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Sports et activités physiques
sont largement encouragés par
les autorités sanitaires pour
leurs bienfaits sur la santé et
la qualité de vie. Le sport peut
cependant présenter quelques
aspects négatifs, dont le
recours a l'usage de certaines
substances ou méthodes qui
permettent d'accroitre artifi-
ciellement les capacités phy-
siques et psychologiques. On
parlera de «dopage » si et seu-
lement si ces substances et/
ou méthodes figurent sur la
Liste des interdictions publiée
chaque année par U'Agence
Mondiale Antidopage (AMA].

Le dopage est contraire aux
valeurs du sport. En outre,
il met en danger la santé de

millions de jeunes athletes
dans le monde. Les controles
antidopage constituent l'un
des deux piliers, avec l'édu-
cation, de la lutte antidopage.

Les contrdles
antidopage : principe

Ces contrdles consistent a
rechercher la présence de subs-
tances interdites et/ou de leurs
métabolites ou marqueurs dans
des échantillons biologiques
(urine, plasma/sérum, goutte
de sang séché) fournis par les
sportifs et prélevés en compé-
tition ou hors compétition.

Lors d'un prélévement uri-
naire, l'urine est répartie dans
deux flacons A et B; lors d'un
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Déroulement des contréles antidopage.

prélévement sanguin, deux
tubes A et B sont prélevés. Les
échantillons, anonymisés [le
laboratoire ne connait jamais
Uidentité des personnes sur
lesquelles les échantillons ont
été prélevés), sont envoyés
pour analyse, a un labora-
toire antidopage. Il en existe
une trentaine environ dans
le monde. Ils possédent une
double accréditation :

e Accréditation ISO/IEC-
17025, norme internationale
qui garantit que le personnel,
les instruments et les locaux
sont aptes a la réalisation des
analyses et que l'on peut avoir
confiance dans les résultats
rendus par le laboratoire.

e Accréditation AMA, plus
contraignante, quiimplique que
le laboratoire travaille selon
le «Standard International
pour les Laboratoires» (SIL]

édité par UAMA et dont les
régles imposent entre autres
un «niveau minimal de per-
formances requises» et la
participation au «programme
d'évaluation externe de la
qualité» de UAMA. Ce der-
nier consiste en des tests en
simple aveugle (le labora-
toire sait que les échantillons
sont envoyés par UAMA) et en
double aveugle (le laboratoire
ne sait pas que les échantillons
sont envoyés par 'AMA] tout au
long de l'année.

Les contrdles sont effectués
uniquement sur l'échantillon A,
'échantillon B étant réservé a
une contre-expertise en cas
de contestation de résultats
positifs par l'athlete.

Les analyses sont réalisées en
deux temps : une procédure
d’analyse initiale ou screening
destinée a rechercher la pré-
sence de 'ensemble des subs-
tances interdites, suivie d'une
analyse de confirmation en cas
de soupcons de présence d'une
ou plusieurs de ces substances
(Figure 1). Le laboratoire doit
fournir des résultats analy-
tiques avec une interprétation
sans équivoque et éviter de
faire de «faux positifs ».

Qu’il s'agisse du screening
ou de l'analyse de confirma-
tion, un contréle se déroule
en trois étapes : préparation
de l'échantillon, dont le but
est d'enlever un maximum
de substances interférentes,
d'extraire et (généralement)
de concentrer "échantillon;
séparation des divers compo-
sés contenus dans l'échan-
tillon et, pour terminer, leur
identification.

Une des difficultés des
contrdles antidopage réside



dans le nombre et la variété
des substances a détecter. La
Liste des interdictions com-
porte environ 300 substances
auxquelles il faut ajouter leurs
métabolites, quelques compo-
sés non interdits mais ayant
un métabolite commun avec
des substances interdites et
des substances permettant de
s'assurer de la bonne conser-
vation de l'urine, soit plus de
700 molécules au total. Ces
composés sont des médica-
ments ou candidats médi-
caments, appartenant a des
catégories aussi différentes
que celles d'agents anaboli-
sants, d'agents stimulant U'éry-
thropoiese, d'agents modifiant
les activités de l'activine et de
la myostatine, par exemple.
Ces substances, qui vont des
composés gazeux (le xénon)
et inorganiques (le cobalt) et
autres composés de faible
masse moléculaire, aux molé-
cules organiques protéiques
de masse moléculaire élevée,
possédent des propriétés phy-
sicochimiques (polarité, pro-
priétés acidobasiques) trés
diverses. Ces caractéristiques
sont de grande importance
dans la préparation de l'échan-
tillon et la séparation et l'iden-
tification des composés.

Une deuxieme difficulté est
le faible volume d"échantil-
lon, environ 45 ml, sur lequel
le laboratoire doit travailler,
sachant qu'une recherche
d’érythropoiétine (EPO) et/ou
de ses analogues, ou encore la
confirmation de l'apport exo-
gene de stéroides endogenes,
peut nécessiter plus de 10 ml
d'urine.

Le fait que ces analyses
doivent étre effectuées dans
des temps relativement courts,
en général 10 jours ouvrables,

parfois en 24 ou 48 heures lors
de grandes compétitions, et a
un colt raisonnable, constitue
un challenge supplémentaire.

On comprend donc que le
dépistage de ces substances
ne peut pas étre «optimisé»
pour chacune d’entre elles et
qu'il faut trouver des méthodes
de préparation de l'échantil-
lon, de séparation des com-
posés et de leur identification,
aussi génériques que possible,
mais en respectant les mini-
mums de performances requis
par LAMA.

L'apparition au début des
années 2000, a coté du cou-
plage chromatographie
gazeuse-spectrométrie de
masse (GC-MS), d’instruments
couplant la chromatographie
liquide a la spectrométrie de
masse en tandem (LC-MS/MS),
s'est révélée révolutionnaire
pour le dépistage antidopage.
Cette stratégie analytique a
permis de développer et d'ap-
pliquer des méthodes de tests
multi-analytes qui rendent
possible la détection de plu-
sieurs centaines de subs-
tances en une seule injection
(plus de 200 par GC-MS/MS,
plus de 500 par LC-MS/MS])
et constituent environ 95 %
des analyses. Les hormones
de masse moléculaire élevée
sont, quant a elles, recher-
chées par immunodosages
ou par électrophorese, et le
dépistage du dopage génétique
par PCR (Figure 2).

La Liste des interdictions
évoluant chaque année, les
laboratoires doivent réguliére-
ment incorporer de nouvelles
molécules dans leur recherche
(Figure 3), si possible dans les
protocoles existants. Cela
implique des modifications
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matographie(gazeuse ou liquide)
- spectrométrie de masse

(95% des analyses)
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Transfusion sanguine homologue : cytométrie de flux
Dopage génétique : PCR
Formule sanguine : analyseur d’hématologie (Sysmex XN)
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Méthodes analytiques pour les contréles antidopage.

D’aprés Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 205 (2021).
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Bref apercu de la mise en ceuvre et du développement des méthodes
de test antidopage pour certaines substances interdites et des méthodes
de dopage.

régulieres de ces protocoles
et leur revalidation, ce qui
constitue un challenge sup-
plémentaire.

Les controles
antidopage : limites

Malgré les efforts des analyses
antidopage et l'augmentation
continue de la sensibilité des
techniques de détection, il
existe encore des substances
et des méthodes dopantes qui
sont difficilement détectables
par les tests antidopage :

e hormones peptidiques a demi-
vie courte ([desmopressine et

analogues et leurs facteurs de
libération);

e stéroides androgenes anabo-
lisants (SAA) endogenes admi-
nistrés de facon exogene (type
testostérone);

e protéines et peptides recom-
binants dont les structures
moléculaires sont identiques
aux endogénes (insuline, IGF-
1);

e microdoses de tout ce qui
précede;

e transfusions sanguines
autologues (également en
association avec des micro-
doses d'agents stimulant
érythropoiése).

Il est possible de différencier
stéroides endogenes et sté-
roides endogénes adminis-
trés de facon exogéne grace
au couplage chromatographie
gazeuse-combustion-spectro-
métrie de masse de rapport
isotopique (GC-C-IRMS). Il
existe en effet une différence
de composition en C entre
ces deux classes de stéroides,
les stéroides endogénes étant
plus riches en "*C, mais cette
analyse est longue (2-3 jours)
et nécessite un volume



conséquent d'urine; elle est
donc réservée a la confirma-
tion. En outre, elle n'est pas
applicable a Uinsuline, U'IGF-1
ou encore U'AICAR.

Les analyses antidopage sont
basées sur une approche
ciblée, c'est-a-dire sur la
recherche de substances dont
on sait qu’elles sont utilisées
dans le dopage. Elles ne per-
mettent pas la détection de
substances et/ou d'agents
masquants encore inconnus,
ni celle des «designer drugs »,
substances ressemblant a des
composés connus, mais dont
la structure a été volontaire-
ment légeérement modifiée
pour échapper aux contréles.
Généralement, on apprend
l'usage de ces substances par
des saisies douaniéres, des
dénonciations ou encore par
une veille sur Internet.

Les controles
antidopage : solutions
actuelles

3.1. La spectrométrie
de masse haute résolution

Pour tenter de pallier l'absence
de détection de substances
non ciblées, les laboratoires
utilisent, pour le screening,
des couplages chromatogra-
phie-spectrométrie de masse
haute résolution (GC-HRMS;
LC-HRMS). La HRMS offre
une précision et une sensibi-
lité inégalées, ce qui en fait un
outil précieux pour les ana-
lyses complexes. Ces appa-
reils permettent l'acquisition
de données non ciblées qui
sont stockées et peuvent étre
utilisées pour la détection
rétrospective de substances
inconnues au moment de
l'analyse des échantillons.

3.2. La conservation
des échantillons pendant
une période de dix ans

Lors des grandes compé-
titions (Jeux olympiques,
championnats du monde,
grands tours cyclistes, etc.],
les échantillons prélevés
pour les contrdles antidopage
sont conservés pendant dix
ans. Les méthodes de détec-
tion étant constamment
améliorées et actualisées,
cette possibilité de stockage
offre la possibilité de refaire
des tests lorsque des infor-
mations sur de nouveaux
agents dopants ou de nou-
velles méthodes de détection
sont disponibles. La nouvelle
analyse des échantillons
recueillis a Pékin 2008 et a
Londres 2012 a, jusqu’a pré-
sent, permis de détecter plus
de 130 violations des regles
antidopage, ce qui souligne
clairement lefficacité d'un
tel programme pour assurer
une détection plus efficace
tout en ayant un effet dis-
suasif.

3.3. Le passeport biologique
(PBA) de lathléte

Le PBA a été introduit pour
compléter l'approche antido-
page directe en apportant une
preuve indirecte de l'utilisation
possible de substances ou de
méthodes interdites.

Son principe est basé sur
le suivi au fil du temps de
variables biologiques spé-
cifiques (biomarqueurs) qui
sont a la fois scientifique-
ment et légalement robustes,
et qui indiquent l'utilisation
d'une substance ou encore
d’'une méthode interdite. De
la méme maniére que les
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Valeurs de référence
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A. Visualisation de l'ajustement du domaine de valeurs normales
de population, ici de 'hémoglobine, au domaine de valeurs normales

de l'athléte.

B. L'échantillon 8, pourtant dans le domaine de valeurs normales
de la population, semble anormal pour 'athléte et sera soumis a 'analyse

d’un expert.

biomarqueurs d'une mala-
die visent a détecter son
empreinte biologique, les bio-
marqueurs du dopage sont
utilisés pour détecter 'em-
preinte biologique du dopage.

Le PBA et ses directives
opérationnelles ont été mis
en place par 'AMA en 2009.
A cette date, il se composait
uniqguement du module héma-
tologique. En 2014, le module
stéroidien a été incorporé pour
surveiller les paramétres sté-
roidiens. Le module endocri-
nologique, introduit en 2023, se
concentre principalement sur

la surveillance des facteurs de
croissance, tels que l'hormone
de croissance (GH), le facteur
de croissance 1 ressemblanta
Uinsuline (IGF-1) et les subs-
tances permettant la libération
de la GH.

Chaque variable biologique
possede une variabilité natu-
relle inhérente qui doit étre
distinguée des effets du
dopage. Cette variabilité a
une composante biologique
et une composante analytique,
la premiéere étant éventuel-
lement affectée par lactivité
physique de l'athléete. L'enjeu
clé de la détection indirecte du
dopage est donc la distinction
entre variabilité naturelle et
variations provoquées par le
dopage. Pour éliminer une
grande partie de la variabi-
lité biologique, les marqueurs
indirects du dopage sont éva-
lués de maniere longitudinale
et le sportif devient sa propre
référence. Lorsqu'un premier
échantillon est collecté, des
seuils supérieurs et inférieurs
sont déterminés avec des
références moyennes basées
sur la population. Ces limites
individuelles sont ensuite
adaptées progressivement
en fonction des valeurs de
chaque athlete, au fur et a
mesure que des échantillons
supplémentaires sont préle-
vés (Figure 4).

Le PBA a prouvé son effica-
cité, et pas seulement par
son effet dissuasif, méme si
les matrices utilisées pour
la surveillance longitudinale
(urine et sang] sont sou-
mises a de nombreux facteurs
confondants intrinséques (par
exemple génétiques) et extrin-
seéques (conditions environne-
mentales).



Les contradles
antidopage :
les perspectives

4.1. Anticiper
le détournement
de nouvelles substances

Les études sur le protéome et
le peptidome humain ont ouvert
de nouvelles options théra-
peutiques. Le développement
d’anticorps monoclonaux, de
protéines thérapeutiques et
de médicaments peptidiques
a fait de grands progrés au
cours de la derniére décen-
nie grace aux nouvelles tech-
nologies de production. Une
grande variété de peptides
naturels et modifiés, couvrant
de multiples domaines thé-
rapeutiques, a été obtenue.
Les thérapies protéiques/
peptides approuvées et expé-
rimentales comprennent plu-
sieurs candidats médicaments
dotés de propriétés pouvant
potentiellement améliorer les
performances sportives. Les
laboratoires doivent assurer
une veille scientifique de facon
arepérer ces candidats médi-
caments susceptibles d'étre
détournés de leur usage théra-
peutique a des fins de dopage
et mettre en place des tests
permettant leur dépistage.
L’AMA a su sensibiliser l'in-
dustrie pharmaceutique a ce
probléme de détournement de
substances et, bien souvent,
les laboratoires peuvent avoir
accés a ces nouvelles molé-
cules encore en étude précli-
nique, et mettre au point des
tests de dépistage avant leur
mise sur le marché. Un bon
exemple est celui des modu-
lateurs des récepteurs aux
androgénes (SARMs), subs-
tances anabolisantes dont
aucune n'a a ce jour obtenu

d’autorisation de mise sur le
marché, mais qui sont régu-
lierement détectées lors des
controdles antidopage.

4.2. Améliorer la détection
par le dépistage ciblé

Cette amélioration peut
se faire par une meilleure
connaissance du métabolisme
des substances. La découverte
de métabolites en tres faible
concentration, mais demeu-
rant plus longtemps dans
'organisme (métabolites long
terme), a permis ces derniéres
années d'augmenter la fenétre
de détection de certains SAA,
la faisant passer de quelques
jours a une ou plusieurs
semaines, selon la substance.

L'amélioration de la sensibilité
et de la spécificité des ana-
lyses reste un objectif majeur
des laboratoires antidopage.
L utilisation d'anciennes
méthodes améliorées pour-
rait permettre d'accroitre la
sensibilité et la spécificité de la
détection, par exemple :

e la chromatographie en phase
supercritique couplée a la
spectrométrie de masse en
tandem (SCF-MS/MS);

e ou de nouvelles méthodes
telles que le couplage chro-
matographie liquide - mobilité
ionique - a la spectrométrie de
masse haute résolution masse
précise (LC-IM-HRAM/MS], au
pouvoir de résolution élevé et
qui permet la détection d’ana-
lyses a de faibles concentra-
tions et l'identification précise
des composants, méme s'ils
ont une masse moléculaire
similaire.

Cependant, l'augmentation
de la sensibilité analytique
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conduit aussi a l'augmenta-
tion de la mise en évidence
de dopages par inadvertance
a linstar des contaminations
par les aliments (Clenbutérol
et autres promoteurs de
croissance dans les viandes,
Clomiféne dans les ceufs,
Higénamine dans certaines
plantes) ou encore par contact
par la peau [SAA), la salive
(SAA), la cocaine ou le liquide
séminal (SAA, anti-cestro-
génes).

4.3. Développer
des méthodes analytiques

Le développement de
méthodes analytiques permet
en effet de répondre a un large
éventail de substances sans
limiter U'objectif a lavance
(analyses non ciblées).

La méthode de dépistage ciblé
actuellement utilisée dans le
controle du dopage nécessite
des modifications fréquentes
(ajout de substances supplé-
mentaires a la liste, nouveaux

Genome

Transcriptome =

Hormones

Proteome = Environment

Specific signatures of
Metabolome Tra
Proteome
Altered Metabolome
Transcriptome /
Proteome
Metabolome

Les méthodes «omiques » (d’aprés Current Pharmaceutical Analysis,
2018, vol. 14, n° 3].

métabolites) et de posséder
une référence pour mettre
en place le screening. Des
méthodes non ciblées qui
permettent d'identifier toutes
les substances d’'une méme
famille - par exemple, recher-
cher la présence de SAA en
mesurant l'activité androgé-
nique d'un échantillon - ont
été proposées. La possibilité
d’identifier toutes les subs-
tances présentes dans un
échantillon, y compris celles
dont on ne soupconne méme
pas l'existence, est l'objectif a
atteindre : l'évolution récente
de la spectrographie de masse
a haute résolution et la mise
au point d'algorithmes d’ana-
lyse des données de masse
pourraient constituer une
avancée significative dans ce
domaine.

4.4, Les méthodes
«omiques »

Les substances médicamen-
teuses agissent sur nos genes,
nos protéines, et 'ensemble
de notre métabolisme ou
métabolome' (Figure 5).

Les effets de ces actions
- activation ou répression du
fonctionnement des génes,
augmentation ou diminution de
la production de certaines pro-
téines, ou de certains méta-
bolites - peuvent étre étudiés
respectivement par la trans-
criptomique, la protéomique
et la métabolomique.

Leur usage, et plus particu-
lierement celui de la métabo-
lomique, a suscité beaucoup
d’espoir quant a la découverte

1. Ensemble de petites molécules
telles que acides aminés, sucres,
acides gras, triglycérides, hor-
mones, vitamines...



de nouveaux biomarqueurs du
dopage, mais ces méthodes
manquent encore de spé-
cificité pour différencier les
effets produits par le recours
a des substances/méthodes
dopantes de ceux dus a
d’autres causes, notamment
environnementales (mode et
lieu de vie, alimentation, exer-
cice physique...).

4.5. Le dopage génétique

Le dopage génétique fait réfé-
rence a l'utilisation de tech-
niques de génie génétique pour
améliorer les performances
sportives. Il existe plusieurs
méthodes, et plusieurs types
de dopage génétique, chacune
présentant ses propres avan-
tages et inconvénients :

e | athérapie génique implique
l'introduction d’une copie saine
d'un géne dans les cellules
d'une personne.

¢ | a modification épigénétique
implique de modifier la facon
dont les génes sont exprimés
sans changer la séquence
d’ADN réelle. Par exemple,
en modifiant les étiquettes
chimiques [telles que les
groupes méthyle) attachées a
U'ADN, il serait possible d'acti-
ver ou de désactiver des génes,
ce qui peut affecter les perfor-
mances sportives.

e | 'édition génétique implique
l'utilisation d'outils molécu-
laires tels que CRISPR/Cas?
pour modifier avec précision
la séquence d’ADN d'un orga-
nisme. L’'édition génétique
pourrait étre utilisée pour
améliorer les performances
sportives en introduisant des
mutations bénéfiques ou en
supprimant celles qui sont
nuisibles.

Les cibles du dopage géné-
tigue sont les génes qui
régulent la performance spor-
tive ou l'apparence physique.
Ceux-ci incluent des génes
qui controlent la croissance
musculaire (ex. : hormone de
croissance, IGF-1, FST, MSTNJ,
le métabolisme de l'oxygene et
U'endurance (ex. : EPO, VEGF).
Le dopage génétique vise a
introduire ou a modifier ces
genes cibles pour améliorer
les performances sportives
au-dela des limites normales.
Le transfert de séquences
d’ADN transgénique peut étre
réalisé a l'aide de diverses
stratégies, notamment lutili-
sation de systéemes de vecteurs
viraux recombinants (tels que
les systemes adénoviraux ou
viraux adénoassociés, AAV) ou
de vecteurs non viraux (tels
que les plasmides bactériens
ou les ADN en minicercle].
Bien que les vecteurs viraux
restent les systemes de vec-
teurs de thérapie génique les
plus couramment utilisés en
raison de leur efficacité de
transduction plus élevée et de
leur expression plus stable, les
plasmides, dont la « construc-
tion» est plus simple, sont tou-
jours utilisés dans un nombre
important d'essais cliniques de
thérapie génique, et les théra-
pies géniques basées sur les
plasmides sont déja entrées
sur le marché pharmaceu-
tique. L'application pratique
de la thérapie génique dans
le sport devient un scéna-
rio de plus en plus probable.
Fin 2003, deux produits a
base de plasmides supposés
contenir 'un des génes d'EPO,
l'autre des génes d'IGF-1, et
destinés a étre injectés par
voie intramusculaire, ont été
trouvés sur Internet. Des tests
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de dépistage faisant appel a la
technologie PCR existent déja,
mais les laboratoires antido-
page travaillent a leur amé-
lioration : augmentation de la
sensibilité, détection simul-
tanée de plusieurs genes en
une seule analyse, réduction
du temps d’analyse.

4.6. Lintelligence artificielle
(IA)

Les tests de dopage générent
de grandes quantités de don-
nées : par exemple, les échan-
tillons de sang et d'urine
prélevés en compétition et hors
compétition sur de longues
périodes et analysés dans des
laboratoires a la recherche de

ou de méthodes d'entraine-
ment illégales. D'autres infor-
mations relatives aux athlétes
sont également recueillies : les
contrdles antidopage pouvant
avoir lieu n'importe ou et a tout
moment, les sportifs sont tenus
de communiquer les informa-
tions de leur localisation, ce qui
permet de situer 'athléte pour
des controles hors compétition.
Toutes ces données pourraient
étre introduites dans les sys-
temes d'IA pré-entrainés pour
vérifier les signes de manipula-
tion et cibler les tricheurs.

Malheureusement, U'IA pour-
rait aussi contribuer a la créa-
tion de substances dopantes
indétectables telles que les
«designers drugs ».

traces de substances interdites

Conclusion

Les avancées majeures dans les connais-
sances sur le métabolisme des médicaments,
les améliorations de linstrumentation analy-
tique, les analyses rétrospectives, la mise
en place du passeport biologique de lath-
lete ont considérablement limité les possibi-
lités d'usage de substances et de méthodes
de dopage. Néanmoins, il existe toujours des
substances et des méthodes qui ne sont pas
ou sont difficilement détectables et, davantage
que le dopage génétique, le nombre croissant
de nouveaux composés et candidats médica-
ments susceptibles de présenter des proprié-
tés ergogéniques et la production d"hormones
et de peptides identiques aux composés endo-
genes continuent de représenter un défi pour
les laboratoires de dépistage du dopage.
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