partir de ces 160 échantillons, il a pu étre démontré chez
certains individus, une sécrétion physiologique des métabo-
lites de la nandrolone. En général, les concentrations obte-
nues sont inférieures a 0,5 ng/mlL, sous le seuil de positivité
proposée par le C.1.O.

Aucun des sujets étudiés ne présentait des concentrations
urinaires des métabolites de la nandrolone supérieures a 1
ng/mL. La sécrétion physiologique de la nandrolone est donc
faible, mais pas inexistante. La limite de positivité proposée
par le C.1.O. semble donc donner des garanties suffisantes
pour une population normale. Cependant on ne peut exclure
la présence de nandrolone qui se trouverait dans la viande
consommée par les sportifs, ni la prise d’autres substances
comme des précurseurs stéroidiens, tels que les 19 norsté-
rotdes qui pourraient entrainer ['apparition des mémes
métabolites dans les urines.

MOTS-CLES
Nandrolone, norandrostérone, norétiocholanolone, taux
physiologique, CPG/SM.

Introduction

La 19-nortestostérone (17 B-hydroxyestr-4-en-3-one,
NT), dénommée nandrolone (Figure 1) et ses esters
(en position 17), le phénylproprionate ou le décanoate
de nandrolone sont des stéroides anabolisants synthé-
tiques, largement utilisés en thérapeutique, dans les
problgmes d’amaigrissement, d’escarres, de brilures
étendues ou encore d’ostéoporose, aussi bien en méde-
cine animale et humaine. Ces substances augmentant la
force musculaire et les performances ont trés vite trou-

SUMMARY

Nandrolone (19-nortestosterone, 17 f3-hydroxyestr-4-en-
3one) anabolic stéroid is a doping agent used to improve
muscular strenght and performance, in sport and horse
racing. Two main métabolites, 19-norandrosterone and 19-
noretiocholanolone are excreted as glucuronides in urines.
Official doping analysis of illicit nandrolone administration
is based on the detection of 19-norandrosterone above a pro-
visional decision limit of 2 ng/mL. Values higher than 2
ng/mL were contested by several athletes, whe denied ana-
bolic steroids doping.

Endogeneous formation of is dicussed, as several studies
showed that in some physiological or pathological condi-
tions, the two metabolites could be found in urines. A study
about the physiological concentrations of nandrolone in
human urine has been performed by The French Society of
Analitycal Toxicology. 160 samples of urine collected from
men were analyzed. After extraction, enzymatic hydrolysis by
f-glucuronidase, purification and silylation, the derivatized
steroids were analysed by gas chromatography/mass spec-
trometry.

From 160 tested urinary samples, a physiological excretion
of nandrolone metabolites is showed. Often concentrations
are below 0.5 ng/mL, clearly under the proposed CIO positi-
ve cut-off (2ng/mL).

Endogeneous formation was established. However, metabo-
lites of nandrolone coud be also found after consumption of
meat generated from nandrolone treated animals, or after
ingestion of steroid precursors, as 19-norsteroids.
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vé leur place comme substances dopantes dans les
milieux sportif et hippique (1,2). La nandrolone est
’anabolisant le plus utilisé, ses effets androgénes sont
plus faibles que ceux de la testostérone (3). En 1974,
les stéroides anabolisants étaient ajoutés a la liste des
produits dopants interdits par le C.1.O.

Le métabolisme de la nandrolone et de ses esters a été
étudié chez I’homme et chez de nombreuses especes
animales. Chez 1’homme, aprés administration de nan-
drolone 4 une patiente, atteinte d’un cancer du sein, la
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19-norandrostérone (3 o-hydroxy-5a-estran-17-one,
NA) et la 19-norétiocholanolone (3o -hydroxy-58-
estran-17-one, NE) ont été mises en évidence dans les
urines (Figure 1) (4), excrétés sous forme de glucuro-
nides (5,6). D’autres métabolites sont également pro-
duits, tels que la 19-norépiandrostérone. Le contrdle
d’une prise illicite de nandrolone est basé sur la pré-
sence de norandrostérone ou (la présence a la fois
de19-norandrostérone et de 19-norétiocholanolone) (7)
a des concentrations supérieures a 2 ng/mL. Schinzer a
montré que les métabolites de la nandrolone NA/NE
sont produits dans un rapport 72 : 28 alors que ceux de
la testostérone le sont dans un rapport 53 : 47(7).

Courtot et coll. (8) et Houghton et coll. (9) ont montré
la production physiologique de nandrolone chez 1’éta-
lon, puisque cette substance se retrouve dans les urines.
La nandrolone a aussi ét¢ mise en évidence dans le
liquide folliculaire équin (10).

De méme, il a été montré chez la femme enceinte, la
production naturelle de nandrolone et de 19-norandros-
ténedione dans le liquide folliculaire et la présence de
nandrolone dans le plasma (11).

La nandrolone est également produite de fagon physio-
logique par le sanglier, des concentrations allant jus-
qu’a 1 ng/mL., ont ét€ mesurées dans les urines (12,13).

La 17 nortestostérone a été retrouvée dans les urines
de vaches gestantes et dans celle du vean nouveau-né
(14,15). La méme constatation a été faite chez la brebis
par Clouet et coll. (16).

In vitro, il est démontré la conversion enzymatique
d’androgenes (testostérone et androsténedione) en
estrogenes (17 B estradiol et estrone) par des prépara-
tions différentes d’aromatase (principalement d’origine
placentaire humaine). Ces conversions sont accompa-
gnées de 19-déméthylations avec production de faibles
quantités de 19-norstéroides (19-nortestostérone/estra-
diol < 10 %). La formation de 19-nortestostérone et de
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Figure 1 : Structures de la 19-nortestostérone, 19-NA et 19-NE.
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19 norandrosténedione par des tissus riches en aroma-
tase a été démontrée dans les follicules ovariens (11) et
au cours de la grossesse dans le placenta (17). D’ autres
tissus contenant moins d’aromatase, comme le tissu
adipeux, les testicules, les surrénales, le foie ou le
muscle pourraient aussi contribuer a la production de
faibles quantités de 19 norstéroides, excrétés dans 1’uri-
ne sous forme de NA et de NE a faible concentration.
Toutefois, I’excrétion urinaire des 19-norstéroides doit
étre inférieure a 1’excrétion des estrogénes totaux cor-
respondant (18).

Lutilisation de contraceptifs oraux contenant de la
norethisterone, conduit aussi & ’excrétion urinaire de
norandrostérone (19).

Des substances contenant de la nortestotérone sont uti-
lisées illégalement pour nourrir du bétail (20). et de
petites quantités de métabolites de la nandrolone sont
détectables dans les urines apreés ingestion de viande
produite par les animaux traités a Ja nandrolone (19).
L’abus de préparations de nandrolone par des athlétes
pour augmenter leurs performances physiques est bien
connu. Des variétés de préparations de nandrolone sont
vendues sur Je marché 1égal ou le marché noir. De plus,
la nandrolone est souvent utilisée de maniére dissimu-
lée (21).

Les produits contenant de la nandrolone sont des pré-
parations injectables et le métabolite, la norandrostéro-
ne est détectable dans I’urine sur une longue période de
temps (19).

Pépin et coll (22) ont aussi montré que NA et NE pou-
vaient se retrouver dans les urines aprés administration
de 19-norstéroides (norandrosténediol et norandroste-
nedione) et apres prise de gélules commerciales de 4 et
5 androsténe diol, par suite de la présence d’impuretés
a base d’un 19-norandrosténe.

Depuis peu, un certain nombre d’échantillons urinaires
ont été trouvés positifs a la nandrolone par des labora-
toires de contrdle antidopage pour des sportifs dans
des disciplines telles que le judo, le football, le patina-
ge artistique, disciplines pour lesquelles la présence de
stéroides anabolisants n’avait jamais été constatée.
Plusieurs sportifs ont contesté les interprétations des
contrbles antidopage. On pouvait donc se poser la
question de la production endogéne ou non des princi-
paux métabolites de la 19-NT : la NA et la NE.
Dehennin et coll. (étude chez 30 sujets) (18) et Le
Bizec et coll. (étude chez 8 sujets) (24) avaient déja
montré la production de NA, a des taux faibles, alors
qu’ils ne détectaient pas de NE. Par contre Jeanneau et
coll. (23) montraient la production de NA et NE dans
un groupe de 41 sujets masculins.

Afin de répondre a cette question, une étude multicen-
trique sur la détection et la quantification de NA et de
NE a été réalisée sur 160 sujets sportifs ou non, en uti-
lisant la chromatographie en phase gazeuse couplée a la
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spectrométrie de masse (23) et afin de déterminer si la
sécrétion naturelle de nandrolone pouvait remettre en
question la limite de positivité (2 ng/mL) proposée par
le C.1.0.

Matériel et Méthode

Produits chimiques

Le méthanol, le carbonate et le bicarbonate de sodium
sont de qualité ultra pure (Merck, Darmstadt,
Allemagne). La nandrolone a été achetée chez Fluka
(St Quentin Fallavier, France). Les solutions de noran-
drosterone (NA) et de noretiocholanolone (NE) et le
standard deutéré (NE-d3) sont fournies par Promochem
(Molsheim, France).

La B-glucuronidase d'Escherichia Coli provient de
Boehringer Mannheim (Allemagne).
L'iodure d'ammonium (NH,) a été acheté chez

Aldrich (Steinheim, Allemagne), le pentane,
le 2-mercaptoéthanol et le N-Methyl-

NTrimethylsilyltrifluoroacetamide (MSTFA) chez -

Fluka (St Quentin Fallavier, France).

Echantillonnage

Le Tableau I présente les caractéristiques des sujets qui
ont participé & I’étude (sexe et tranche d’4ge) Les
échantillons ont été obtenus principalement auprés de
jeunes hommes (20 a 35 ans), issus de la population
normale. Les échantillons ont été conservés a + 4° C
avant analyse.

Tableau I : Caractéristiques de la population étudiée.

Extraction

Les urines ont été traitées selon le protocole décrit par
Jeanneau et coll. (23). Elles sont centrifugées a 3000
trs/min pendant 10 min. A 2,5 ml d'urines sont ajoutés
5 ng de noretiocholanolone-d3, utilisée comme stan-
dard interne. Les urines sont extraites en phase solide
sur colonne C18 Isolute selon la procédure suivante :
dépdt des échantillons, lavage avec 1 ml d'eau bidistil-
lée (2 fois), séchage des colonnes sous vide poussé,
élution fractionnée des analytes (2 x 0,75 ml MEOH) et
évaporation a 60° C sous azote de ['éluat. L'hydrolyse
des urines consiste a reprendre l'extrait sec avec 1 ml de
tampon phosphate et 100 pl de B glucuronidase. Apres
incubation 1h a 50° C, I’homogénat est purifié par 2ml
de pentane : agitation (15 min & 1 00 cycles/min) puis
centrifugation (10 min & 3000 trs/min). La phase orga-
nique est prélevée et évaporée. L'extrait sec est finale-
ment dérivé avec 50 pl du mélange MSTFA/NH,I/2-
mercaptoéthanol (1000/2/5). Aprés 20 min d'incuba-
tion a 60° C, injection en mode pulsé on en mode split-
less dans la colonne. Les analytes sont séparés par
chromatographie en phase gazeuse puis détectés par
spectrométrie de masse.

Instrumentation

Le systeme de chromatographie en phase gazeuse cou-
plée & un spectromeétre de masse, utilisé dans chaque
centre est présenté dans le tableau II. Le protocole de
programmation est sensiblement identique a celui

IML TOXLAB Préf. Pol. CHR
LIPS Lille CHR Lille
Strasb. Paris Paris Limoges
Nbre sujets 40 21 23 23 31 22
Homme 40 21 23 13 31 22
Femme 0 0 0 10 0 0
Tr. d’age 10-68 20-55 18 - 38 16-34 18 - 35 18 - 48
Tableau II : Appareillage et sensibilités.
IML TOXLAB Préf. Pol. CHR
LIPS Lille CHR Lille
Strasb. Paris Paris Limoges
Appareillage HP 5973 TSQ 7000 HP 5973 HP 5971 QP 5000 Automass
Détection MS MS/MS MS MS MS MS
Préparation Protocole Protocole Protocole Protocole Protocole Protocole
LOQ NA (ng/ml) 0.06 0.1 0.1 0.25 0.1 0.1
LOQ NE (ng/ml) 0.11 0.1 0.1 0.25 0.25 0.1
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décrit par Jeanneau et coll. (23). L’acquisition des don-
nées a été réalisée sur le mode Selected Ion monitoring
sur les ions spécifiques des métabolites de la nandrolo-
ne et du standard deutéré. Les dosages pour la noran-
drostérone ont été réalisées apres avoir déterminé le
facteur de réponse de NA vis-a—vis de NE-ds.

Résultats

La méthode a été validée dans chaque centre selon le
protocole décrit par Jeanneau et coll. (23). Les limites
de quantification pour NA et NE, obtenues sont rappor-
tées dans le Tableau II.

La norandrostérone et la noretiocholanolone ont été
recherchées et quantifiées dans chacune des urines. Le
pourcentage des sujets excrétant de la norandrostérone
et de la norétiocholanolone est rapporté dans les figures
2 et 3, pour chaque centre. On constate que seuls 57
sujets sur 160 présentent dans leurs urines une concen-
tration de NA, supérieure a la limite de quantification
(35,6 %) et seuls 49 sujets sur 160 ont une présence de
NE, supérieure a la limite de quantification (30,6 %).
La figure 4 reprend les sujets, présentant une secrétion
de NA et de NE et rapporte les valeurs, minimale,
maximale et la moyenne.

Des tests statistiques ont été réalisés, apres avoir réali-
s€ un test de normalité de distribution, une analyse de
variance a montré que les tests X?, Hartley, et Neyman-
Pearson n’étaient pas applicables. L’utilisation d’un
test non paramétrique : Kruskal et Wallis ont montré
que le moyennage des valeurs obtenues dans chaque
centre était possible car non significativement différent.
De nos résultats, une valeur de 1,265 ng/mL corres-
pondant a la moyenne géométrique plus 4 écart-types
est obtenue pour la norandrostérone, valeur bien infé-
rieure aux 2 ng/mL, retenue comme seuil de positivité
par le CIO. Pour la norétiocholanolone, la moyenne
géométrique plus 4 écart-types est de 0,625 ng/mL.

NA

100% 5

80% 4

S0%, 4

A0% o

2% 4

¥

L
Stranbourg
TOXLAG
Paris
1P Lilla

Prittect Pal
Pariz

CHR Limeges

CHR Lilie

|0<1LOQ @>Loa|
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Figure 4 : Nombre total de sujets présentant une détection
de NA et de NA avec les valeurs moyenne, minimale et maxi-
male.

Discussion

Les résultats obtenus dans cette étude multicentrique
confortent ceux rapportés par Dehennin et coll. (18) etLe
Bizec et coll. (24). En effet, Le Bizec et coll. (24) mon-
traient chez huit sujets volontaires la présence de noran-
drostérone a des taux compris entre 0,02 et 0,6 ng/mL, les
concentrations étant souvent comprises entre 0,1 et
0,3 ng/mL, et la non-détection de norétiocholanolone. De
méme, Dehennin et coll. (18) rapportent dans leur étude
effectuée sur 30 sujets masculins des taux de norandro-
stérone compris entre 0.01 et 0.32 ng/mL, avec une
moyenne géométrique de 0.078 ng/mL, valeur sensible-
ment identique a celle rapportée dans cette étude multi-
centrique. Par contre Dehennin et coll. ne détectaient pas
de norétiocholanolone (18).

Plusieurs hypotheses ont été formulées concernant
’origine de la nandrolone.

Debruyckere et coll. (20) ont montré qu’apres consom-
mation de viande provenant d’animaux traités par de la
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nandrolone, de petites quantités de métabolites de la
nandrolone pouvaient étre détectés dans les urines des
sujets consommateurs. Concernant cette possible
ingestion de viande contaminée, selon les statistiques
des laboratoires de référence de I’Union Européenne,
les taux de résidus de nandrolone dans la viande des
animaux traités n’excédent pas 100 ng/Kg. On peut
donc en déduire que la quantité de viande qui devrait
étre consommé pour atteindre les valeurs de I’ordre de
2 ng/mL serait de 1’ordre du Kg (18, 24).

Le Bizec et coll. incriminent également la consomma-
tion de foie de sanglier non castré, il a en effet été
démontré que le jeune sanglier produisait naturelle-
ment de la nandrolone (12, 13). Van Ginkel et coll. (26)
trouvaient chez cet animal des taux de 23 et 200 mg/g
de foie. Méme, si cela semble improbable, on ne peut
éliminer cette hypothése, de la viande de porcs non cas-
trés pouvant €tre introduite dans des plats cuisinés.
Mareck-Engelke et coll. (19) ont montré aprés prise de
nandrolone par voie orale (20ug), que la concentration
de norandrostérone diminuait rapidement. Pour une
femme, aprés 8 heures, on se retrouve sous la limite de
détection admise (Sng/mL) et pour un homme, apres
15 h (2ng/mL),

L’origine physiologique ne doit pas non plus &tre négli-
gée puisque la production naturelle de nandrolone et de
ses métabolites a été démontrée chez le cheval, le san-
glier, les femelles gestantes (vache, brebis, chévre). 11
en est de méme chez la femme enceinte (23).

De plus des préparations enzymatiques in vitro, de tis-
sus riches en aromatases permettent la production de
19 nortestostérone et de 19 norandrostenedione (folli-
cule ovarien et placenta) (Figure 5). On peut suspecter
la production de 19 norstéroides par d’autres tissus.

Il a été aussi démontré que dans certaines conditions,
tels qu’un effort physique violent, la concentration de
19 NA pouvait étre augmentée d’un facteur 3 (24). On
peut donc imaginer qu’apres des efforts intenses ou des
périodes de déshydratation on peut obtenir des valeurs
plus élevées en NA.

Les métabolites de la nandrolone (Figure 5), se retrou-
vent aussi apres consommation de précurseurs stéroi-
diens utilisés illégalement en France dans le cadre du
dopage (22). Si la prise de DHEA, de 4-androsténedio-
ne, et de S-androstenedione ne conduit pas a I’excrétion
de NA et de NE, le 19-norandrosténediol et la 19-
norandrosténedione produisent I’excrétion massive de
NA et de NE dans des rapports variables au cours du
temps. Il faut également signaler que des gélules de 4
et 5-androsténediol commercialisés au USA induisent
une faible excrétion de NA et de NE dans des rapports
souvent inversés et a des concentrations proches de
celles observées chez des sportifs contrbl€s positive-

tMoriAndrosiérone

ment (22). Dehennin et coll avaient aussi montré que la
19 norandrosténedione produisaient les mémes méta-
bolites que la nandrolone (18). Ceci n’est pas surpre-
nant puisque I’on sait qu’il existe un équilibre entre tes-
tostérone et androstenedione, cet équilibre doit se
retrouver sur les formes 19 déméthylées (figure 5).
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Figure 5 : Schéma métabolique simplifié des stéroides
androgeénes.

Conclusion

On peut dire que le sujet non traité par des stéroides
anabolisants excréte dans ses urines de faibles quanti-
tés des métabolites de la 19-nortestostérone, d’origine
endogéne. Ce résultat devrait étre confirmé sur un
nombre plus important de sujets incluant des athlétes a
Pentrainement et lors de compétition. De plus, on ne
peut sous-estimer les effets d’une possible induction
physiologique de la syntheése des 19 norstéroides ou
I’existence de polymorphismes génétiques des
enzymes impliqués dans les voies métaboliques de ces
19 norstéroides, qui expliqueraient 1’existence possible
de plus hautes concentrations de NA et de NE chez cer-
tains individus.

I1 faudrait également faire la distinction entre la prise
de substances venant de la viande contaminée par la
nandrolone et la prise de préparations dopantes, afin
d’éviter les faux positifs et la protection des athlétes.
Différentes solutions ont déja vu le jour Donike a pro-
posé d’utiliser le rapport dans I'urine de la concentra-
tion de 19-nortestostérone sur la somme des concentra-
tions d’androstérone et d’étiocholanclone (24). Le
Bizec et Coll. (24) proposent d’utiliser le rapport 19-
NA/19-NE qui a été trouvé entre 3 et 5 chez des spor-
tifs dopés alors que dans I'urine le rapport est de 2,57
(7). Enfin I'utilisation de la spectrometrie a haute réso-
lution devrait en utilisant les rapports isotopiques
13C/12C permettre de différencier une prise de nandro-
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lone ou d’autres stéroides anabolisants. En effet, ce
rapport pour les stéroides synthétiques est générale-
ment plus bas que celui des stéroides endogeénes cor-
respondants (27). Ce rapport en cas de prise exogene
diminuerait dans l'urine. Enfin, des études endocri-
niennes similaires a celles effectuées dans le cas de sus-
picion de prise de testostérone devraient étre effectuées
sur plusieurs échantillons d’urines collectés sur plu-
sieurs jours. Si les concentrations de métabolites dimi-
nuent rapidement, on pourrait conclure a la prise de
nandrolone, dont 1’origine serait alimentaire. Dans le
cas d’une injection de nandrolone, on ne constaterait
qu’une faible variation de ces concentrations en fonc-
tion du temps (19).
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