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Liste des abréviations

8-OHdG : 8-hydroxyguanosine

ADN : acide désoxyribonucléique

ADP : adénosine diphosphate

ATP : adénosine triphosphate

B-OH : bétâ-hydroxybutyrate

dROMs : reactive oxygene metabolites, métabolites réactifs de l’oxygène

CORT : corticostérone

CTE : chaîne de transport des électrons

GABA : acide gamma aminobutyrique

GLMM : generalized linear mixed model, modèle linéaire mixte généralisé

GPx : glutathione peroxydase

GR : globules rouges

GSH : Glutathion réduit

GSSH/GSSG : Glutathion oxydé

I.N.T : 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolium chloride

NRS : nitrogen reactive species, espèces réactives de l’azote

PCR : polymerase chain reaction, réaction de polymérisation en chaîne

ROS : reactive oxygen species, espèces réactives de l’oxygène

SOD : superoxyde dismutase

TMB : 3,3′,5,5′-tétraméthylbenzidine

TOOS : N-éthyl-N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)m-toluidine

XOD : xanthine oxidase
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Introduction

L’évolution de notre société moderne et industrialisée expose une grande majorité

d’entre nous à une multitude de stimuli stressants dans notre vie quotidienne, par exemple

liés à l’urbanisation croissante et à la densité humaine, mais aussi à la pollution.

Les animaux, comme les Manchots royaux, ne sont pas en reste dans leur environnement

naturel ; ils sont en effet soumis à de nombreux stresseurs, par exemple, lors de modifications

de leur habitat, de climat difficile, ou d’attaque de prédateurs...

Dans les modèles humains et animaux, l’exposition au stress est liée à l’augmentation

des taux d’hormones tels que les catécholamines et les glucocorticoïdes qui appartiennent à

deux axes physiologiques majeurs, l’axe sympatho-adrénergique et l’axe

hypothalamo-hypophysaire-surrénalien. Ces hormones favorisent la survie de l’individu par

des changements de comportements comme la fuite ou l’attaque (Cannon 1929) et des

changements physiologiques notamment la mobilisation des réserves énergétiques (Muck et

al. 1984 ; Wingfield et Romero 2011).

Chez de nombreuses espèces, les facteurs de stress environnementaux impactent

négativement les individus, conduisant généralement à une perte de performance

reproductive et de valeur sélective ainsi qu’une altération de la santé (Bonier et al. 2009 ;

Romero et al. 2009).

La corticostérone, le glucocorticoïde principal chez les oiseaux, est une hormone

centrale dans le maintien de l’homéostasie ; elle entre en jeu dans la gestion de l’équilibre

énergétique lors des variations saisonnières et diurnes (Mc Ewen et Wingfield 2003) mais

aussi lors de stress environnementaux aigus (Wingfield et Romero 2001 ; Clinchy et al. 2013)

ou prolongés (Clinchy et al. 2012) en réorientant l’énergie vers les fonctions essentielles.

Cependant, une exposition chronique à forts taux de glucocorticoïdes peut être délétère.

Au niveau cellulaire, une augmentation prolongée des glucocorticoïdes a été

caractérisée par une augmentation des niveaux de stress oxydant et un raccourcissement

accéléré des télomères (Slos et Stoks 2008 ; Costantini et al. 2011) pouvant potentiellement

expliquer un vieillissement accéléré (Costantini et al. 2014). Il existe également des effets

négatifs sur le système immunitaire.

23



Une exposition chronique aux glucocorticoïdes pourrait aussi impacter les

mitochondries présentes dans les cellules. En effet, la mitochondrie est le lieu de la

respiration aérobie et de production des espèces oxydantes. Elle pourrait donc avoir un rôle

central dans la réponse au stress et au stress oxydant (Picard et al. 2014). Néanmoins, notre

compréhension de la façon dont l’exposition au stress/aux glucocorticoïdes impactent

l’organisme et accélèrent le raccourcissement des télomères reste limitée et débattue d’un

point de vue mécanistique.

La pérennité des espèces animales dépend de leur capacité à s’adapter aux contraintes

de l’environnement pour subsister et se reproduire. De ce fait, des adaptations spécifiques au

stress environnemental pourraient exister. L’influence de l’exposition à ce stress sur le

vieillissement cellulaire et l’homéostasie serait susceptible de différer selon les espèces qui

ont évolué dans des conditions environnementales plus ou moins stressantes, mais aussi selon

les stratégies de cycle de vie des espèces.

Le Manchot royal est un oiseau vivant en région sub-antarctique. Lors de la

reproduction sur terre, son habitat naturel foisonne de facteurs de stress environnementaux :

météo difficile, prédation, voisins agressifs, parasites… (Côté 2000 ; Mangin et al. 2003 ;

Descamps et al. 2005). Il a été récemment identifié que les manchots royaux pourraient être

naturellement “équipés” pour prévenir l’augmentation du stress oxydant lors d’une exposition

aiguë au stress grâce à des changements adaptatifs des défenses antioxydantes endogènes et

un découplage de la chaîne respiratoire mitochondriale (Stier et al. 2019).

L’hypothèse de travail pour cette thèse est que le Manchot royal pourrait posséder des

mécanismes de protection pour éviter ou limiter l’influence négative de l’exposition

chronique à des niveaux élevés de glucocorticoïdes sur le raccourcissement des télomères.

Cette thèse a pour but d’investiguer les effets de niveaux élevés de corticostérone sur

les mécanismes énergétiques, le stress oxydant et le vieillissement cellulaire. Pour tester cette

hypothèse, des implants sous-cutanés de corticostérone (ou un placebo) ont été administrés en

2018-2019 à des manchots royaux sauvages se reproduisant dans l’archipel de Crozet dans le

cadre du programme #119 ECONERGY de l’Institut polaire français (IPEV).

24



Cette étude débute par des généralités et un exposé des conditions de vie du Manchot

royal, notre modèle d’étude ; la seconde partie évoque les grandes lignes du concept de stress

biologique et les modifications qu’il engendre sur les organismes. La troisième partie se

focalise sur un des effets du stress, le stress oxydant et ses conséquences. La suite de l’étude

se penche sur la partie expérimentale du projet avec, classiquement, une partie matériel et

méthodes, une présentation des résultats et une discussion.
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1. Aptenodytes patagonicus :
Le Manchot royal
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1.1. Généralités et systématique de l’espèce

Le Manchot royal a été décrit pour la

première fois en 1768 par T. Pennant (naturaliste

gallois) à partir de spécimens rapportés des îles

Malouines lors de l’expédition du Capitaine

MacBride. C’est le naturaliste britannique J.F.

Miller, qui attribua ensuite l’appellation actuelle

Aptenodytes patagonicus dans son ouvrage

Icones Animalium publié en 1778 (Stonehouse

1960).

Fig. 1 : Illustration du Manchot royal (Miller 1796).

Le Manchot royal est un oiseau marin trapu avec un corps profilé et fusiforme. Il ne

vole pas. Il mesure entre 85 et 95 cm de haut et pèse entre 12 et 14 kg. C’est une espèce

pouvant vivre jusqu’à 30 ans et dont la maturité sexuelle est atteinte à 4 ans. Le succès

reproducteur est faible : 40% des œufs pondus donnent naissance à un poussin qui survivra

jusqu’à son départ de la colonie. La mortalité des adultes est faible, autour de 4 à 10%

(Weimerskirch et al. 1992).

Le plumage du Manchot royal est identique chez les deux sexes : la partie dorsale du

corps est gris argenté, bordée de noir le long de la gorge et des flancs; la partie ventrale du

corps est blanche. La queue est courte et de couleur grisâtre. Les pattes sont noires et

palmées.
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Le Manchot royal est un oiseau appartenant aux Impennes, c'est-à-dire n’ayant pas de

rémiges, inapte au vol. L’unique ordre des Impennes forme les Sphenisciformes qui sont en

fait le groupe des manchots dont les espèces modernes forment la famille des Spheniscidae.

Cette famille regroupe 6 genres et 19 espèces regroupées par la perte de la capacité au vol au

profit de la capacité de nage.

Le genre Aptenodytes, qui signifie plongeur sans ailes, contient deux espèces : le

Manchot royal (Aptenodytes patagonicus) et le Manchot empereur (Aptenodytes forsteri).

Fig. 2 : Systématique d’Aptenodytes patagonicus

Souvent confondus, les deux espèces se différencient par leur localisation sur le globe,

le Manchot royal vit dans les îles australes tandis que le Manchot empereur se trouve sur le

continent Antarctique. Par ailleurs, les tailles varient ; le Manchot empereur est le plus grand

avec 120 cm de hauteur contre 90 cm pour le Manchot royal. De plus, les taches auriculaires

du Manchot royal sont de couleur jaune foncé/orange mais plus foncées que celles de

l’empereur et le plumage du poussin Manchot royal est de couleur marron, contrairement à

celui du poussin Manchot empereur qui est gris.
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Fig. 3 : Manchot royal et son petit (Crozet) Fig. 4 : Manchot empereur et son petit

© A. Joris © V. Silver

Chez les empereurs, seuls les mâles incubent l'œuf pendant 64 jours consécutifs sans

alimentation. Au contraire, chez le Manchot royal, les adultes couvent l'œuf en alternance

pendant environ 53 jours.

1.2. Distribution

On trouve le Manchot royal dans les archipels subantarctiques comme les îles

Kerguelen ou l'archipel de Crozet mais aussi dans les Îles des Shetland du Sud, Îles

Malouines, Géorgie du Sud, Archipel du Prince Édouard, Île Heard et Île Macquarie.

La population mondiale est estimée à 1.1 million de couples reproducteurs

(Weimerskirch et al. 2018). Les colonies sont pérennes et rassemblent des milliers

d’individus. Les sites se trouvent près de la mer où la neige et la glace sont inexistantes. Ces

oiseaux vivent essentiellement dans la mer, chassant dans les courants froids. Ils ne viennent

à terre que lors de la mue et de la reproduction.
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Les adultes arrivent sur les plages vers septembre/octobre pour la reproduction. Leurs

aires de reproduction comprennent la Terre de Feu, les îles Malouines, l'archipel de Crozet,

les îles Kerguelen et les îles au sud-est de l'Australie et sud-ouest de la Nouvelle-Zélande.

Fig. 5 : Répartition du Manchot royal (© Avibase )
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1.3. Un oiseau marin : contraintes d’un plongeur
1.3.1. Thermogenèse

Le manchot est un animal endotherme, il doit produire de la chaleur via son

métabolisme pour maintenir une température corporelle. Sur terre, les températures sont

relativement clémentes mais la forte humidité, le vent et la pluie augmentent fortement les

pertes thermiques.

La plongée augmente cette contrainte et crée un stress thermique important. L’eau

peut atteindre des températures légèrement négatives (Charrassin et Bost 2001), il y a alors

un fort différentiel entre le corps du manchot à 38°C et l’eau. L’animal est soumis à des

pertes thermiques par conduction et par convection entre les différents milieux où il se

déplace (terre, mer).

Le manchot est un animal parfaitement adapté à son milieu et à ces contraintes

thermiques, avec des adaptations telles que : morphologie favorisant un ratio surface/volume

faible, duvet isolant, extrémités réduites (loi d'Allen), tissu adipeux sous cutané, système

vasculaire d’échangeurs thermiques (Dégletagne 2011).

La thermogenèse peut être assurée par les frissons musculaires, mais également par

une thermogenèse sans frisson d'origine musculaire. Ce mécanisme est notamment utilisé par

le poussin du Manchot royal (Teulier 2010). La thermogenèse lors de la digestion est aussi un

mécanisme permettant de réchauffer l’organisme indirectement (Culik et al. 1996).

1.3.2. Hypoxie

Outre les contraintes thermiques et énergétiques, il doit faire face à un manque

d’oxygène lors de la plongée en apnée. Le manchot passe beaucoup de temps dans l’eau lors

des voyages alimentaires, les plongées sont longues et peuvent aller en profondeur (jusqu’à 8

min et 300 m de profondeur). Ces plongées sont alternées avec des périodes en surface

(généralement moins de 3 min) qui permettent une réoxygénation (Charrassin et al. 1998).

Cette inadéquation entre les besoins tissulaires et les apports en oxygène contraint l’animal à

se retrouver en situation anaérobie.
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Les manchots dépassent régulièrement les limites théoriques de plongée en aérobie

(Ponganis et Kooyman 2000). Ils accumulent alors de forts taux de lactates dont l’élimination

a un fort coût énergétique (Ponganis et al. 1997). Les tissus de l’animal entrent alors en

hypoxie renforcée par des hypoperfusions du fait d’une vasoconstriction périphérique qui

permet de garder de la chaleur au centre de l’organisme (Schmidt et al. 2006 ; voir thèse

Schmidt 2006).

1.4. L’alimentation du Manchot royal

Les manchots sont des oiseaux fortement adaptés à leur milieu marin, ils ont donc

développé des stratégies de pêche. Leurs capacités de nage exceptionnelles leur permettent

d’exploiter les ressources marines dans des zones plus profondes que la plupart des oiseaux

marins ce qui permet une distribution des ressources entre les espèces d’oiseaux marins. Un

des défis pour ces oiseaux marins est le coût de la recherche alimentaire, la nage et la

plongée étant plus lentes et plus coûteuses énergétiquement que le vol, coût d’autant plus

élevé que la colonie est éloignée des sites de pêche.

Le coût énergétique conséquent de la nage les contraint à s’alimenter sur des proies de

petite taille et vivant en bancs. Les voyages alimentaires sont particulièrement longs dans

cette espèce, en moyenne 12 jours, mais peuvent aller jusqu’à plus de 20 jours en mer.

Fig. 6 : Technique alimentaire du Manchot royal d’après V. Ridoux et al. (1988).
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Ils capturent les proies sous l’eau après course poursuite parfois sur de longues

distances (Bost et al. 2002). Ils peuvent pêcher à des profondeur de 50-240 m (Bost et al.

2002 ; Charrassin, Le Maho et Bost 2002) et au maximum durant 15 minutes. La pêche en

profondeur s’effectue la journée tandis que la nuit, les profondeurs n’excèdent pas 30 m

(Kooyman et al. 1992). Ils pêchent plusieurs heures par jour ce qui engendre une forte

dépense énergétique à couvrir, d’autant plus que la température de l’eau est basse.

Le Manchot royal se nourrit principalement de poissons pélagiques et

particulièrement de Myctophiidées, les poissons lanternes (Lectrona carlsbergi, Kreffichthys

anderssoni et Protomyctophum tenisoni). Il peut être amené à manger des céphalopodes en

moindre quantité (Ridoux et al. 1988 ; Rodhouse et al. 1998). La proportion de céphalopodes

consommés augmente durant l’hiver (Adams et Klages 1987).

En raison des zones de pêche et du type de proies, il ne semble pas y avoir de compétition

alimentaire avec les autres oiseaux marins vivant sur l’archipel.

Hormis les protéines, les acides gras et autres composés essentiels, on retrouve des molécules

antioxydantes comme la vitamine E, la vitamine C, le glutathion, les caroténoïdes,

l’ubiquinone dans l’alimentation des oiseaux marins notamment dans le krill (Tou et al. 2007

; Manchot Adélie : Beaulieu et al. 2010).

1.5. Un cycle d’alimentation particulier: le jeûne

Une alternance de phases de jeûne à terre et d’hyperphagie en mer chez le Manchot

royal est imposée par son cycle de reproduction.

Le cycle du Manchot royal est caractérisé par 3 jeûnes :

Durant la mue prénuptiale : le manchot ne peut pas plonger du fait de la perméabilité

de son plumage et vit alors sur ses réserves sur une période de 32 jours en moyenne (27-36 j)

(Barrat 1976 ; Cherel et al. 1988 a). La mue annuelle a lieu de novembre à janvier. A la suite

de la mue, les oiseaux partent en mer se nourrir pendant 2 à 5 semaines.
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Durant la période de reproduction, le manchot ne va pas se nourrir durant plusieurs

semaines c'est-à-dire de la parade nuptiale à la ponte. Une fois l'œuf pondu, le mâle effectue

la première rotation d’incubation. La durée du jeûne pour le mâle peut durer jusqu’à 54 jours

(38 jours en moyenne) (Cherel et al. 1988 a), tandis que la femelle part se nourrir après la

ponte.

Les poussins subissent eux aussi des phases de jeûne, une première fois durant

l’hiver austral où les parents n’effectuent plus de nourrissage et sont en mer ; la croissance du

poussin est alors stoppée durant à peu près 3 mois, pouvant aller jusqu'à 5 mois (Barrat

1976). Par la suite, les parents effectuent une seconde phase de nourrissage du poussin avant

qu’il n’entame sa mue, période pendant laquelle les parents ne l’alimentent plus : il est donc

contraint de jeûner une seconde fois.

Le métabolisme du jeûne est étroitement lié aux hormones qui régulent les apports et

sources énergétiques corporelles. Des variations d’insuline, glucagon mais aussi de

corticostérone ont été étudiées durant les différentes phases du jeûne (Cherel et al. 1988 b).

Le jeûne est aussi connu depuis une centaine d'années (Osborne et al. 1917) pour être

un facteur de longévité. Cependant, les mécanismes ne sont pas encore connus précisément

(voir J. Speakman : The Effects of Graded Levels of Calorie Restriction).

1.6. L’originalité du cycle de reproduction

Les oiseaux marins ont pour la plupart des conditions de reproduction très

contraignantes, ce qui engendre des caractéristiques de cycle biologique telles qu'ils ont des

petites couvées, un rythme de croissance lent, une fréquence d’alimentation des poussins

réduite et un faible taux de reproduction (Lack 1968). En moyenne, le taux de reproduction

est autour de 28-36% selon les études.

Lors de la période de reproduction, les parents sont monogames et l’accouplement a

lieu après une parade du mâle. Le cycle de reproduction est spécial, il dure 14-16 mois ce qui

équivaut à une reproduction deux fois tous les 3 ans (Stonehouse 1960 ; Barrat 1976 ; Jiguet

et Jouventin 1999).
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Fig. 7 : Cycle reproducteur du Manchot royal d’après Barrat (1976) et Stahl et al. (1985).

Le cycle de reproduction du Manchot royal débute entre septembre et décembre par

une mue prénuptiale. Cette phase dure entre 2 et 5 semaines.

Ensuite, les oiseaux partent en mer pour un voyage alimentaire prénuptial qui dure

de 15 jours à 3 semaines pour constituer des réserves énergétiques. Les adultes sont prêts à

s’accoupler au retour du voyage.

Fig. 8 : Cycle reproducteur du Manchot empereur détaillé d’après Descamps et al. (2002).

L’accouplement a lieu au sein de la colonie entre novembre et mars et dure deux

semaines durant lesquelles le couple jeûne. Après avoir choisi leurs partenaires et avoir

paradé, la copulation a lieu afin de créer un unique œuf qui éclot au printemps. La période de

ponte s’étale sur 4 mois. Les reproducteurs tardifs arrivent rarement à mener leur poussin

jusqu’au sevrage. Cela est dû au fait que les poussins tardifs n'atteignent pas un poids

suffisant avant l’hiver, où ils ne sont que peu, voire pas, nourris (Weimerskirch 1992).
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L’incubation de l'œuf dure 52-54 jours durant lesquels les parents alternent la garde

de l'œuf. Le mâle débute l’incubation tandis que la femelle part s’alimenter en mer. À peu

près 14 jours après, la femelle revient et le mâle à son tour prend la mer. Il y a ainsi une

alternance de rotations d’incubation et de voyages alimentaires pour les deux partenaires.

Durant l’incubation, l'œuf est maintenu sur les pattes de l’adulte et couvert par un repli de

peau abdominale très vascularisé et déplumé afin de transférer un maximum de chaleur.

Fig. 9 : Courbe de croissance d’un poussin de Manchot royal (Stier et al. 2014).

La croissance du poussin s’articule en trois parties, une première période de

croissance durant 3-4 mois, une période d’amaigrissement lorsqu’il est dans la crèche

durant l’hiver austral et enfin une seconde période de croissance qui se clôt avec la mue et

le départ en mer.

Après l’éclosion, le poussin sera nourri par régurgitation. Les aliments sont

conservés non digérés dans l’estomac des parents grâce à un peptide antibactérien, la

sphéniscine, permettant ainsi à l’adulte de nourrir le poussin sur une longue période en

attendant le retour de son partenaire (Thouzeau et al. 2003).

37



Les jeûnes sont fréquents et peuvent être longs. Vers l’âge de 25 à 35 jours, le poussin

arrive à thermoréguler ; les parents peuvent alors quitter la colonie en même temps pour

s’alimenter en mer. Les poussins sont alors rassemblés en crèches dans lesquelles ils peuvent

rester seuls durant les phases de recherche alimentaire des parents. Les jeunes manchots sont

capables de partir en mer à l’âge de 10 à 12 mois, après l’acquisition du plumage de

juvénile, et ainsi de se nourrir seuls (Barrat 1976).

1.7. Un oiseau très territorial

Lors de la rotation de reproduction, les adultes défendent près de 0.5 m² (Barrat 1976)

autour de l'œuf ou du jeune contre les prédateurs et mais aussi contre les autres manchots ; ils

restent très statiques autour de leur zone. Le manchot est un oiseau particulièrement

territorial, ils tendent à être plus agressifs envers leurs voisins lorsque le poussin est très jeune

et juste avant la formation des crèches (Coté et al. 1999).

Ce stress aigu lié à la défense territoriale a été souligné par une élévation du rythme

cardiaque durant les conflits entre voisins et des augmentations des taux de corticostérone

lors de la reproduction dans les zones de forte densité de population (Viblanc et al. 2012 ;

Viblanc et al. 2014). En effet, au centre de la colonie, le nombre et la densité de voisins

augmentent, il y a donc moins de distance entre les territoires de reproduction individuels des

oiseaux (Viblanc 2014). Les localisations des oiseaux dans la colonie modifient aussi leurs

comportements ; le taux de coups de becs et d’ailes augmente du bord vers le centre durant la

couvaison.

Les manchots peuvent passer jusqu’à 20% de leur temps à défendre leur territoire

avec près de 112 interactions agressives par heure (Coté et al. 1999). Les deux partenaires ne

montrent pas de différence d'agressivité en fonction du sexe.
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1.8. La pression des prédateurs

Les principaux prédateurs du Manchot royal en mer sont les Orques, les Otaries à

crinière et les Léopards de mer qui attaquent les manchots adultes lors des plongées ou sur

le rivage (Karine et al. 2013).

Sur terre, les Pétrels géants (Macronectes halli et Macronectes giganteus), les

Labbes bruns (Catharacta lonnbergi) et les Goélands dominicains (Larus dominicanus)

sont les principaux prédateurs des poussins et des œufs. Plus rarement, les adultes affaiblis ou

blessés sont attaqués par des Pétrels géants. Les Chionis s’attaquent parfois aux œufs voire

aux poussins des Manchots royaux.

La proie principale des Pétrels (82%) est le poussin lorsqu’il est dans les crèches.

Pour les Labbes, les œufs sont la proie majoritaire à 66% et les poussins couvés représentent

34% (Descamps et al. 2004). Les Pétrels attaquent plus lorsqu’il pleut et leur taux de réussite

est meilleur tandis que les Labbes ne semblent pas être affectés par les conditions

météorologiques. Les Pétrels chassent de jour comme de nuit (Le Bohec et al. 2003).

Concernant les lieux de prédation, il ne semble pas y avoir de différence pour les Labbes.

Pour les Pétrels, l’été, 80% des prédations réussies ont eu lieu sur la plage tandis que l’hiver,

70 % des prédations réussies ont eu lieu au centre de la colonie.

Sur 10 000 couples de cette colonie, le succès reproducteur est de 27% en moyenne

(Descamps et al. 2002), soit 7300 paires qui échoueront à se reproduire. La prédation est la

cause de l’échec dans 48 % des cas, en grande majorité à cause des Pétrels (85%), soit une

estimation de près de 3 900 poussins et œufs tués sur une année, près de 3000 par les Pétrels

géants et 900 par les Labbes (Descamps 2004).
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Fig. 10 : Schéma représentant la colonie de Manchots royaux de la baie du marin (Île de la
Possession ; Archipel de Crozet) (Descamps et al. 2009).

Tableau 1 : Caractéristiques des zones de reproduction du Manchot royal sur l’île de la Possession
(Descamps et al. 2009).
La prédation est accentuée sur les zones en hauteur ou basses (1 et 3 dans la figure 10).
Les tiques se trouvent plus sur la zone 1 en hauteur.
Logiquement le risque d’inondation est plus élevé en zone 3 basse près de l’eau.
Les agressions entre voisins sont plus prononcées en zone 2 centrale.

Pour des oiseaux vivant en colonie comme le Manchot royal, le modèle

“centre-périphérie” est admis ; c'est-à-dire que les oiseaux au centre d’une colonie seraient

dans un environnement de meilleure qualité et donc auraient un succès reproducteur supérieur

aux oiseaux en périphérie.
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Cela pourrait être dû aux contraintes liées à la localisation comme le parasitisme, la

prédation ou bien les agressions du voisinage (Coté 2000) (Fig. 10 ; Tableau 1), selon si l’on

se place en haut de la colonie, au centre ou en bas. Il faut également savoir que les zones

centrales sont les premières occupées par les oiseaux en début de saison, or un reproducteur

précoce a plus de chances d’élever un poussin jusqu’au bout. Cependant, les oiseaux en

périphérie seraient moins impactés par les variations météorologiques telles que les

inondations ou les tempêtes (Bried et Jouventin 2001).

Néanmoins, chez les Manchots royaux, il ne semble pas y avoir de différences

significatives quant au succès reproducteur selon la localisation du couple dans la colonie

(Descamps et al. 2009).

1.9. Maladies et parasitisme
1.9.1. Pathologies connues

Le Manchot royal peut être atteint par des maladies répandues chez les oiseaux. On

retrouve notamment la présence de certains virus comme la maladie de Newcastle

(paramyxovirus), les flavivirus, mais aussi des bactéries comme Bacillus spp., Chlamydia

spp. et l’agent de la maladie de Lyme, Borrelia burgdorferi ou des fungi comme Aspergillus

spp. (Clarke et Kerry 2000).

Cependant, il existe peu de données portant sur l’archipel de Crozet et l’île de la

Possession.

1.9.2. Ectoparasites

Les principaux ectoparasites retrouvés chez les Manchots royaux sont des tiques :

Ixodes uriae, probablement Ixodes kerguelenensis. Ces tiques peuvent transmettre des

pathogènes comme la bien connue Borrelia burgdorferi, agent de la maladie de Lyme.
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Dans une population étudiée, environ 50% des individus sont porteurs de tiques

(Gauthier-Clerc et al. 1999) et près de 14% des adultes sont porteurs d’anticorps contre la

borréliose de Lyme lorsqu’ils sont porteurs de tiques (soit 7% de la population adulte totale,

faible séroprévalence confirmée par Schramm et al. 2014). Il existe une forte variation

d’individus infestés en fonction de leur localisation dans la colonie, les zones périphériques

en hauteur seraient les plus touchées. Ils peuvent aussi être touchés par des poux broyeurs

comme Austrogoniodes brevipes ou Nesiotinus demersus (Murray et al. 1990).

1.9.3. Endoparasites

En captivité et dans la nature, certains individus de l’espèce sont infectés par le

protozoaire Plasmodium transmis par l’anophèle. Cependant, il est fort probable que les

conditions environnementales des îles sub-antarctiques ne permettent pas la transmission du

parasite. Dans le genre Aptenodytes, il n’y a pas d’autres parasites sanguins détectés

actuellement. Néanmoins, dans d’autres espèces de Sphéniscidés, on retrouve Leucocytozoon,

haemoproteus, Babesia, Trypanosoma, Microfilariae. D’après les aires de distributions des

vecteurs, Trypanosoma et Microfilariae ne devraient pas pouvoir atteindre les manchots de

l’archipel de Crozet (Vanstreels et al. 2016).

On trouve également chez le Manchot royal une multitude d’helminthes. Des

Cestodes sont décrits dans l'espèce : Tetrabothrius paulani (intestin), Tetrabothrius wrighti

(intestin), Stomadius spp. (estomac). Des Nématodes : Contracaecum spp. (gastrointestinal),

Contracaecum heardi (oesophage/estomac), Tetrameres wetzeli (oesophage/estomac). Ainsi

que deux acanthocéphales, Corynosoma hamanni / Corynosoma pseudohamanni (Clarke et

Kerry 2000 ; Fonteneau et al. 2011). Les espèces soulignées sont celles retrouvées à Crozet.

Tetrabothrius wrighi constitue près de 97.5% des vers trouvés avec une prévalence

d’infestation de 100 % dans l’étude de Fonteneau et al. (2011) se déroulant sur l’île de la

Possession, Crozet.
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1.10. Anthropisation et changement climatique :
un impact sur les manchots

Le réchauffement climatique impacte aussi les Manchots royaux. En effet, le Front

Polaire Antarctique, une zone de résurgence qui sépare les eaux antarctiques et

subantarctiques, recule vers le Sud éloignant les manchots de leur zone de pêche privilégiée

(Cristofari et al. 2018). De ce fait, la distance à parcourir entre la zone de pêche et le lieu de

reproduction est voué à s'accroître, laissant le poussin jeûner sur une durée encore plus

importante (Péron, Weimerskirch et Bost 2012). Le manque de nourriture engendré pourrait

faire baisser la survie des adultes (Olsson et van der Jeugd 2002). C’est ce que montre un

modèle qui prédit un déclin de la survie des adultes de 9% par 0.26°C de réchauffement (Le

Bohec et al. 2008).

Le climat à terre a aussi de fortes chances d’évoluer avec le réchauffement climatique

global, entraînant une augmentation de la fréquence des phénomènes météorologiques

extrêmes tels que des vagues de chaleur ou des inondations.

Certaines activités humaines telles que la pêche, les constructions ou bien les marées

noires peuvent aussi avoir des impacts sur la population (Moore, Robertson et Wienecke

1998). Actuellement, les manchots royaux ne sont dérangés que par la présence de 33

scientifiques en moyenne et d’une présence militaire à Crozet. Cela dit, le fort développement

du tourisme, notamment dans des zones reculées, pourrait fortement changer la donne et

impacter un peu plus les populations présentes.

On note également des maladies aviaires importées pouvant mettre en péril les

populations d’oiseaux, comme ce fut le cas du choléra aviaire avec le Gorfou sauteur du Nord

sur l’île d’Amsterdam. Le risque d’une épidémie de grippe aviaire H5N1 est toujours à

craindre sur ces territoires isolés.

Il y a probablement des impacts cachés de l’anthropisation avec le rejet de

microplastiques et de polluants organiques phosphorés dans l’eau qui impactent

directement les populations de krill et poissons, mais on manque actuellement de données

dans ce domaine.
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1.11. Un environnement stressant ?
Cette étude s’intéressera à l’animal lors de ses séjours terrestres entre deux voyages

alimentaires. Sur terre, il doit jongler entre différentes contraintes générant du stress et

pouvant impacter son cycle de vie :

● des contraintes météorologiques comme des températures en moyenne à 5°C

entraînant la nécessité de produire de la chaleur corporelle, la pluie quasi quotidienne

avec près de 2 500 mm d’eau de pluie par an, le vent très présent avec 100 jours par

an à près de 100 km/h, ainsi que des évènements plus extrêmes comme les tempêtes.

● des contraintes liées à son cycle reproductif notamment lors de l’incubation qui

engendrent des phases de jeûnes longues et répétées.

● ou encore des contraintes liées au territoire et à la place de l’individu dans la colonie

par rapport à ses voisins et aux conflits avec eux.

De plus, les Manchots royaux sont aussi soumis à la pression de la prédation des Pétrels et

des Labbes qui déciment les petits et les œufs dès qu’ils en ont l’occasion, ainsi que la

pression parasitaire et des autres pathogènes.

Fig. 11 : Schéma représentant les contraintes environnementales qui pèsent sur le Manchot royal.
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Les Manchots royaux font donc face à de nombreux défis environnementaux
lorsqu’ils se reproduisent sur terre. Ces événements aléatoires et répétés peuvent alors créer
du stress aigu et chronique chez les individus menant à des augmentations d’adrénaline,
noradrénaline et corticostérone, les hormones du stress.

Cependant, il faut garder à l’esprit que la majorité des stress perçus par les Manchots
royaux sont inhérents à leur environnement et à leur mode de vie. Les Manchots royaux ont
évolué dans cet environnement “stressant” et sont donc parfaitement adaptés à leur biotope.
D’autre part, depuis plusieurs années de nouveaux stress apparaissent notamment liés au
changement climatique : changement de la zone de chasse, phénomènes météorologiques
extrêmes… menant à une modification du biotope originel. Le développement du tourisme
est également à craindre, bien que limité et encadré actuellement, et un dérangement massif
en période de reproduction pourrait s’avérer dangereux pour l’espèce et engendrer un stress
alors inconnu à ce stade.
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2. La physiologie du stress
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Le stress est une notion introduite en 1936 par Hans Selye ; il le définit en médecine

humaine comme : “Agression de l’organisme par un agent physique, psychique, émotionnel

entraînant un déséquilibre qui doit être compensé par un travail d’adaptation ; agent qui

agresse ; tension nerveuse, contrainte de l’organisme face à un choc (événement soudain,

traumatisme, sensation forte, bruit, surmenage) ; état d’une personne soumise à cette

tension”.

Le stress est considéré comme une réponse non spécifique à toute demande qui lui

est faite face à un stresseur. Le mot « stress » désigne donc plusieurs concepts : l’agent qui

provoque la réaction, la réaction, l’état résultant de la réaction.

Le stress est traduit biologiquement par des réactions à court et à long termes de

l’organisme, notamment par la sécrétion d’hormones. Lorsqu’un stress est perçu par

l’individu/l’organisme, il est intégré par le cerveau (évaluation du risque, maîtrise du

risque…) puis des effecteurs entrent en jeu comme l’axe corticotrope, les systèmes nerveux

sympathique et parasympathique. Finalement, l’individu va s’adapter face au stress et

mobiliser les ressources nécessaires pour réagir.

Le phénomène de stress est considéré comme un dispositif de vigilance salutaire.

Cependant, toute sur-vigilance peut engendrer des dommages lorsque la quantité de

demandes dépasse la capacité de réponse du sujet.
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2.1. L’axe sympathique-adréno-médullaire

L’axe sympathique-adréno-médullaire ou axe sympatho-adrénergique est le premier

système à se mettre en route lors d’un stress aigu, en quelques secondes, avec la production

de catécholamines (adrénaline/noradrénaline). Les catécholamines permettent une réaction

rapide de l’animal et une mobilisation rapide des ressources énergétiques pour fuir ou

combattre le stress.

Fig. 12 : Représentation des axes sympathique et corticotrope en réponse au stress.
(http://www.medecine.unige.ch/enseignement/apprentissage/module3/pec/apprentissage/neuroana/stre
ss/stress2.htm)

Lors de la perception d’un stress, le locus coeruleus et la formation réticulaire

présents dans le bulbe rachidien (myélencéphale), qui sont formés de neurones

noradrénergiques, activent la division sympathique du système nerveux autonome (action

stimulatrice : réponse “combat ou fuite”) en libérant de la noradrénaline dans le système

nerveux central.
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Fig. 13 : Enchaînement de neurones du système sympathique.
(https://mystidia.com/resume-adam-m-roumani-sna/)

Ach :acétylcholine
NA : noradrénaline

Du système nerveux central part un groupe de fibres dans une voie descendante

(neurones vasomoteurs pré-sympathiques) qui innervent les neurones pré-ganglionnaires

sympathiques (acétylcholinergiques). Par la suite, les neurones post-ganglionnaires

(noradrénergiques) lorsqu’ils s’activent, permettent l’activation de la surrénale (mais pas

seulement), ce qui engendre une libération d’adrénaline dans le sang. Ici la noradrénaline

agit comme un neurotransmetteur au niveau des organes effecteurs.

Cet axe a donc une double action : une action sur le système nerveux central sur le

noyau paraventriculaire, ce qui contribue également au déclenchement de l’axe corticotrope,

et une action via les fibres sympathiques sur la médullosurrénale qui permet la production

d’adrénaline et de noradrénaline (20% de la production ; agit ici comme une hormone).
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2.2. L’axe corticotrope : un pilier du stress
Lors d’un stress aigu, nous avons vu que les catécholamines engendrent une réponse

immédiate en moins d’une minute. Dans un second temps, en moins de 10 minutes, les

corticostéroïdes entrent en ligne de compte (Sapolsky, Romero et Munck 2000).

L’axe corticotrope ou axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien constitue un des axes

endocriniens majeurs. Il est composé de trois structures principales : l’hypothalamus,

l’hypophyse et les glandes surrénales. L’axe est activé par divers stimulis : rythme circadien,

prise alimentaire, activité physique, stimuli homéostatiques ou externes.

Suite aux stimulis extérieurs (stress), des hormones (AVP, CRH, ACTH) et des

neurotransmetteurs (adrénaline, noradrénaline, GABA, acétylcholine, glutamate) vont être

produits dans le système nerveux central. Ces molécules vont stimuler le noyau

paraventriculaire de l’hypothalamus qui va libérer de l’AVP (vasopressine, hormone

antidiurétique) et de la CRH (cortico releasing hormone). Ces hormones vont circuler dans la

tige pituitaire par l’éminence médiane qui fait partie du système porte

hypothalamo-hypophysaire qui arrive dans le lobe antérieur de l’hypophyse.
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Fig. 14 : Axe corticotrope (Turnbull et Rivier 1999) : les premiers facteurs sont émis dans
l’hypothalamus, ils sont ensuite excrétés sur les cellules corticotropes de l’hypophyse ce qui engendre
la production ACTH. L’ACTH agit ensuite directement sur le cortex de la surrénale pour produire le
corticostéroïde majoritaire : la corticostérone chez les oiseaux.

Une fois dans l’hypophyse, la CRH va se trouver dans les capillaires de l’antéhypophyse et

va agir sur les cellules corticotropes qui vont à leur tour produire de l’hormone corticotrope

(ACTH: Adrenocorticotropic hormone). Cette ACTH va par la suite stimuler le cortex des

glandes surrénales qui vont alors produire des corticostéroïdes.

Le cycle possède un rétrocontrôle négatif à plusieurs niveaux : hypothalamus,

hypophyse et hippocampe, ce qui évite un emballement et permet un retour aux

concentrations basales de corticostéroïdes. Autrement dit, les corticostéroïdes produits vont, à

partir d’un certain seuil, freiner la production de nouveaux corticostéroïdes.
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2.3. La surrénale : production et fonctions
biologiques des hormones

Les surrénales sont des glandes endocrines situées au-dessus des reins. Elles ont un

rôle majeur dans les sécrétions lors de stress et dans la régulation de l’homéostasie

hydrosodée. Ici nous détaillerons seulement les productions liées aux réactions de stress.

Fig. 15 : Couches histologiques de la surrénale

(https://blogglophys.wordpress.com/2015/04/23/glande-surrenale/)
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La médullosurrénale sous l’action de stress aigu produit de l’adrénaline

(C9H13NO3)/noradrénaline (C8H11NO3) qui engendrent :

● Augmentation de la glycémie,

● Augmentation de la fréquence cardiaque,

● Vasoconstriction,

● Mobilisation des acides gras.

La médullosurrénale est aussi stimulée par le système nerveux sympathique (via

l'acétylcholine).

La partie périphérique de la surrénale, la corticosurrénale, produit des stéroïdes tels que :

● Zone glomérulée : minéralocorticoïdes dont l’aldostérone sous contrôle du système

rénine-angiotensine-aldostérone ;

● Zone fasciculée : produit la corticostérone (C21H30O4), stéroïde dominant chez les

rongeurs, les reptiles, les amphibiens et les oiseaux sous contrôle de la CRH / ACTH

et du cortisol ;

● Zone réticulée : produit des androgènes.

Nous nous intéressons plus précisément aux glucocorticoïdes, représentés majoritairement

par la corticostérone chez les oiseaux.

Les glucocorticoïdes ont des rôles dans (Munck et al. 1984) :

● le métabolisme énergétique :

○ Augmentation de la glycogénolyse et néoglucogenèse,

○ Inhibition de la consommation de glucose par les tissus périphériques,

○ Inhibition de la production d’insuline,

○ Augmentation du catabolisme protéique,

○ Mobilisation des acides gras,

● Fonction immunosuppressive : diminue les lymphocytes circulants ;

● Fonction anti-inflammatoire : diminue l’inflammation ;

● Potentialisation des effets du système sympathique : vasoconstriction ;

● Métabolisme musculaire et osseux : atrophie, ostéoporose ;
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● Déclenchement de la mise bas chez les Mammifères : augmentation du cortisol foetal
qui est transformé par le placenta en oestrogènes ; l’augmentation de cortisol stimule
la production de prostaglandines qui conduit à la production d’ocytocine et à la chute
des taux de progestérone ce qui induit la mise bas ;

● Croissance et développement: accélération de la croissance, maturation foetale ;

La corticostérone est aussi l’hormone dominante lors d’un stress chronique, elle

permet une adaptation de l’individu et une mémorisation des évènements stressants.

Les glucocorticoïdes agissent aussi sur le cerveau pour augmenter l’appétit (Feillet

et al. 2006), augmenter le comportement de recherche alimentaire (Astheimer et al. 1992 ;

Sapolsky et al. 2000) et l’activité locomotrice (Challet et al. 1995). Mais aussi, ils inhibent

certains comportements non vitaux comme la reproduction (Sapolsky et al. 2000).

La corticostérone a aussi d’autres fonctions spécifiques aux oiseaux : un fort taux de

corticostérone ralentit la croissance des plumes en période de mue, et donc allonge la période

où l’oiseau ne peut voler. Naturellement, les oiseaux ont des niveaux réduits de corticostérone

lors de la mue (Romero, Strochlic et Wingfield 2005).

Chez les poussins, elle a aussi cette action orexigène et bénéfique pour leur propre

survie : une augmentation de son taux entraîne une augmentation de la demande de nourriture

aux parents et un comportement agressif, ce qui se traduit par une plus grande chance

d'obtenir de la nourriture à court terme.

Cependant, à long terme, un taux de corticostérone augmenté lors du développement

du poussin peut impacter son fonctionnement cognitif (visualisation de la nourriture dans

l’environnement ; résolution de problèmes) et sa croissance (Kitaysky et al. 2003).
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2.4. Les théories du stress
2.4.1. Les pionniers des théories du stress

Le stress est un objet d’étude depuis le 19ème siècle notamment avec les travaux de

Bernard puis plus tard de Cannon et de Selye.

En 1865, Claude Bernard, suite à des observations sur le foie, émet l’hypothèse que

la capacité d’un organisme à maintenir un environnement constant où baignent les cellules du

corps (“milieu intérieur”) est essentielle à la vie indépendamment de l’environnement

extérieur.

Dans les années 1930/1940, Cannon a ensuite inventé le terme « homéostasie » qui

décrit la capacité d’un organisme à maintenir dans des plages acceptables des variables

physiologiques, comme la glycémie, la température centrale… Il décrit que l’organisme doit

posséder des détecteurs de ces variations et des phénomènes de régulation comme les

systèmes de feedback négatif et décrit le système sympatho-adrénalien.

Par la suite, il décrit les variations de sécrétions aiguës de la surrénale face à un stress,

avec la notion de “fight or flight” : lorsqu’un animal se trouve face à un stress, il a deux

types de réponse, soit il prend la fuite, soit il combat (Goldstein et Kopin 2009).

Dans les années 50/70, Selye définit le stress comme “la réponse non spécifique de

l’organisme à toute demande qui lui est faite”, l’agent agresseur lui-même étant qualifié

d’agent stressant.En 1956, il publie «The stress of life» et décrit le mécanisme du syndrome

d’adaptation comme «l’ensemble des modifications qui permettent à un organisme de

supporter les conséquences d’un traumatisme naturel ou opératoire».
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Il décrit 3 phases dans le syndrôme d’adaptation biologique :

- L’alarme : Fight or flight (Cannon 1929)

L'organisme libère des catécholamines dont l’adrénaline, pour se préparer, ce qui a pour effet

d'augmenter la fréquence cardiaque, la tension artérielle, les niveaux de vigilance, la

température corporelle…

- Persistance du stress : phase de résistance

Rapidement après, les glucocorticoïdes sont sécrétés dans le but d’avoir un apport d’énergie à

l’organisme pour affronter la situation.

- Prolongation ou intensification du stress : phase d’épuisement

Les capacités de l’organisme sont dépassées, l’autorégulation des glucocorticoïdes ne

fonctionne plus. L’organisme est imbibé d’hormones activatrices ayant, à ce stade, des effets

délétères sur la santé.

2.4.2. Emergency life-history stage : le stade

biologique d’urgence : une nouvelle réponse

au stress

Wingfield propose en 1998 la “Emergency life-history stage”: stade biologique

d’urgence (Wingfield et al. 1998), un ajout au “Fight or flight” de Cannon.

Il suggère donc que les animaux peuvent avoir un troisième type de réponse lors d’un

stress aigu. Cette réponse au stress interromprait le cycle biologique de l’animal pour

rediriger la physiologie de son organisme et son comportement pour survivre. Cette réponse

mettrait quelques minutes/heures à se développer et aurait des effets à long terme sur la vie de

l’animal pouvant aller de quelques heures à plusieurs semaines, avec par exemple des effets

sur sa reproduction.

Cet “Emergency life-history stage” pourrait être déclenché par l’augmentation de la

corticostérone. Ce mécanisme aurait pour but de se soustraire au stress par certains

comportements (désactivation des comportements territoriaux, recherche de refuge, fuite de

la source de stress, mobilisation des réserves énergétiques, abandon de la progéniture) et

favoriser la survie et le succès reproductif sur le long terme.
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2.4.3. Evolution de la notion d’homéostasie :

l’allostasie

Le principe de l’homéostasie soutient que pour maintenir la stabilité d’un organisme,

celui-ci doit maintenir tous les paramètres de son milieu intérieur constant. (Bernard 1865 ;

Cannon 1932). Les déviations hors des seuils normaux sont régulées automatiquement par

des systèmes de régulation efficaces.

Le concept d’allostasie tente d’étendre la vision de la notion d’homéostasie.

L’allostasie signifie “ la stabilité au travers du changement”; c'est-à-dire que l’organisme doit

faire varier tous les paramètres de son milieu intérieur afin de correspondre aux demandes du

milieu extérieur. Ces adaptations sont régulées via le cerveau qui centralise une réévaluation

continue des besoins et des ajustements autour de nouveaux seuils qui évoluent en

permanence (Eyer et Sterling 1988 ; Mc Ewen et Wingfield 2003). L’axe corticotrope, les

catécholamines et les cytokines sont alors les premiers médiateurs de l’allostasie.
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Fig. 16 : Schéma représentant les notions d’homéostasie réactive, d'homéostasie prédictive et de
surcharge homéostatique. (Roméro et al. 2009)
La gamme la plus basse du graphique montre que lorsqu’un organisme a ses médiateurs
physiologiques qui sont en concentration trop basse, il n’arrive pas à maintenir l’homéostasie : c’est
l’échec homéostatique.
Lorsque l’on est au-dessus du seuil minimal, l’homéostasie varie selon les changements des cycles
biologiques, comme lors du cycle circadien : c’est l’homéostasie prédictive.
Lorsqu’un événement vient perturber l’homéostasie, les médiateurs physiologiques vont réagir pour
maintenir l’homéostasie : c’est l’homéostasie réactive.
Les homéostasies prédictive et réactive forment le champ d’application normal des médiateurs
physiologiques.
Lorsque les médiateurs réagissent à des niveaux/concentrations trop élevés, ils deviennent alors
délétères et peuvent causer des dégâts : c’est la surcharge homéostatique.

Les animaux ont naturellement des variations de la corticostérone basale ce qui

permet d’ajuster leur métabolisme, leur comportement face à la demande énergétique

imposée par l’environnement lors des cycles jour/nuit ou saisonniers par exemple. On peut

considérer que la corticostérone est un médiateur physiologique. On peut parler alors

d’homéostasie prédictive ou allostasie car il y a une anticipation du changement de

l’organisme calé par des cycles biologiques (Romero et al. 2009).

Lors des situations d’urgence comme la prédation ou la capture par l’homme par

exemple ou lors d’un changement saisonnier comme lors de la mue, la reproduction ou la

migration qui représentent une adaptation ponctuelle, les variations des taux de corticostérone

aident à une réponse rapide de l’organisme.
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On peut parler d’homéostasie réactive ou de charge allostatique, les médiateurs

aident à rétablir l’homéostasie (Romero et al. 2009). C’est aussi ce type d’évènement qui peut

déclencher l’emergency life-history stage.

Lorsque les perturbations se multiplient, la charge allostatique peut devenir trop

importante et chronique, c’est la surcharge homéostatique ou surcharge allostatique. Cela

signifie que les médiateurs comme les glucocorticoïdes sont présents en quantités

anormalement élevées et/ou en durée prolongée (Mc Ewen et Wingfield 2003). Lors d’une

surcharge à long terme, l'organisme peut subir des conséquences délétères comme des

maladies cardiaques, de l’ostéoporose, diabète, amyotrophie, hypertension…

2.4.4. “CORT-fitness hypothesis” : l’hypothèse

corticostérone-valeur sélective

Des taux de glucocorticoïdes élevés et prolongés dans le temps comme lors d’un

stress chronique sont connus pour engendrer des pathologies, une baisse des chances de

survie et potentiellement de la valeur sélective (fitness), c’est-à-dire la capacité d’un

individu d’un certain génotype à se reproduire (Bonier et al. 2009).

L’hypothèse proposée par Bonier et al. (2009) s’articule autour de 3 principes :

● La corticostérone basale est corrélée positivement avec les contraintes

environnementales ;

● L'augmentation des challenges environnementaux fait baisser la fitness car les

ressources de l’animal doivent être réaffectées pour la survie ;

● La corticostérone basale et la fitness sont corrélées négativement (Tilbrook 2000 ;

Wingfield et Sapolsky 2003).
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Fig. 17 : Les fondements théoriques de la “CORT-fitness hypothesis” (Bonier et al. 2009) :

(a) On prédit que la BASE CORT augmente en concomitance avec les défis environnementaux
(principe 1).

(b) L’augmentation des défis environnementaux est associée à la diminution de la fitness car les
ressources doivent être réaffectées aux dépens de reproduction/ auto-entretien (principe 2).

(c) Ensemble, ces deux principes conduisent à la prédiction centrale de l’hypothèse de
Cort-Fitness : une relation négative entre la BASE CORT et la fitness.

Cependant, la relation entre corticostérone et fitness semble bien plus complexe que

cela, les études montrant des résultats très variables et n’adhérant pas forcément à l’hypothèse

CORT-fitness (Manchot royal : Groscolas et al. 2008 ; Bonier et al. 2009 pour une

compilation de 53 études examinant fitness et niveaux de corticostérone).

2.5. Composés plasmatiques du métabolisme
Lors de stress, les sécrétions des axes sympathique et corticotrope vont agir sur

d’autres organes permettant à l’organisme de s’adapter pour réagir au stress. Ces adaptations

passent par la libération d’énergie dans l’organisme et donc la libération de certains composés

dans le sang. Il est donc intéressant d’étudier les variations de ces composés qui témoignent

des adaptations physiologiques de l’organisme face au stress.

Dans notre étude, nous serons amenés à quantifier des métabolites plasmatiques

relatifs au stockage énergétique : outre la glycémie, nous quantifierons le lactate issu

principalement de la voie de glycolyse anaérobie, les triglycérides mobilisés qui subiront

ensuite la lipolyse (libération d’acides gras et de glycérol), et l’acide urique issu de la voie de

protéolyse.
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2.5.1. Métabolisme du jeûne

Le jeûne est un mécanisme contraignant pour les organismes, pour subsister, les

Manchots royaux mobilisent leurs réserves énergétiques.

Le métabolisme du jeûne utilise trois stocks de substrats énergétiques : le glycogène

(1%), les protéines (17-23%) et les lipides (82-76%) dans le but de produire du glucose ou

d’autres composés pouvant être utilisés pour produire de l’ATP lors de la respiration

cellulaire. Chez le mâle Manchot royal, au début du jeûne de reproduction, la réserve

lipidique représente 18 % de la masse corporelle et 60 % de l’énergie corporelle (Cherel et al.

1993). Le jeûne prolongé cherche à utiliser les réserves lipidiques et à limiter l’impact sur le

stock protéique. Il y a une anticipation des jeûnes avec un stockage préférentiel des lipides

lors du jeûne d’incubation (Groscolas et Robin 2001).

On peut suivre leurs évolutions dans le temps avec des marqueurs. Pour le glucose, on

peut suivre la glycémie ; les lipides peuvent être mesurés avec les triglycérides, les acides

gras non estérifiés ou les bêta-hydroxy-butyrates (produits lors de la cétogenèse) ; les

protéines avec l’acide urique qui témoigne de leur catabolisme. Les réserves métaboliques

sont modulées par nombre d’hormones comme l’insuline et le glucagon mais aussi les

hormones thyroïdiennes, la leptine et les glucocorticoïdes.
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Fig. 18 : Variations de la corticostérone, β-hydroxybutyrate, acide urique et perte de poids
journalière en fonction de la perte de poids sur les phases II et III du jeûne du Manchot royal
(Groscolas et Robin 2001).

Le jeûne comprend 3 phases distinctes (Cherel et al. 1988 ; Groscolas et Robin 2001 ;
Thèse A. Gamble 2016) :

Phase I : adaptation

● Utilisation du glucose comme source principale d’énergie, activation de la

néoglucogenèse ;

● Début d’utilisation des acides gras et augmentation du β-OH ;

● Les niveaux de corticostérone et d’acide urique baissent.

Phase II: économie

● La glycémie est stable ;

● L’utilisation des lipides s’intensifie, le β-OH augmentent ;

● La corticostérone et l’acide urique sont stables.
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Phase III : critique

● La glycémie et le β-OH baissent ;
● Les protéines deviennent la source d’énergie principale, ce qui se traduit par une

augmentation de l’acide urique sanguin ;
● Les réserves adipeuses s’épuisent ;
● La corticostérone augmente.

La rupture du jeûne est conditionnée par le retour du partenaire mais aussi par les

réserves énergétiques en lipides (Cherel et Groscolas 1999). Généralement, lors de la rupture

du jeûne, la majorité des oiseaux sont en phase II et plus rarement en phase III du jeûne

(Groscolas et Robin 2001).

Si le partenaire tarde et que l’individu qui couve se trouve en déficit énergétique,

avant que cela ne puisse mettre sa vie en danger, un signal de survie, appelé signal de

réalimentation endogène pousse l’animal à l’abandon progressif de l'œuf et à la recherche

alimentaire (Groscolas et al. 2000 ; Groscolas et Robin 2001). Lors de l’abandon, l’oiseau est

en phase III du jeûne depuis environ une semaine (Groscolas et al. 2000).

2.5.2. Le glucose : premier substrat énergétique

Le glucose est l’ose le plus présent dans l’organisme. Il est issu de la digestion des

glucides alimentaires ou de la production endogène. Le glucose peut être produit à partir de

composés non glucidiques (glycérol, acides aminés, lactate…) lors de la néoglucogenèse qui

se déroule dans le foie principalement.

Il est consommé dans les voies métaboliques comme substrat de la respiration

cellulaire, processus par lequel les cellules transforment le glucose en énergie.

La glycémie est régulée principalement par l’insuline qui a une action

hypoglycémiante et par le glucagon qui a une action hyperglycémiante. Sous l’effet de

l’insuline lorsque le glucose est en excès, il peut être stocké lors de la glycogénogenèse dans

le foie et les muscles sous forme de glycogène et libéré ultérieurement quand cela est

nécessaire. Lorsque les stocks de glycogène sont à leur maximum, le glucose peut être stocké

dans les tissus adipeux sous forme de triglycérides lors de la lipogenèse.
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Lors de stress, l’organisme libère des catécholamines et de la corticostérone,

l’individu entre alors dans un état d’hypervigilance : son rythme cardiaque s’accélère,

l’anxiété augmente, les muscles se contractent… le métabolisme a alors besoin d’énergie

pour faire face au stresseur et potentiellement répondre par la fuite ou le combat. Ces

hormones du stress ont donc une action hyperglycémiante pour couvrir ce nouveau besoin

énergétique.

Cette cascade métabolique est montrée chez le Manchot royal lors de stress aigu dans

l’étude de Viblanc et al. (2018).

Fig. 19 : Schéma simplifié de la régulation de la glycémie.

Les glucocorticoïdes agissent sur l'augmentation de la glycémie simultanément sur le

foie, les muscles squelettiques et le tissu adipeux (Magomedova et Cummins 2016) ; ces

tissus cibles possèdent des récepteurs à glucocorticoïdes.
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2.5.3. Le lactate : témoin de la glycolyse anaérobie

Le lactate est le produit final de la glycolyse anaérobie. Il est formé à partir du

pyruvate sous l'action de la lactate déshydrogénase, essentiellement dans le muscle, le

cerveau, la peau et les globules rouges. Cette réaction s’effectue lors d’efforts intenses

lorsque la consommation de glucose est supérieure à l’apport d’oxygène. Ainsi, le glucose

peut être oxydé dans la mitochondrie pour produire de l’ATP.

Cette réaction est très dépendante de l'oxygénation des tissus, et donc, elle est nettement

accrue en cas d'hypoxie.

Sur les Manchots royaux, le lactate a été majoritairement étudié en conditions de

plongée donc d’hypoxie. Il est suggéré que les Manchots royaux accumulent probablement le

lactate durant les longues plongées et retrouvent un équilibre métabolique en restant plus à la

surface ou en venant régulièrement à la surface (Kooyman et al. 1992). Cependant, leur

schéma de plongée montre qu’ils dépassent régulièrement la limite de plongée aérobie sans

durée de récupération adéquate ensuite (Ponganis et Kooyman 2000). Les mécanismes lui

permettant de récupérer et d’éviter les effets délétères d’une hypoxie prolongée ne sont pas

actuellement élucidés.

Lors d’un stress, les besoins en oxygène augmentent fortement pouvant mener à

l’hypoxie. Les voies métaboliques cherchent à produire plus d’énergie, elles produisent donc

aussi plus de lactate via la glycolyse anaérobie (Viblanc et al. 2018).

2.5.4. Les triglycérides : stock majeur d’énergie

Les triglycérides sont le principal composant des graisses animales, ils sont stockés

dans les adipocytes et permettent de produire de l’énergie par libération d’acides gras lors

de la lipolyse.

Ces tissus ont une fonction capitale lors des périodes de jeûne du Manchot royal, ils

permettent d’avoir un stockage très efficace pour subsister pendant ces phases. Le manchot

peut alors maigrir drastiquement lors du jeûne.
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Le tissu adipeux joue aussi d’autres rôles : sécrétion d’hormones, immunité …

(Grégoire et al. 1998).

Quand la demande énergétique augmente, les lipides sont apportés par le sang aux

tissus par des lipoprotéines (VLDL : very low density lipoprotein, lipoprotéine de très basse

densité). Par la suite, les lipases tissulaires effectuent la lipolyse des triglycérides présents sur

les VLDL ce qui aboutit à la libération d’acides gras et de glycérol.

Le glycérol est acheminé jusqu'au foie par le sang où il est converti, le produit final du

métabolisme par le foie ira rejoindre la glycolyse ou la néoglucogenèse.

Les acides gras issus de la lipolyse sont ensuite métabolisés principalement selon une

des deux voies suivantes :

● β-oxydation (mitochondrie) : produit de l'acétyl-CoA qui, en présence

d'oxygène est intégrée au cycle de Krebs ;

● Cétogenèse (foie) : en période de jeûne, le cycle de Krebs ne fonctionne plus

car il est détourné pour produire du glucose (néoglucogenèse).

La β-oxydation des acides gras provoque alors l'accumulation d'acétyl-CoA

qui est converti en corps cétoniques qui sont exportés dans le sang pour être

utilisés comme substituts au glucose.

Le tissu adipeux est notamment régulé par la leptine, qui permet de contrôler la prise

alimentaire lors de variations de la masse graisseuse, ainsi que le glucagon qui augmente les

concentrations plasmatiques de triglycérides (Grande et Prigge 1970).

Chez l’humain, il est montré que des niveaux croissants de corticoïdes sont corrélés

avec des niveaux croissants de triglycérides et de glucose sanguin (Picard et al. 2018) et

qu’une augmentation en glucocorticoïde fait augmenter les niveaux de glucose et de

triglycérides en quelques minutes (De Feo et al. 1989).

Comme le glucose, cette réserve énergétique est mobilisée lors de stress aigu chez le

Manchot royal lors de la lipolyse comme le montrent Viblanc et al. (2018).
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2.5.5. L’acide urique : utilisation des protéines

Comme la plupart des reptiles, les oiseaux excrètent de l’acide urique, ils sont

uricotéliques. Cette excrétion solide limite les pertes en eau en comparaison avec l’excrétion

azotée sous forme d’urée. Chez les oiseaux, il existe aussi une voie de transformation de

l’acide urique par l’oxydation en allantoïne, mais de faible importance du fait du déficit en

urate oxydase, l’enzyme catalysant la réaction (Kaur et Halliwell 1990).

Cet acide urique est le principal déchet azoté chez les oiseaux (Wright 1995), il est

issu principalement de la dégradation de produits azotés c'est-à-dire du catabolisme des

protéines (Fig. 20). Il constitue entre 60-80% de l’azote excrété dans la fiente (Skadhauge

1981). L’acide urique est synthétisé par le foie et 90% est sécrété par excrétion urinaire

(Skadhauge 1981).

Fig. 20 : Schéma du catabolisme protéique adapté de

https://studylibfr.com/doc/1028958/catabolisme-des-acides-amin%C3%A9s

Lors de stress, les protéines peuvent être consommées dans le cadre de la mobilisation

énergétique de l’organisme, et, de ce fait, de l’acide urique est produit suite à leur

catabolisme et se retrouve dans la circulation sanguine, ce qui en fait un marqueur facile

d’accès lors d’expérimentations.

De plus, il semble qu’il y ait une corrélation entre stress aigu et taux d’acide urique

chez le Manchot royal (Viblanc et al. 2018).
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Fig. 21 : Schéma récapitulatif de la production d’énergie à partir des protéines, des sucres et des

lipides. https://rnbio.sorbonne-universite.fr Droits réservés
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Il est admis que les glucocorticoïdes jouent un rôle majeur dans la réponse au stress

de l’animal en mobilisant les substrats énergétiques par la glycolyse, la glycogénolyse, la

lipolyse, la protéolyse et la néoglucogenèse (Pilkis and Granner 1992 ; Hasselgren 1999 ;

Campbell et al. 2011 ; Peckett et al. 2011).

Pour le Manchot royal, quelques études se sont penchées sur la réponse métabolique

lors d’un stress aigu dans leur environnement naturel (Corbel et al. 2010 ; Viblanc et al. 2018

; Stier et al. 2019), avec notamment une augmentation des taux de corticostérone, ainsi que

des taux de glucose, des triglycérides et de l’acide urique dans le sang.

Mais que se passe-t-il lors de stress sur une durée prolongée? Lorsque les systèmes de

réponse aux stress sont stimulés régulièrement, l’organisme ne peut plus réguler sa réponse

au stress et entre alors dans un état de surcharge. On peut dire que les glucocorticoïdes

passent de la gamme d’homéostasie réactive à la surcharge homéostatique/allostatique ; la

concentration est au-dessus de la “normale” ou la concentration reste dans la plage

d’homéostasie réactive pendant une période prolongée.

Cet état de stress chronique très étudié particulièrement chez l’Homme est associé à une

augmentation du risque de survenue de pathologies liées au stress comme l’hypertension, le

diabète, les maladies cardiaques, problèmes de reproduction et d’immunité (Sapolsky 2011).

Ces niveaux de glucocorticoïdes élevés ne sont donc pas seulement des déclencheurs

de réponses adaptatives d’un individu face à des stresseurs mais pourraient aussi impacter sa

survie et son fitness (Romero et al. 2009). Les liens entre fitness et glucocorticoïdes ne sont, à

ce jour, pas totalement déchiffrés (Bonier et al. 2009).

Une des conséquences fortement supposées de cette surcharge allostatique en

glucocorticoïdes lors de stress chronique est le stress oxydant.

Le stress oxydant est défini comme le déséquilibre entre la production d’espèces

réactives de l’oxygène ou du nitrate (ROS/RNS) et la capacité des défenses antioxydantes

et des mécanismes de réparation (Monaghan et al. 2009).

Le stress oxydant pourrait être une des explications majeures des conséquences

délétères d’une exposition prolongée aux glucocorticoïdes menant à une baisse de fitness.
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3. Le stress oxydant
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Les espèces réactives de l’oxygène et du nitrate (ROS/RNS) sont normalement

produites dans les organismes vivants en condition aérobie et leur production ne constitue pas

en soit un stress oxydant. Les ROS/RNS possèdent des électrons non appariés, leur donnant

un fort pouvoir oxydant : ils soustraient alors des électrons à d’autres molécules les rendant

à leur tour instables. A des niveaux physiologiques, les ROS permettent l’oxydation des

éléments vieillissants tels que les protéines ou les lipides ce qui permet leur élimination. Les

ROS servent également à stimuler l’activité mitochondriale et la quantité de mitochondries

(biogenèse mitochondriale). Les espèces réactives de l’oxygène sont aussi utiles aux

macrophages qui les utilisent pour détruire les pathogènes qu’ils ont ingérés.

Cependant, lorsque le système de protection est submergé par ces molécules instables

et cytotoxiques, l’organisme est en situation de stress oxydant.

Des mécanismes de protection comme les antioxydants existent et permettent de

prévenir, limiter et de réparer les dégâts oxydatifs occasionnés et d’éviter alors la situation de

stress oxydant.

3.1. La production de pro-oxydants
3.1.1. Mitochondrie et respiration cellulaire

Le rôle principal de la mitochondrie est de produire de l’énergie sous forme d’ATP

lors de la phosphorylation oxydative, du cycle de Krebs ou de la β-oxydation. La

mitochondrie participe aussi à la régulation du cycle cellulaire, la signalisation, etc.

La mitochondrie possède des récepteurs aux glucocorticoïdes (Scheller et al. 2000),

ce qui suggère un rôle dans la réponse au stress de l’organisme. Les glucocorticoïdes sont

aussi connus pour moduler l’expression génique mitochondriale ce qui peut influencer les

productions d’ATP et de ROS (Manoli et al. 2007 ; Picard et al. 2014).

La respiration cellulaire est le mécanisme par lequel les cellules oxydent du glucose

pour produire de l’énergie en condition aérobie selon l’équation suivante :
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Le début de la respiration se déroule dans le cytoplasme puis continue dans la mitochondrie.

Succinctement, la respiration cellulaire se déroule en 4 grandes phases, le but final

étant de produire de l’énergie sous forme d’ATP qui est utilisé au niveau cellulaire :

1) Glycolyse (cytoplasme) : oxydation partielle du glucose qui produit du pyruvate, de

l’ATP et du NADH,H+.

2) Oxydation du pyruvate (mitochondrie) : conversion du pyruvate en acétyl-CoA.

3) Cycle de Krebs (matrice mitochondriale) : production de NADH à partir

d'acétyl-CoA.
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4) Phosphorylation oxydative (membrane interne mitochondriale) : synthèse de l'ATP

via la chaîne de transport d'électrons.

Dans sa membrane interne, la mitochondrie possède une chaîne respiratoire. Cette

chaîne respiratoire est en fait une association de complexes protéiques (couples redox) qui

effectuent la phosphorylation oxydative par un transport d’électrons. Ce processus associe

l’oxydation du NADH et du FADH2 (formes réduites donneuses d’électrons présentes dans la

matrice mitochondriale provenant de la glycolyse / cycle de Krebs / β-oxydation) à la

production d’ATP grâce à la formation d’un gradient de protons (Fig. 20).

Fig. 22 : Schéma représentant la chaîne respiratoire mitochondriale (Bonier et al. 2009)
Au niveau du complexe I, le NADH + H est réduit en NAD + , libérant ainsi 2 électrons. La réduction
du FADH2 en FAD par le complexe II fournit également 2 électrons. Ceux-ci sont transférés au
coenzyme Q (Q) puis vers le complexe III. Celui-ci les transfère au cytochrome c (C) puis au
complexe IV. Au niveau du complexe IV, la réaction d'oxydation de l'O2 et des H + se réalise,
produisant ainsi une molécule d'H2O. Ceci représente la partie d'oxydo-réduction de la chaîne
respiratoire. En parallèle du trajet des électrons (flèches rouges), les protons sont transférés (flèches
bleues) de la matrice mitochondriale vers l'espace inter-membranaire, via les complexes I, II et IV.
Ceux-ci s'accumulent en créant la force proto-motrice, nécessaire au fonctionnement du complexe V.
Les protons sont transférés par le complexe V de l'espace inter-membranaire vers la matrice
mitochondriale, induisant ainsi la synthèse d'ATP à partir d'ADP et de Pi.
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Ainsi, les molécules d’oxygène (oxydant fort) qui sont l’accepteur final des électrons,

vont les récupérer et s’associer à des protons afin de former des molécules d’eau, passant

ainsi d’un état oxydé à un état réduit. Au final, on obtient pour une molécule de glucose, 36

ou 38 molécules d’ATP. Cependant certains électrons échappent à la chaîne respiratoire et

deviennent des ROS/RNS.

3.1.2. La production d’espèces réactives de
l’oxygène ou du nitrate

L’oxygène utilisé lors du métabolisme énergétique peut mener à la production de

dérivés réactifs de l’oxygène (ROS), composés chimiques oxydants au niveau des

complexes I (NADH déshydrogénase) et III (cytochrome bc1). Les ROS sont des éléments

chimiques très réactifs du fait de la présence d’électrons de valence non appariés ; les plus

connus sont les radicaux libres mais les peroxydes et les ions oxygénés font eux aussi partie

des ROS.

Fig. 23 : Origine de la production des espèces réactives de l’oxygène au niveau de la chaîne
respiratoire mitochondriale (Dégletagne 2012). Les complexes 1 et 3 sont impliqués dans la
production des espèces réactives de l’oxygène, l'oxygène, présent dans le milieu, peut capter des
électrons présents dans la chaîne respiratoire et former des espèces réactives de l’oxygène .
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Lorsque des électrons échappent à la chaîne respiratoire, ils sont captés par

l’oxygène, en s’associant ils forment les ROS. Les ROS sont donc des intermédiaires de la

réduction de l’oxygène en eau par la chaîne respiratoire mitochondriale :

Ce dysfonctionnement de la chaîne mitochondriale peut aussi amener à la production

d’espèces dérivées de l’azote, les RNS (reactive nitrogen species) comme le monoxyde

d’azote (NO) et le peroxynitrite (ONOO-). Ils ne sont pas considérés comme des ROS à part

entière mais leurs propriétés mènent au même résultat : une oxydation. Les ROS et les RNS

ont une origine commune (Hermes-Lima et Zenteno-Savín 2002).
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Fig. 24 : Origine des espèces réactives de l’oxygène et des espèces réactives de l’azote (Favier
2003).

La mitochondrie est le producteur majoritaire des ROS mais d’autres réactions de

l’organisme peuvent aussi produire des ROS ; les leucocytes (“oxidative burst”),

peroxysomes (dégradation des acides gras) et le système du cytochrome P450. In vivo, la

production de ROS est très réduite, autour de 0,15% des électrons transférés dans la chaîne

respiratoire se combinent à l’oxygène pour former des ROS (St-Pierre et al. 2002).
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3.2. La contre attaque de l’organisme : système
antioxydant et système de protection

Afin de se prémunir et de se défendre des attaques des ROS, les organismes possèdent

des moyens de lutte. Il existe des mécanismes de protection comme les défenses

anti-oxydantes. Ainsi, des taux élevés de ROS ne veulent pas forcément dire que les

dommages seront importants (Monaghan et al. 2009).

L’organisme peut se défendre en ayant une membrane cellulaire adaptée ou des

moyens “chimiques” de capture des électrons non appariés avec les antioxydants endogènes

et exogènes, ou bien encore des mécanismes de découplage. Si les dégâts sont actés, des

mécanismes de réparations ou d’élimination entrent en jeu.

3.2.1. Une membrane adaptée

La composition membranaire des cellules a son rôle à jouer dans la régulation de la

production des ROS. Effectivement, les lipides insaturés sont plus susceptibles d’être

peroxydés et la présence de lipides mono insaturés permet une plus grande imperméabilité de

la membrane. De ce fait, d’après la « membrane pacemaker theory », un faible degré

d’insaturation membranaire entraîne une résistance à la peroxydation et une

imperméabilité qui expliquerait la longévité des oiseaux par rapport aux mammifères de

même masse par une limitation de l’action des ROS (Hulbert et al. 2007 ; Hulbert 2008 ;

Gavazza et al. 2008).

77



3.2.2. Les antioxydants : détoxification des

radicaux libres

Un des moyens de l’organisme pour réagir et empêcher le stress oxydant est de

mobiliser les antioxydants. Par définition, les antioxydants sont des molécules qui

ralentissent ou empêchent l’oxydation d’autres composés. Ils agissent selon les

mécanismes d’oxydoréduction en se réduisant lors de la capture des électrons non appariés

des radicaux libres que sont les ROS.

Il en existe plusieurs catégories : les antioxydants endogènes qui peuvent être

enzymatiques ou non et les antioxydants exogènes, qui sont apportés par la nourriture.

Ici seront particulièrement détaillés les antioxydants que nous mesurerons dans

l’étude, à savoir, la glutathione peroxydase, la superoxyde dismutase et le glutathion.

3.2.2.1. Les antioxydants endogènes
Les antioxydants endogènes, produits par l’organisme, se séparent en deux parties :

les antioxydants endogènes enzymatiques et les antioxydants endogènes non enzymatiques.

● La superoxyde dismutase

La chaîne de transport des électrons (CTE) de la mitochondrie produit des radicaux

superoxydes ce qui peut impacter directement l’ADN mitochondrial et de ce fait, conduire à

encore plus de superoxydes produit par la CTE. Il est donc capital de limiter les superoxydes.

La superoxyde dismutase (SOD) agit ainsi comme le premier antioxydant enzymatique,

directement dans la mitochondrie.

La superoxyde dismutase (SOD) est une métallo enzyme découverte en 1969 par

Fridovich (Fridovich et McCord 1969). Elle possède des cofacteurs métalliques contenus

dans son site actif : cuivre, zinc, manganèse, nickel ou fer.

78



Elle catalyse la dismutation de l’ion superoxyde (O2
•–) en peroxyde d’hydrogène

H2O2, un composé moins réactif :

SOD

2 O2
•– + 2 H+ ⟶ O2 + H2O2

La SOD existe sous 2 formes chez les oiseaux : SOD1 est retrouvée dans le

cytoplasme, le noyau et dans la lumière entre les membranes externes et internes des

mitochondries ; SOD2 se trouve dans la matrice des mitochondries.

Fig. 25: Enzymes antioxydantes intracellulaires et leurs chaînes de réactions (Indo et al. 2014).

L’anion superoxyde (O2•−) est majoritairement produit par la chaîne mitochondriale de
transport d’électrons. Il réagit avec l’oxyde nitrique (NO•) et forme le peroxynitrite (ONOO−). La
SOD catalyse la transformation du superoxyde en peroxyde d’hydrogène (H2O2) et dioxygène évitant
ainsi la formation du puissant peroxynitrite.

La catalase et la glutathione peroxydase (GPx) réduisent H2O2 en eau et dioxygène. La GPx
peut aussi réduire les hydroperoxydes lipidiques. Le glutathion réduit (GSH) est alors converti en
glutathion oxydé (GSSG). Le GSSG peut ensuite être réduit par le glutathion réductase (GR) en
utilisant la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) comme un donneur d’électron. Le
NADPH est fourni par l’activation de la glucose 6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) dans la voie
des pentoses phosphate.
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Bien qu’il ait été prouvé que son rôle soit limité du fait d’une faible activité et d’une

réactivité médiocre (Sawyer et Valentine 1981), Majima et al. (1998) montrent que la SOD

protège l’ADN de la mitochondrie en éliminant l’anion superoxyde qui ne peut donc pas

réagir avec l’oxyde nitrique pour former le peroxynitrite, oxydant très puissant (Fig. 25). Le

peroxynitrite produit des radicaux hydroxyles et du dioxyde de nitrogène ce qui oxyde

l’ADN, les lipides et les protéines menant à une apoptose cellulaire (Indo et al. 2015).

● Glutathion et glutathione peroxydase

Le glutathion est un peptide découvert en 1888 par De Rey-Paihade. Il existe sous la

forme GSH (monomère réduit) et sous la forme disulfure oxydée, GSSG. Ce couple

d’oxydoréduction permet un maintien du potentiel redox et donc d’échange d’électrons.

Sous sa forme réduite, le glutathion est considéré comme l’antioxydant majeur dans le

compartiment intracellulaire où il est présent en grande quantité (1-10 mM chez les

mammifères).

Découverte en 1957 par Mills (Mills 1957), la glutathion peroxydase (GPx) est une

enzyme présente dans les liquides extracellulaires, dans le cytosol et dans les mitochondries.

elle possède un cofacteur sélénium. Elle catalyse la réaction de réduction des hydroperoxydes

-ROOH en -ROH notamment le peroxyde d’hydrogène (H2O2), l’ion peroxynitrite et les

peroxydes lipidiques, par l’oxydation de GSH en sa forme oxydée GSSH.

GPx

2 GSH + R-OOH → GS-SH + ROH + H2O

GPx

2 GSH + H2O2 → GS–SH + 2 H2O

Ainsi la glutathion peroxydase permet de compléter le cycle antioxydant amorcé par

la SOD (Fig. 25) et de transformer le peroxyde d’hydrogène produit par de l’eau.
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Une autre enzyme, la glutathion réductase permet ensuite de réduire le glutathion oxydé :

GR

GS–SH + NADPH + H+ → 2 GSH + NADP+

La réaction est possible grâce au donneur d’électron NADPH qui est produit par la

glucose-6-phosphate déshydrogénase qui agit dans la voie des pentoses phosphates.

G6PD

6-P-G + NADP+ → G-6-P + NADPH

En expérimentation, on mesure le ratio entre la forme oxydée GSSH et la forme

réduite GSH comme un indicateur du stress oxydatif d’un organisme. En médecine humaine,

ce ratio est utilisé dans la détection de cancer ou de maladies dégénératives liées à l’âge

(Traverso et al. 2013 ; Gu et al. 2015).

D’autres antioxydants endogènes agissent dans nos cellules mais ne seront pas dosés dans

cette étude. Il s’agit de :

● La catalase (hème ferrique) qui dégrade le peroxyde d’hydrogène en eau. Cependant,

cette enzyme possède une faible affinité pour son substrat, elle n’est efficace que pour

de fortes concentrations d’H₂O₂.

● La glutathion-S-transférase (GST), qui utilise le GSH.

● Les peroxyredoxines ou thiorédoxines qui dégradent l’H2O2, le peroxynitrite et de

nombreux hydroperoxydes.
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3.2.2.2. Les antioxydants exogènes

Les antioxydants exogènes sont apportés par l’alimentation.

Certaines vitamines, le ß-carotène (provitamines A), la vitamine E

(alpha-tocophérol), la vitamine C (acide ascorbique) ont des propriétés antioxydantes (Finkel

et Holbrook 2000).

Les polyphénols sont des métabolites secondaires produits par les végétaux avec des

pouvoirs antioxydants (flavonoïdes, tanins, anthocyanes, acides phénoliques).

Les caroténoïdes sont des pigments liposolubles synthétisés dans les algues, les

végétaux, les champignons, les bactéries possèdant des propriétés antioxydantes.

Certains oligo-éléments apportés par l’alimentation sont considérés comme

antioxydants : le sélénium, le zinc et le cuivre. Le sélénium intervient dans la composition

des sélénoprotéines (dont la glutathion peroxydase) qui ont une action antioxydante. Le

cuivre et le zinc sont des cofacteurs de la SOD. Le zinc protège les groupements thiol des

protéines et limite la formation d’espèces réactives de l’oxygène.

Nous ne nous intéresserons pas aux antioxydants exogènes dans la suite de cette thèse.
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3.2.3. Moins produire d’espèces réactives de

l’oxygène : le découplage

Une autre façon de produire moins de ROS est le mécanisme de découplage de la

consommation d'oxygène et la production d’ATP. Cela entraîne une perturbation de la

phosphorylation oxydative dans les mitochondries, en dissociant les réactions de la synthèse

de l’ATP de la chaîne de transport des électrons.

En fait, une partie des protons accumulés dans l'espace intermembranaire rejoint la

matrice mitochondriale sans participer à la synthèse d'ATP, ce qui permet de réduire le

gradient membranaire de protons grâce à des protéines découplantes (Abe et al. 2006 ;

Brand et al. 2004). Ce mécanisme est permis par une diffusion membranaire passive des

protons, mais aussi par les protéines découplantes qui sont des transporteurs mitochondriaux

comme UCP (uncoupling protein) ou ANT (Adénosine Nucleotide Translocase).

Par cela, cette réduction du potentiel transmembranaire limite la fuite des électrons

qui pourraient être amenés à générer des ROS. La contrepartie de ce mécanisme est une

baisse de la capacité de synthèse en ATP.

3.2.4. Une fois les dégâts causés : réparation ou

élimination

Enfin des mécanismes de retrait, réparation ou élimination de la zone impactée

(ADN, lipides, protéines) existent.

Les lipides peroxydés sont pris en charge par des enzymes antioxydantes (GPX, GST,

thioredoxine) pour être réduits puis réparés ou éliminés (Hulbert et al. 2007).

Pour l’ADN, il existe différents mécanismes : la réparation par excision de base ou de

nucléotides, la réparation des mésaparriements et la réparation des cassures de brins.
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Les protéines endommagées peuvent aussi être réparées ou dégradées notamment par

le protéasome (Dröge 2002).

3.3. Des conséquences de la molécule à l’individu
3.3.1. Dégâts oxydants : lipides, ADN et protéines

À fortes concentrations les ROS entraînent des oxydations délétères notamment sur

l’ADN, les protéines ou les lipides. C’est ce qu’on appelle les dégâts oxydants.

Les ROS s’attaquent préférentiellement aux lipides en induisant une peroxydation,

aux acides nucléiques en les oxydant, ce qui entraîne des cassures, modifications chimiques

des bases, pontages/adduits ADN-Protéines… ainsi qu’aux protéines via la carbonylation des

protéines ce qui les modifie et entraîne une perte d’activité biologique et/ou une

fragmentation (Favier 2003 ; Dröge 2002).
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Fig. 26 : Dommages moléculaires causés par les ROS (Shields et al. 2021).
A) Pour l’ADN, les dommages peuvent être des cassures suite à la transformation de la guanine

en 8-oxoguanine induite par les ROS. La 8-oxoguanine peut ensuite mal s’associer avec
l’adénine créant des mutations transverses et des ruptures après la réplication.

B) Les protéines peuvent être mal repliées lorsqu’elles sont exposées aux ROS en raison de
l’oxydation des acides aminés cystéine et méthionine, ainsi que de la carbonylation du
squelette du peptide, entraînant des changements aux interactions moléculaires qui se
produisent normalement dans le peptide.

C) L'exposition aux ROS peut induire des dommages de la membrane lorsqu’il y a de la
peroxydation des lipides.

Une des lésions les plus communes de l’ADN est l’apparition d’une base

8-oxo-7,8-dihydroguanine (8- oxoG) remplaçant l’adénine. Le 8-hydroxydésoxyguanosine

(8-OHdG) est un désoxyribonucléotide résultant de l'oxydation de la désoxyguanosine, c’est

à dire que cela correspond au produit de réparation de l’ADN (guanine) oxydée par les ROS.

C’est donc un biomarqueur du stress oxydatif (Cooke et al. 2001) fréquemment

utilisé notamment en médecine humaine dans l’urine. En médecine, ce dosage permet

d’évaluer des risques de cancers, diabètes, maladies cardiaques etc (Wu et al. 2004).
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Fig. 27 : Schéma récapitulatif représentant la balance du stress oxydant (adapté de Finkel et
Holbrook 2000) : les sources endogènes ou exogènes de ROS font varier leur quantité dans
l’organisme ; les ROS sont contrés par les antioxydants. Idéalement, la balance s’équilibre et
l’organisme est à l’homéostasie. Cependant lorsque les ROS excèdent la capacité antioxydante,
l’organisme est en état de stress oxydatif pouvant mener à la mort cellulaire, à une augmentation du
risque de déclencher certaines pathologies, à un vieillissement prématuré.

Ainsi l’accumulation de ROS et de dégâts moléculaires finit par avoir des effets

cytotoxiques menant à des altérations du métabolisme pouvant entraîner des maladies et un

vieillissement prématuré de l’organisme.

Les télomères, petites entités non codantes d’ADN se trouvant à l'extrémité des

chromosomes, sont aussi très vulnérables aux ROS ainsi que l’ADN mitochondrial. Cela est

sûrement dû au fait qu'ils se trouvent proches des zones où ils sont produits et où il y a un

faible niveau de réparation (Finkel et Holbrook 2000).
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3.3.2. Espèces réactives de l’oxygène et longévité
3.3.2.1. La théorie radicalaire du vieillissement

La théorie radicalaire du vieillissement (Free radical theory of aging, Free radical

damage theory, Oxidative stress theory) a été proposée par Harman durant son doctorat

(Harman 1956). La production de radicaux libres est connue pour induire un vieillissement et

des mutations. Et parce qu’il y a production de radicaux libres normalement dans les cellules,

la théorie est que les radicaux libres naturels induiraient des dégâts oxydants qui en

s’accumulant pourrait générer le vieillissement. Il a été prouvé que le niveau de radicaux

libres augmente lorsque l’activité métabolique augmente (Michaelis 1951). Harman prédit

que lorsque le métabolisme est plus élevé, il y a plus d’oxydants et les animaux vivent moins

longtemps.

Cependant, il semblerait que les oiseaux et les primates ne suivent que partiellement la

théorie de Harman, et vivent plus longtemps que leur métabolisme basal le suggérerait. Par

exemple, une activité sportive associée à un métabolisme augmenté n’est pas associée à une

réduction de la durée de vie ; la restriction calorique augmente la longévité mais le taux

métabolique n’est pas nécessairement diminué (Hulbert 2008).

Une étude montre que les espèces à longévité courte produisent plus de ROS que les

espèces à longévité longue chez des mammifères (Ku, Brunk et Sohal 1993). Ce qui permet

aussi d’avancer que les taux de ROS, plus que les taux d’antioxydants, sont un indicateur

pour la longévité (Sohal R, Sohal B et Brunk 1990).

Depuis, nombre d’études ont eu lieu permettant de montrer que les niveaux de ROS

augmentent avec l’âge (Sawada et Carlson 1987 ; Sohal 1991) ainsi que les dommages

oxydatifs (Oliver et al. 1987 ; Hamilton et al. 2001 ; Capel et al. 2005). Des hauts niveaux de

ROS sont également retrouvés lors de maladies liées à l’âge (Berliner et Heinecke 1996 ;

Chung et al. 2006). Il est aussi prouvé qu’il y a une augmentation progressive du

dysfonctionnement mitochondrial avec l’âge (Trounce 1989 ; Genova et al. 2004).

Cependant, il y a aussi nombre d’expérimentations qui posent de nouvelles

hypothèses sur des aspects positifs de l’action des ROS (Dröge 2002 ; review de Shields

2021).

Le ROS peuvent aussi impacter les télomères, la portion distale des chromosomes et

accélérer le vieillissement.
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3.3.2.2. Les télomères, une portion du chromosome
sensible aux espèces réactives de l’oxygène

Lors de la réplication, lorsque l'ADN est copié, le brin précoce est fabriqué en

continu. L'autre brin, le brin tardif est produit en plusieurs fragments, appelés fragments

d'Okazaki qui débutent chacun par leur propre amorce d'ARN.

Ensuite, toujours sur le brin tardif, les amorces des fragments d'Okazaki sont

remplacées par de l'ADN et les fragments sont connectés pour former un brin continu.

Cependant, lorsque la fourche de réplication atteint l'extrémité du chromosome, une courte

portion d'ADN n'est pas couverte par un fragment d'Okazaki. En fait, il n'est pas possible de

construire un fragment, car l'amorce se retrouverait dans le vide. De ce fait, la totalité de

l'ADN n'est pas copiée à chaque réplication, ce qui expose les extrémités de l’ADN et

entraîne, au cours de nombreuses divisions cellulaires, un raccourcissement du chromosome.

Cette particularité est nommée le problème de réplication des fins (end-replication

problem).

Fig. 28 : Schéma représentant le “end-replication problem” : une courte portion de l’ADN n’est pas
répliqué car non couverte par un fragment d’Okazaki, elle est donc perdue. Au fur et à mesure des
divisions cellulaires, le chromosome devient donc plus court et le génome exposé (Hoh 2017).
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Cependant une enzyme découverte en 1985 (Blackburn, Greider et Szostak 1985), la

télomérase, permet de pallier ce problème en construisant une extrémité de l’ADN non

codante et répétitive : le télomère. Le télomère contient de plusieurs centaines à plusieurs

milliers (n) de répétitions de la séquence : (TTAGGG)n. Ceci permet de conserver l’ADN

codant et donc l’intégrité du génome en érodant une partie non codante lors de la réplication.

En 1965, Leonard Hayflick découvre que les cellules somatiques et différenciées ne

se multiplient qu’un certain nombre de fois avant de mourir : cela se nomme la limite de

Hayflick. En 1971, Alekseï Olovnikov émet l'hypothèse que la limite de Hayflick est corrélée

à la perte progressive de séquences télomériques.

In fine, lors de chaque division cellulaire, les télomères s'érodent progressivement

jusqu'à atteindre une taille critique à partir d’un certain nombre de division cellulaire qui

déclenche ensuite l’entrée en sénescence de la cellule. Ainsi, la plupart des cellules

somatiques composant un être vivant vont voir leurs télomères s’éroder lors des

multiplications jusqu’à la sénescence de la cellule. Il y a, au final, une corrélation entre le

vieillissement d’un individu et la réduction de la taille de ses télomères (Blasco 2007).

Cependant d’autres facteurs entrent en ligne de compte et des individus du même âge n’ont

pas les mêmes longueurs télomériques.

Les télomères sont des structures fragiles au stress, notamment au stress oxydant.

(Costantini et al. 2011). Le stress oxydant induit des ruptures d’ADN lors de la réplication, ce

qui entraîne un blocage transitoire de la réplication mais aussi un raccourcissement des

télomères (von Zglinicki 2002). Ces réductions de la longueur des télomères peuvent

accélérer la sénescence cellulaire (Richter et von Zglinicki 2007).

Les expériences de l’individu et le stress tout au long de la vie impactent les

télomères, en accélérant leur vitesse d’érosion (Epel et al. 2004 ; Kotrschal et al. 2007). Par

exemple, le télomère est impacté lors de l’exposition à de forts taux de glucocorticoïdes

(Haussmann et al. 2010) mais il est aussi très vulnérable aux ROS (Haussmann et Marchetto

2010). On peut donc utiliser le taux de perte des télomères comme biomarqueur du stress

oxydant chronique (Houben et al. 2008).
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3.3.2.3. Mitochondrie et vieillissement

Les mitochondries sont des organites cellulaires impliqués dans nombre de fonctions

comme la production d’énergie, la régulation métabolique, l'apoptose, l'homéostasie du

calcium… ainsi que la production de radicaux libres. Les mitochondries ont la particularité

de posséder leur propre ADN. Ce même ADN peut être, comme l’ADN du noyau, atteint par

les ROS lorsqu’il y a un stress oxydant et mener à la baisse de la quantité de mitochondries.

Les mitochondries sont aussi des organites ayant des récepteurs aux glucocorticoïdes

(Psarra et Sekeris 2008) et pourraient être un lien central entre le système endocrinien et le

métabolisme (Picard et al. 2014).

Fig. 29 : La théorie radicalaire du vieillissement appliquée aux mitochondries. (Adapté de Vendelbo

et Nair 2011).

ROS: reactive oxygen species, espèces réactives de l’oxygène

ADNmt: ADN mitochondrial
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L’ADN mitochondrial (ADNmt) est présent en milliers de copies par cellule et en

quantité spécifique selon les tissus (Robin et Wong 1988). Le nombre de copies d’ADNmt

varie également avec l’âge et lors de maladies liées à l’âge. Cet ADNmt est considéré comme

un biomarqueur qui reflète les altérations de l’organisme comme par exemple le cancer

(Afrifa et al. 2019), les maladies cardiovasculaires (Yue et al. 2018) ou la dégénérescence du

système nerveux (Rice et al. 2014).

De plus, des niveaux élevés de corticostérone peuvent marquer un déséquilibre

énergétique et donc favoriser la mobilisation énergétique en premier lieu puis l’économie des

réserves dans un second temps. Ces économies d’énergie pourraient aboutir à une réduction

de la densité mitochondriale.

Ici nous utiliserons la mesure de l’ADNmt comme mesure de la densité

mitochondriale afin d’explorer les effets de la surcharge allostatique en glucocorticoïdes sur

la densité mitochondriale et possiblement les liens entre stress oxydant, métabolisme

énergétique et densité mitochondriale. Il est montré que les mesures de densité

mitochondriale sont exécutables sur un prélèvement sanguin car les globules rouges des

oiseaux possèdent des mitochondries fonctionnelles (Stier et al. 2013 ; Stier et al. 2015). Ces

mesures sont aussi répétables mais surtout qu’elles possèdent une plasticité qui permet

d’observer les variations entre les stades biologiques (Stier et al. 2019 b).
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3.4. Application chez le Manchot

Les oiseaux présentent une longévité supérieure à celle des mammifères de même

masse bien que leur métabolisme soit généralement élevé. Or un métabolisme plus élevé

pourrait conduire à plus de ROS ce qui devrait engendrer une sénescence plus rapide, or ce

n’est pas le cas (Costantini 2008).

Lors d’un stress, les catécholamines et les glucocorticoïdes vont participer à une

augmentation du métabolisme par la mobilisation des substrats énergétiques avec la

glycolyse, la glycogénolyse, la lipolyse, la protéolyse et la néoglucogenèse (Pilkis et Granner

1992 ; Hasselgren 1999 ; Campbell et al. 2011 ; Peckett et al. 2011).

Chez le Manchot royal, cette augmentation de métabolisme peut se traduire par un

augmentation des métabolites énergétiques (glucose, triglycérides, acide urique, lactate)

(Corbel et al. 2010 ; Viblanc et al. 2018 ; Stier et al. 2019).

Une des premières hypothèses pour expliquer la résistance à la sénescence malgré un

métabolisme élevé a donc été que les défenses antioxydantes étaient augmentées (Barja

1998). Cependant il a été montré qu’il y a une corrélation négative entre la quantité

d’antioxydants et la longévité ; et que les taux d’antioxydants sont plus faibles chez les

oiseaux que chez les mammifères (Barja 1998 ; Pamplona et Costantini 2011).

Une seconde possibilité est que les oiseaux ont un faible taux d’insaturation

membranaire comme supposé par Barja et Hulbert (Barja 1998 ; Hulbert et al. 2007), rendant

la membrane moins perméable et donc moins touchée par la peroxydation.

Cependant, les mécanismes expliquant la remarquable longévité des oiseaux ne sont

pas encore totalement élucidés.

Comme nous avons pu le voir, les glucocorticoïdes occupent une place majeure dans

la réponse au stress des organismes et régissent en partie leur capacité à faire face aux

stresseurs et à s’y adapter. Toutefois, les mécanismes du stress peuvent aussi avoir des effets

délétères sur l'organisme et mener à la production de ROS, voire de stress oxydant.
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Des études ont montré qu’un stress aigu peut élever la production de ROS (Nadeem

et al. 2006 ; Huber et al. 2017), majorer les dommages aux lipides et à l’ADN (Treidel et al.

2013 ; Costantini et al. 2011) ainsi qu’avoir des effets variables sur les antioxydants (Nadeem

et al. 2006 ; Costantini et al. 2012 ; Treidel et al. 2013 ; Huber et al. 2017 ; Stier et al. 2019).

Lors d’un stress chronique, les individus subissent une exposition prolongée à de forts taux

de glucocorticoïdes. Cette surcharge allostatique en glucocorticoïdes pourrait générer du

stress oxydant (Costantini et al. 2011 ; Hau et al. 2015 ; Marasco et al. 2017). D’ailleurs,

plusieurs études montrent un lien direct entre exposition chronique aux glucocorticoïdes et

stress oxydant (Slos et Stoks 2008 ; Zafir et Banu 2008 ; Travers et al. 2010 ; Costantini et al.

2011).

Il existe quelques études ayant tenté de mettre en évidence une résistance au stress

oxydant chez les Sphéniscidés ; cependant, les études restent limitées à une vision réduite de

la capacité antioxydante d’un organisme avec, comme mesures, l’OXY test (capacité

antioxydante totale) ou le TOSC (Total Oxyradical Scavenging Capacity : capacité totale de

piégeage des radicaux oxydés) chez l’Empereur ou l’Adélie (Corsolini et al. 2001 ; Beaulieu

et al. 2010).

Dans l’étude de Corsolini et al. (2001), il est tout de même montré que les manchots

ont une capacité de capture des radicaux peroxyles supérieurs à d’autres oiseaux marins leur

donnant ainsi une certaine résistance face aux oxydants.

D’autress études ont quant à elles étudié certains tissus : foie et cœur chez l’Adélie

(Gavazza et al. 2008) ; muscle squelettique et foie chez l’Empereur (Zenteno-Savin et al.

2010) et ont pu montrer que les manchots avaient respectivement des acides gras avec un

faible degré d’insaturation, donc peu sensible à la peroxydation des lipides, et des taux de

catalase, glutathion peroxydase et glutathion-S-transferase plus haut que les autres oiseaux.

Il est aussi supposé que ces capacités antioxydantes sont le reflet d’une pression

basale de pro oxydant qui pourrait être par exemple, l’hypoxie de plongée, le jeûne, la

prédation etc. (Shick et Dykens 1985). Ce qui pourrait être totalement cohérent chez les

manchots avec un système antioxydant performant qui serait le témoin d’une adaptation

physiologique à son environnement générateur de pro oxydants.
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Concernant le Manchot royal, dans l’étude de Stier et al. (2019), 24 individus en

incubation vivant sur l’île de la Possession (Crozet), ont été étudiés afin d’investiguer les

variations des marqueurs du stress oxydant et de marqueurs mitochondriaux ainsi que leurs

relations avec les niveaux de base en corticostérone (BASE CORT: niveau de base en

corticostérone ; potentiellement équivalent à un stress chronique au vu des conditions du

milieu) et lors d’une contention créant un stress aigu (STRESS CORT: niveau de

corticostérone lors d’un stress aigu provoqué par contention).

L’étude montre que les taux de STRESS CORT étaient 12.7 fois plus élevés que les

taux de BASE CORT ; les antioxydants endogènes (GSSG, tGSH, GPx, SOD) montrent une

augmentation de leurs taux lors du stress aigu et en relation avec une BASE CORT élevée,

tandis que les niveaux de marqueurs liés aux ROS sont majoritairement réduits ou sans

variations (ROMs plasmatique, OXY plasmatique sur GR, 8-OHdG sur GR). Il a aussi été

montré une relation entre réduction de l’efficacité mitochondriale (réduction de la production

d’ATP par la respiration liée à une augmentation de la fuite de protons mitochondriaux pour

réduire la production des ROS) et l’ampleur de la réponse aiguë en corticostérone et aussi

avec des hauts niveaux de BASE CORT.

Étant donné qu’une baisse de l’efficacité mitochondriale est supposé réduire la

production de ROS (Brand 2000), cela pourrait donc dire que cette augmentation des taux de

corticostérone en réponse au stress aigu ou forts taux de corticostérone basale pourrait être

associée à une réduction de la production de ROS.

Ces résultats renforcent l’hypothèse que les animaux vivant dans des environnements

contraignants où les stimuli stressants sont réguliers, possèdent des mécanismes

physiologiques d’adaptation pour limiter les dommages liés au stress oxydant.

Cependant, les effets d’un stress chronique en conditions environnementales

contraignantes et stressantes telles que dans un habitat naturel, sont peu étudiés et il n’existe

à ce jour que peu de données à ce sujet.
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Les études in vivo précédant celle de Stier et al. (2019) se sont déroulées chez des

modèles de laboratoire en conditions contrôlées, donc sans variabilité, avec nourriture et eau

à volonté, températures stables, absence de prédateurs, pathogènes… ce qui peut ne pas

refléter les variations réelles en glucocorticoïdes et en stress oxydant chez un individu adapté

à son milieu naturel. C’est pourquoi, l’étude du Manchot royal dans son habitat naturel

présente un intérêt majeur.

En effet, le Manchot royal est contraint par des évènements météorologiques, la

prédation, les parasites, la recherche alimentaire, la défense du territoire… (Cherel et al. 1988

; Côté 1999 ; Bost et al. 2002 ; Mangin et al. 2003 ; Descamps et al. 2004 ; Viblanc et al.

2014). Il subit également de fortes adaptations physiologiques lors du jeûne prolongé

(Groscolas et Robin 2001). Des études ont aussi montré que ces contraintes

environnementales font apparaître des adaptations au niveau des mitochondries (Rey et al.

2008) et des mécanismes pour alléger le stress oxydant (Rey et al. 2016 ; Schull et al. 2016 ;

Stier et al. 2019).
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4. Expérimentation
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Les expéditions et le travail de recherche sur le Manchot royal en France sont sous

l’égide de l’IPEV (Institut polaire Paul Emile Victor), l’IPHC (Institut Pluridisciplinaire

Hubert Curien) et le CNRS (Centre National pour la Recherche Scientifique). Les recherches

en physiologie du Manchot Royal sur l’archipel de Crozet sont menées par le programme de

recherche Econergy #119.

Les travaux de cette thèse ont été effectués sur le plateau technique du Laboratoire

d’Ecologie des Hydrosystèmes Naturels et Anthropisés (LEHNA) avec l’équipe

Ecophysiologie, Comportement et Conservation de l’Université Claude Bernard - Lyon I

(UMR 5023).

La de l’étude est du ressort d’Antoine Stier. La création de certains protocoles est du

ressort d’Antoine Stier. L’ajustement de certains protocoles des kits existants est du ressort

d’Antoine Stier, Julia Watson et moi-même.

Les expérimentations ont été réalisées par moi-même et Antoine Stier avec le soutien

technique de Lara Konecny-Dupré et Adeline Dumet.

4.1. Lieu d’étude, l’archipel de Crozet

Les expérimentations in vivo de cette étude ont été menées sur l'archipel de Crozet.

Cet archipel sub-antarctique a été découvert en 1772 par Marion-Dufresne, navigateur

français. Cet archipel se trouve au sud de l’océan Indien et se compose de 5 îles. L’Archipel

de Crozet appartient aux Terres Australes et Antarctiques Françaises (TAAFs) (« Archipel des

Crozet » 2015).

L’archipel est connu pour être la plus grande réserve naturelle d’oiseaux du monde

tant elle est peuplée. On y trouve 60 tonnes d’oiseaux au km², dont près de 377 000 paires

d’adultes de Manchot royal (Delord et Bost 2020).
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Fig. 30 : Archipel de Crozet, Sud de l’océan Pacifique (Schramm et al. 2014).

Le climat est subantarctique ; les îles Crozet présentent rarement des températures

négatives, il fait en moyenne 5°C. Les températures peuvent atteindre 20 °C en été et restent

généralement positives en hiver. Les précipitations sont très abondantes (>2 500 mm par an).

Il pleut environ 300 jours par an et le vent souffle 100 jours par an à près de 100 km/h.

Les expérimentations réalisées dans cette thèse portent sur du sang de Manchots

royaux reproducteurs provenant de l'île de la Possession dans l’archipel de Crozet (46°26’ S,

51°52’ E) dans la Baie du Marin. Cette baie abrite près de 22 000 oiseaux reproducteurs

(Barbraud et al. 2020).

Le sang a été prélevé lors de la campagne 2018-2019. Ces prélèvements font partie de

la recherche conduite par le programme #119 Econergy dépendant de l’Institut polaire

français Paul Emile Victor (IPEV).
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Fig. 31 : Photographie de la manchotière de la Baie du Marin (IPEV)

Le territoire de prélèvement est réparti en plusieurs zones où la prédation, les

conditions climatiques, l’accès à la nourriture varient. Ainsi tous les animaux ne sont pas

soumis à la même dose de stress ni à des stress de la même origine. Les zones sont définies

dans la Fig. 32.

Fig. 32 : Plan de la zone manchotière en 2020 (Communication personnelle, A. STIER).
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4.2. Stratégie expérimentale

Bien que les Manchots royaux soient des oiseaux découverts au 18ème siècle, les

études à leur sujet débutent de façon plus approfondie au 20ème siècle avec une densification

à partir des années 1960.

Les connaissances globales sur le Manchot royal sont à ce jour de plus en plus

précises et détaillées. Les études menées dans le cadre de ce programme de recherche

cherchent à comprendre les réponses comportementales, physiologiques et moléculaires du

Manchot royal face à différents challenges environnementaux. Ceci permettrait la

compréhension (voire la prédiction) des réponses des populations aux stress

environnementaux, mais également d’identifier les mécanismes spécifiques de résilience aux

stress pouvant éventuellement mener à des avancées utiles à la santé animale et/ou humaine.

Notre étude s’inscrit particulièrement dans le continuum de la recherche en

physiologie du stress et fait suite à la découverte de mécanismes probables de résistance et

d’adaptation au stress (voir travaux de A. Stier et V. Viblanc, plus particulièrement Stier et al.

2019).

Le Manchot royal est un modèle au cycle biologique particulier aussi bien chez

l’adulte que le poussin. Les adultes se nourrissent par intermittence en mer et jeûnent lors des

séjours à terre, cela parfois pendant plusieurs semaines.

Le Manchot royal est une espèce qui fait face à de fortes contraintes

environnementales à la fois sur terre (conflits territoriaux, climat, prédation, parasites…) et

en mer (hypoxie, prédation…) ce qui constitue un modèle privilégié pour l’étude des

mécanismes physiologiques et des compromis énergétiques.

Notre hypothèse de travail pour cette thèse est que le Manchot royal pourrait

posséder des mécanismes physiologiques pour éviter ou limiter les effets délétères d’une

exposition chronique à un fort taux de glucocorticoïdes.

L’objectif de la présente thèse est d’étudier la réponse de l'organisme face à une

exposition chronique à de forts taux de corticostérone pour but obtenir des réponses sur le

rôle de la corticostérone dans l’adaptation du Manchot royal aux défis environnementaux.
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Pour tester cette hypothèse, des implants de corticostérone (et des placebos ; N=25

par groupe) ont été implantés chez des Manchots royaux en période de reproduction sur

l’archipel de Crozet lors de la campagne 2018-2019. Puis des échantillons sanguins ont été

récoltés de façon répétée sur les individus de la campagne expérimentale.

Nous avons mesuré :

● La corticostérone basale et la corticostérone suite à un stress aigu ;

● Des métabolites plasmatiques témoignant des changements physiologiques

énergétiques suite à l’augmentation artificielle des taux de glucocorticoïdes (glucose,

triglycérides, acide urique, lactate) ;

● Des marqueurs de stress oxydant comme la mesure d’antioxydants (glutathion,

SOD, GPx), des dommages oxydatifs (8-OHdG) ;

● Les effets sur la densité mitochondriale et la longueur des télomères.

Au vu de l’étude de Stier et al. (2019) sur le Manchot royal et de l’hypothèse suivie,

on s’attend à ce que les Manchots royaux stimulés avec un implant de corticostérone

montrent des adaptations à l’élévation des taux de glucocorticoïdes pour atténuer les effets de

l’exposition au stress chronique et/ou des niveaux élevés de glucocorticoïdes sur le stress

oxydant. C'est-à-dire, une augmentation des taux d’antioxydants et des dommages oxydatifs

absents ou présents en faible quantité.

4.3. Expérimentation animale

Ce projet de recherche a été validé par le Conseil des Programmes Scientifiques et

Technologiques Polaires (CPST) créé par le décret n° 93-740 du 29 mars 1993. Le projet a

été validé par le BEA de l'IPHC.

L’autorisation d’entrer dans la colonie et d’effectuer les expériences a été obtenue

auprès du préfet des Terres Australes et Antarctiques Françaises (Arrêté TAAF n°2017-91)

après approbation par le ministère de la recherche Français

(APAFIS#16465-2018080111195526 v4). Les expériences suivent les « Mesures Convenues

pour la Conservation de la Faune Antarctique et Subantarctique » et respectent les lois

françaises en vigueur.
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Cette expérimentation porte sur des animaux sauvages, bien que la colonie côtoie de

loin la présence humaine du fait de la présence d’une base scientifique, les interactions

proches avec l’humain sont réduites au maximum. Le Manchot royal est un oiseau aux

effectifs importants et croissants (classé non vulnérable par l'UICN), et qui présente une

bonne tolérance au dérangement humain. Lors de la campagne sur le terrain, les

expérimentations sont limitées à une seule colonie représentant 5 % des individus en

reproduction sur l’archipel.

Le but des études menées lors de cette campagne sur l’île de la Possession est de

comprendre les stratégies adaptatives du Manchot royal dans son milieu naturel. Ce modèle

animal présente des adaptations particulières, les méthodes alternatives d’étude sont donc

inexistantes.

Dans les protocoles utilisés sur le terrain, on essaie de limiter le nombre de

manipulations et d’oiseaux étudiés,c’est pourquoi les expériences se déroulent sur deux

saisons (2018-2019). En fonction des résultats obtenus la première saison, on pourra réduire

le nombre d’oiseaux manipulés la deuxième saison. De plus, le groupe d’oiseaux utilisés

participe à plusieurs programmes scientifiques si cela est possible. Le nombre d’oiseaux

utilisés est défini pour permettre de caractériser les variations naturelles par les analyses

statistiques en utilisant le moins d’animaux possible.

Sur notre étude, 49 couples d’oiseaux reproducteurs ont été suivis durant leur cycle

de reproduction, de la formation du couple à l’émancipation des poussins 13 mois plus tard.

Cette thèse se concentre sur les individus adultes durant la phase d’incubation de l'œuf qui se

déroule donc sur terre.

Notre expérimentation rentre dans le cadre de l’expérimentation animale : nous

sommes susceptibles « de causer à cet animal une douleur, une souffrance, une angoisse ou

des dommages durables équivalents ou supérieurs à ceux causés par l'introduction d'une

aiguille effectuée conformément aux bonnes pratiques vétérinaires » comme le stipule la

directive 2010/63/UE du parlement européen et le décret n° 2013-118 du 1er février 2013

relatif à la protection des animaux utilisés à des fins scientifiques.
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Les techniques utilisées lors de cette campagne sont utilisées en routine chez le

Manchot royal et n’ont pas montré d’effets négatifs sur la reproduction et la survie.

Dans notre cas, les oiseaux subissent une chirurgie d’implantation ainsi que 5 prises

de sang: la procédure est considérée comme modérée. De plus, l’étude des mitochondries

mise au point via les prises de sang (globules rouges) permet d’éviter les biopsies

musculaires, technique utilisée auparavant.

Les chercheurs qui manipulent les oiseaux sont formés et confirmés, ce qui permet de

réduire le temps de manipulation et d’effectuer une bonne contention indolore. Dans cette

étude, l’utilisation d’une cagoule opaque lors de la capture ainsi que l’utilisation d’un œuf

factice permet de limiter le stress et les accidents liés à la manipulation. En particulier, la

polypnée, considérée comme un indice de stress animal, marque l’arrêt des manipulations.

Un couple d’oiseaux a notamment été retiré de l’étude pour cause de stress menant à une

impossibilité de manipulation.

Lors de l'implantation, qui équivaut à une chirurgie légère, la douleur et les risques de

maladies sont pris en compte avec l’administration d’anesthésiant en local avant l’incision et

l'administration d’antibiotique prophylactique. La durée totale de la manipulation de l’animal

pour l’implantation est de l’ordre de 15 minutes. Cette procédure est réalisée par un

vétérinaire diplômé d’Etat et a déjà été utilisée sur le Manchot royal (Schull et al. 2017).
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4.4. Matériels et méthodes

4.4.1. Conception de l’étude

Des prises de sang ont été effectuées selon le cycle d’incubation : une fois l'œuf

pondu, les parents alternent pour le couver tous les 14 jours ± 2 jours (Charrassin et al. 1998).

Le nombre d’oiseaux a été choisi tel qu’il permette de détecter une taille de l’effet

modérée (Cohen d~0,5), c'est-à-dire tel que l’ampleur de l’effet du traitement en

corticostérone soit suffisamment grande. L’étude porte donc sur 49 manchots royaux adultes

séparés en 2 groupes CORT/C témoins (initialement 50 individus mais un animal a été écarté

de la procédure expérimentale car il a été jugé qu’il y avait une atteinte à son bien-être).

Dans l’étude expérimentale, on a n=49 individus. Ils sont répartis dans les groupes tels que :

CORT : individu portant un implant de corticostérone

C : individu avec placebo

Tableau 2 : Les différents groupes d’individus étudiés lors de l’expérimentation.

Lorsque la femelle revient de son second voyage alimentaire, la rotation n°2, on lui

laisse 2 jours d’incubation de son œuf et au troisième jour J3, on procède à une prise de sang

préimplantatoire “before” et à l’implantation. Ensuite, six jours après l’implantation, une

seconde prise de sang est effectuée, notée J6.

104

CORT C=témoins Total

Mâle 13 13 26

Femelle 12 11 23

Total 25 24 49



Ainsi, nous nommerons après, dans un souci d’harmonisation, les prises de sang prises à

différents moments sur un même individu, telles que :

- “Before” : correspondant à la préimplantation, 3 jours après que l'individu soit

revenu de la mer (voyage alimentaire) pour prendre son tour d’incubation (soit à la

rotation 2 pour la femelle, et à la rotation 3 pour le mâle).

- “J6” : correspond à 6 jours après l’implantation de l’animal

- “R1” : première rotation après implantation, c'est-à-dire que l’animal est parti en mer

et revenu sur terre avec son implant. L’implant est donc en place depuis à peu près 28

jours.

- “R2” : seconde rotation après implantation, l’implant est en place depuis à peu près 56

jours.

A J6, soit 6 jours après l’implantation de l’animal, deux prises de sang sont effectuées

au lieu d’une seule sur les autres stades.

Ces prises de sang correspondent à :

- PS : prise de sang prise en moins de 3 minutes (BASE CORT), durée établie selon

laquelle la corticostérone n’a pas eu le temps de varier face au stress de contention (5

minutes dans cette espèce ; Viblanc et al. 2018). Cette règle des 3 minutes est prise en

compte sur toutes prises de sang réalisées à tous les stades sauf la PS30.

- PS30 : prise de sang prise après 30 min de stress de contention (manipulation

humaine ; STRESS CORT), durée suffisante pour que le taux de corticostérone

augmente du fait du stress de contention. Elle est réalisée seulement à J6 (Stier et al.

2019 ; Viblanc et al. 2018).

Bien que mesurée et testée, la PS30 ne fera pas l’objet d’analyse dans cette thèse.
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Fig. 33 : Schéma représentant les rotations d'incubation des parents une fois l'œuf pondu ainsi que les
prises de sang réalisées en fonction du temps.
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Le sang collecté sera centrifugé et séparé en 2 aliquots : le culot cellulaire (globules

rouges majoritairement) et le plasma. Les échantillons de plasma seront évalués pour leur

donner une note d’hémolyse allant de 0 à 3 : 0 étant l’absence d’hémolyse (coloris

transparent) ; 3 étant une hémolyse prononcée (coloris rouge sang). La note d’hémolyse

entrera dans les covariables du modèle mathématique.

De plus, il est montré que les oiseaux possèdent des mitochondries fonctionnelles

dans leurs globules rouges (Stier et al. 2013 ; Stier et al. 2015) ce qui nous permettra

d’évaluer les changements à court terme de la fonction mitochondriale (Stier et al. 2016 ;

Stier et al. 2019) et les mesures des taux d'antioxydants mitochondriaux.

Outre la corticostérone, on mesure plusieurs métabolites témoignant de la potentielle

utilisation des mobilisations énergétiques des glucides, lipides et protéines par les mesures du

glucose, des triglycérides, de l’acide urique et du lactate. Ces mesures peuvent nous aider à

comprendre comment le Manchot royal gère son déficit énergétique lors de stress chronique

et quel est l’impact d’une exposition prolongée à la corticostérone sur celui-ci.

Dans le cadre de cette étude nous cherchons également à comprendre les

conséquences de l’exposition au stress chronique induit via les implants de corticostérone,

notamment le lien entre stress chronique et stress oxydant, et comment les défenses

antioxydantes réagissent à cette surcharge allostatique en glucocorticoïdes. Afin de mesurer

le potentiel stress oxydant, nous avons mesuré sur le plasma, la capacité antioxydante non

enzymatique (OXY), les métabolites réactifs de l’oxygène (ROMs) ainsi que le

8-hydroxy-2′-deoxyguanosine (8-OHdG), qui est le produit des dommages oxydatifs induits

par les radicaux libres de l’ADN et est un biomarqueur pour le stress oxydatif.

Afin d’avoir une vision globale des possibles dégâts du stress oxydant sur l’ADN,

nous avons effectué deux mesures : une mesure du 8-OHdG plasmatique, qui est une mesure

susceptible de représenter l’état de stress oxydatif dans l’ensemble de l’organisme et donc

influencées par le niveau des dommages et par le taux de réparation de ces dommages, et une

mesure du 8-OHdG intégré dans l'ADN des globules rouges, qui marque les dégâts non

réparés.
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Les mesures des enzymes antioxydantes, la superoxyde dismutase (SOD) et la

glutathione peroxydase (GPx), ont également été effectuées sur lysat de globules rouges. Ces

mesures devraient permettre de statuer d’une potentielle variation des taux des antioxydants

face à l’exposition chronique en corticostérone.

Pour finir, nous nous sommes intéressés à la densité mitochondriale et à la longueur

télomérique. Ces mesures sont des biomarqueurs des altérations de l’organisme et le témoin

d’un stress oxydant.

4.4.2. Implantation des Manchots royaux avec un
implant de corticostérone

Les couples de Manchots royaux sont sélectionnés aléatoirement pour l’étude. Ils sont

capturés manuellement sans anesthésie lors de l’incubation des œufs. Une cagoule est placée

sur la tête des individus au moment de la capture afin de les calmer, et l'œuf est remplacé par

un œuf factice le temps des manipulations pour éviter tout risque d’accident lors des

mouvements de l’adulte. Ils sont identifiés par une marque de teinture noire sur les plumes de

la poitrine pour les repérer pour la suite des opérations. Par couple de manchot, on choisit

aléatoirement d’implanter soit le mâle soit la femelle avec un implant de corticostérone ou un

placebo, ainsi sur un couple, un seul individu est implanté.

Les individus sont implantés sous anesthésie locale (0.5mg/kg xylocaïne et

0.0001mg/kg adrénaline, Aspen Pharma) en haut du dos en sous cutané avec soit un implant

de corticostérone (NG-111, 50 mg à libération prolongée 90 jours), soit un implant placebo

(même implant mais sans corticostérone). Voir le protocole chirurgical en annexe 1 (protocole

d’implantation de Caroline Gérard ; de nombreux protocoles existent : voir Torres-Medina et

al. 2018). Après l’implantation, l’incision est refermée avec 3 agrafes chirurgicales et les

individus reçoivent une dose prophylactique d’antibiotique (céfalexine, 50 mg/kg, Rilexine®,

Virbac).

108



Les implants proviennent de Innovative Research of America (Sarasota, FL, USA), et

la dose a été déterminée à partir d’une étude préliminaire réalisée en 2017-2018 : 10 mâles

implantés avec un implant de corticostérone, 10 mâles avec le placebo à la dose de 100 mg

(Stier, communication personnelle). Les implants possèdent une matrice de cholestérol où la

corticostérone est incluse et délivrée par érosion de l’implant en sous-cutané et diffusion de la

substance active.

Les femelles sont implantées lors de leur première rotation d’incubation après le

voyage alimentaire et 3 jours après leur retour sur terre. Les mâles sont implantés lors de leur

seconde rotation afin d’obtenir des durées de jeûne (et donc un état physiologique)

comparables avec les femelles, puisque la première rotation d’incubation des mâles

commence après une dizaine de jours passés à terre pour la formation du couple,

l’accouplement, la sécurisation du territoire et la ponte.

4.4.3. Prélèvements sanguins

Les prélèvements sanguins s’effectuent à la veine basilaire (coude) à l’aide de

seringues héparinées de 2.5mL montées avec une aiguille de 21 à 25 G. On prélève entre 0.2

et 1.5 mL par prise de sang.

Une fois collecté, le sang est transféré immédiatement dans des tubes Eppendorf et

mis dans la glace 15/30 min avant d’être centrifugés 5 minutes à 3000g et aliquotés en 2

échantillons : un culot cellulaire (majoritairement globules rouges) et du plasma. Les aliquots

sont ensuite congelés à -20°C.
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4.4.4. Dosage des protéines : kit Pierce®
BiCinchoninic acid Assay, Thermo Fisher
Scientific.

Le dosage des protéines totales est effectué sur le plasma des échantillons afin

d’obtenir leur concentration en protéines et de les intégrer aux calculs du modèle

mathématique en tant que covariable pour moduler leurs effets sur les résultats.

Le BCA est un dosage colorimétrique des protéines basé sur l’acide bicinchoninique.

La méthode combine la réduction du Cu²+ en Cu+ par les protéines dans un environnement

alcalin à la détection colorimétrique de Cu+ par le BCA (annexe 2).

Les échantillons de plasma sont dilués au 5ème puis on réalise le dosage selon les

directives du fabricant. Le kit utilisé est le Thermo Scientific™ Pierce™ BCA Protein Assay

Kits (Référence : 23225). La plaque est lue avec le spectrophotomètre Epoch 2 microplate

reader Biotek.

Les concentrations sont obtenues par calcul sur Excel. Une courbe étalon avec les

absorbances mesurées est réalisée grâce aux standards de concentrations connues permettant

d’obtenir les valeurs diluées des échantillons. Ces valeurs sont multipliées par le coefficient

de dilution afin d’obtenir la valeur réelle en mg/mL.
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4.4.5. Dosage de la corticostérone et des
métabolites plasmatiques

4.4.5.1. Dosage de la corticostérone plasmatique :
Enzyme immunoassay kit detect X ® Arbor
Assays.

Des mesures de corticostérone ont déjà été réalisées chez cette espèce (Stier et al.

2014 ; Viblanc et al. 2016). La méthode de dosage utilisée est un dosage ELISA par immuno

compétition, le kit utilisé est le DetectX ® corticosterone Enzyme Immunoassay

K014-H1W/H5W.

Les réactifs fournis sont : des plaques 96 puits couvertes d’igG anti-mouton d’âne, du

standard : corticostérone 100,000 pg/mL, DetectX® Corticosterone Antibody : anticorps

polyclonal de mouton spécifique de la corticostérone, DetectX® Corticosterone Conjugate :

un conjugué corticostérone-peroxidase dans une solution stabilisatrice, un réactif de

dissociation, le TMB : substrat, la stop solution : acide hydrochlorique. Les réactifs ont été

préparés selon les directives du fabricant.

Nous avons utilisé le protocole du fabricant du kit avec modifications des volumes utilisés

lors de l’étape de dissociation et de dilution (voir annexe 3). La plaque est lue avec le

spectrophotomètre Epoch 2 microplate reader Biotek.

Nous effectuons les calculs sous le logiciel Excel, on réalise en premier une moyenne

des densités optiques des duplicats en soustrayant le blanc pour les échantillons et les

standards. Puis, on crée une courbe étalon avec une régression logistique en utilisant le

logarithme népérien sur les concentrations connues de corticostérone. Enfin, on trace une

courbe de tendance de type polynomiale de degré 3 pour obtenir une courbe sigmoïde.

Les concentrations des échantillons sont obtenues après calculs via la courbe de

pourcentage de liaison %B/B0. Les résultats sont multipliés par leur coefficient de dilution

pour obtenir la concentration réelle.
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4.4.5.2. Dosage du glucose : Glucose GLUC-PAP,
Randox laboratories

La quantité de glucose est déterminée après une oxydation enzymatique en présence

de glucose oxydase. Le péroxyde d’hydrogène formé réagit avec le phénol et le

4-aminophénazone sous catalyse de la peroxydase, pour former un colorant rouge-violet, la

quinonéimine. Le kit utilisé est le GLUC-PAP, Randox laboratories GL 364.

Les réactifs utilisés sont le tampon (tampon phosphate 0.1 mol/L pH 7.0), le réactif

GOD-PAP (4-aminophenazone 0.77 mmol/L ; Glucose oxidase >1.5 kU/L ; Peroxidase >1.5

kU/L).

Les directives du fabricant ont été suivies lors de cette expérience, les modifications

de volumes sont indiquées dans l’annexe 4. La plaque est lue avec le spectrophotomètre

Epoch 2 microplate reader Biotek.

La concentration est obtenue par calcul sur Excel:

4.4.5.3. Dosage du lactate : L-Lactate (LAC) Randox
laboratories

Le lactate est déterminé par méthode enzymatique colorimétrique (PAP). L’oxydation

du lactate sous l’action de la lactate oxydase va produire du peroxyde d’hydrogène. Ce

peroxyde va être transformé grâce aux réactifs et à l’action de la peroxydase pour donner un

colorant violet. Le kit utilisé est le L-Lactate (LAC) de Randox laboratories, LC 2389.

Les réactifs utilisés sont préparés selon les directives du fabricant. Les réactifs sont le

tampon (Tampon Pipes mmol/L pH 7.20 ; TOOS 2.1 mmol/L ; azide de sodium 1g/L), le

réactif enzymatique (4-aminophenazone 0.4 mmol/L ; Peroxidase >1000 U/L ; Lactate

oxidase > 600 U/L ; Ascorbate oxidase > 10000 U/L).
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Les directives du fabricant ont été suivies lors de cette expérience voir annexe 5. La

plaque est lue avec le spectrophotomètre Epoch 2 microplate reader Biotek.

Les concentrations sont obtenues par calcul sur Excel :

4.4.5.4. Dosage des triglycérides : Triglycerides
(TRIGS), Randox laboratories

Pour mesurer les triglycérides, nous avons utilisé une méthode enzymatique

colorimétrique (GPO-PAP).

Les triglycérides sont hydrolysés par des lipases puis un enchaînement de réactions

enzymatiques forme le colorant quinoneimine formé à partir du peroxyde d’hydrogène, du

4-aminophénazone et du 4-chlorophénol grâce à la catalyse de la réaction par la peroxydase.

Le kit utilisé est le Triglycerides (TRIGS) de chez Randox laboratories, TR 1697.

Les réactifs sont préparés selon les directives du fabricant. Les réactifs sont le tampon

(Tampon Pipes 40 mmol/L pH 7.4, 4-chlorophenol 5.4 mmol/L, ions magnésium 5.1 mmol/L,

ATP 1.0 mmol/L, peroxidase >0.5 U/mL, glycerol kinase >0.4 U/mL, glycerol-3-phosphate

oxydase >1.5 U/mL, azide de sodium 0.05%), le réactif enzymatique (4-aminoantipyrine 0.4

mmol/L, lipases >150 U/mL, azide de sodium 0.05%).

Le kit est utilisé selon les instructions du fabricant (modification de volume voir

annexe 6). La plaque est lue avec le spectrophotomètre Epoch 2 microplate reader Biotek.

Les concentrations sont obtenues par calcul sur Excel tel que :
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4.4.5.5. Dosage de l’acide urique : uric acid (UA)
Randox laboratories

Afin de faire une mesure quantitative de l’acide urique, nous avons utilisé la méthode

enzymatique colorimétrique du kit Uric Acid de Randox.

L’acide urique est converti en allantoïne et peroxyde d’hydrogène par l’uricase. Le

peroxyde d’hydrogène sous l’influence d’une peroxydase oxyde l’acide

3,5-dichloro-2-hydroxybenzène sulfonique et le 4-aminophénazone en un composé

quinoneimine de coloration rouge-violet. Le kit utilisé est le uric acid (UA) de chez Randox

Laboratories, UA 230.

Les réactifs sont préparés selon les directives du fabricant. Les réactifs sont le tampon

(Tampon Hepes 50 mmol/L pH 7.0, Acide 3,5-dichloro-2-hydroxybenzène sulfonique 4

mmol/L), le réactif enzymatique (4-Aminophénazone 0.5 mmol/L, peroxidase >1000 U/L,

uricase >200 U/L).

On utilise le kit d’après les instructions du fabricant avec une modification des

volumes utilisés mentionnés dans l’annexe 7. La plaque est lue avec le spectrophotomètre

Epoch 2 microplate reader Biotek.

Les concentrations sont obtenues par calcul sur Excel tel que :
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4.4.6. Biomarqueurs du stress oxydant

4.4.6.1. Les antioxydants
4.4.6.1.1. OXY test : capacité antioxydante totale du

plasma, DIACRON (Stier et al. 2012)

La capacité antioxydante non enzymatique a été évaluée à l’aide du test OXY

(Diacron International, Italie) qui quantifie la capacité du plasma à amortir une réaction

d’oxydation massive en réponse à l’acide hypochlorique. Les résultats sont exprimés en

micromoles de HClO neutralisés par millilitre. Cette mesure a déjà été effectuée chez le

Manchot royal par Stier et al. (2014), Viblanc et al. (2014), Stier et al. (2019).

On fera attention à garder au maximum les échantillons et contrôles sur glace. Les

dépôts dans les puits de la plaque de biochimie ont lieu sur glace. Les réactifs utilisés sont R1

: réactif oxydant (HClO) de concentration 0.1% et R2 : réactif chromogène

(N,N-diethylparaphenilendiamide) contenant des stabilisateurs avec une concentration de

10%.

Le protocole suit les directives du fabricant avec des modifications voir annexe 8. La plaque

est lue avec le spectrophotomètre Epoch 2 microplate reader Biotek.

On effectue les calculs sur Excel tels que :
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4.4.6.1.2. Dosage de la superoxide dismutase :
RANSOD, Randox laboratories

Le rôle de la SOD est d’accélérer la dismutation du radical superoxyde produit

pendant les processus oxydatifs de production d’énergie, en peroxyde d’hydrogène et

oxygène. Cette enzyme a déjà été mesurée chez le Manchot royal par Stier et al. (2019).

Cette méthode emploie de la xanthine et de la xanthine oxidase (XOD) pour produire

des radicaux superoxyde qui réagissent avec le

2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolium chloride (I.N.T.) pour former une

coloration rouge formazan. L’activité de la SOD est mesurée par le degré d’inhibition de la

réaction. Une unité de SOD cause une inhibition de 50 % du taux de réduction de INT. Le kit

utilisé est le RANSOD de Randox laboratories, SD 125.

Les réactifs utilisés sont R1a : mix de substrats (Xanthine 0.05 mmol/L ; I.N.T 0.025
mmol/L), R1b : le tampon (CAPS 40 mmol/L pH 10.2, EDTA 0.94 mmol/L) et R2 : xanthine
oxidase (80 U/L). Ils sont reconstitués d’après les directives du fabricant.

Le protocole suit les directives du fabricant avec des modifications voir annexe 9. La plaque

est lue avec le spectrophotomètre Epoch 2 microplate reader Biotek.

Pour obtenir la concentration, on effectue dans un premier temps un calcul de la

pente.

Ensuite on calcule le pourcentage d’inhibition :

Une courbe étalon est obtenue par régression log linéaire et permet d’obtenir les

valeurs de concentration en SOD qu’il faut ensuite multiplier par le facteur de dilution (sous

Excel).
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4.4.6.1.3. Dosage de la glutathione péroxydase :
RANSEL, Randox laboratories

La méthode est basée sur celle de Paglia et Valentine (1967). Cette enzyme a déjà été

mesurée chez le Manchot royal par Stier et al. (2019).

La glutathione peroxydase (GPx) catalyse l’oxydation de la glutathione (GSH) par

l’hydroperoxyde de cumène. En présence de glutathione réductase (GR) et NADPH, la

glutathione oxydée (GSSG) est convertie en sa forme réduite avec une oxydation

concomitante du NADPH en NADP+. La baisse de l’absorbance à 340 nm est mesurée

(Epoch 2 microplate reader Biotek). Le kit utilisé est le RANSEL de chez Randox

Laboratories, RS 504.

Les réactifs sont R1a : réactif (Glutathione 4 mmol/L ; Glutathione reductase >0.5

U/L ; NADPH 0.34 mmol/L), R1b : tampon (tampon phosphate 0.05 mol/L pH 7.2 ; EDTA

4.3 mmol/L), R2 : hydroperoxyde de cumène (4.3 mmol/L) et R3 : le diluant (0.18 mmol/L).

Le protocole suit les directives du fabricant avec des modifications voir annexe 10. La plaque

est lue avec le spectrophotomètre Epoch 2 microplate reader Biotek.

Pour obtenir les concentrations, on calcule sur Excel la pente entre les absorbances

mesurées et les minutes. Puis, on calcule tel que :
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4.4.6.2. Marqueurs de stress oxydant
4.4.6.2.1. Dosage des métabolites réactifs de l’oxygène

dans le plasma, DIACRON (Stier et al. 2012)

Les ROMs (métabolites réactifs de l’oxygène) sont les hydroperoxydes générés lors

de l’action des radicaux libres sur les protéines/lipides/ADN. Cette mesure a déjà été

effectuée chez le Manchot royal par Stier et al. (2019) et précédemment chez l’Adélie

(Beaulieu et al. 2011).

Les ROMs sont plus stables que les ROS, permettant ainsi une détection et une

quantification, leur production est aussi précoce.

Le test est basé sur la réaction de Fenton où les hydroperoxydes (ROOH) provenant

de l’échantillon, réagissent avec le fer relargué des protéines plasmatiques par un tampon

acide (réactif R2) et génèrent des radicaux alkyles (R-O°) et peroxyles (R-OO°).

Ensuite, les radicaux alkyles et peroxyles oxydent un amine aromatique substitué

alkyle A-NH₂ (solubilisé dans un mélange chromogène - réactif R1) et génère sa forme

oxydée [A-NH₂°]+, un composant coloré rose. L’intensité de la couleur est directement

proportionnelle à la concentration de ROMs dans l’échantillon d’après la loi de

Beer-Lambert.

Le protocole suit les directives du fabricant avec des modifications voir annexe 11. La

plaque est lue avec le spectrophotomètre Epoch 2 microplate reader Biotek.

On effectuera le calcul suivant pour obtenir les concentrations de dROMs sur Excel

tel que :
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4.4.6.2.2. Mesures du stress oxydant sur l’ADN
4.4.6.2.2.1. Extraction ADN pour qPCR :

NucleoSpin® Blood QuickPure

Tout d’abord les échantillons sanguins (culots cellulaires issus des prises de sang) sont

lysés afin de libérer le matériel génétique contenu dans le noyau des cellules (les globules

rouges des oiseaux sont nucléés). On utilise ici une méthode d’extraction sur colonne de

silice, Macherey-Nagel™ NucleoSpin™ Blood QuickPure de chez Fisher Scientific.

Le protocole est un adapté du protocole du fabricant voir annexe 12. Les réactifs et

tampons sont préparés et utilisés selon les directives du fabricant. La plaque est lue avec le

spectrophotomètre Epoch 2 microplate reader Biotek.

La quantité et la pureté des échantillons d’ADN est ensuite estimée par dosage

spectrophotométrique (Nanodrop).

Les paramètres acceptés à la mesure au Nanodrop sont :

Paramètre Valeur acceptable

[ADN] > 50 ng/μL

Ratio 260/280 nm > 1.8

Ratio 260/230 > 2.0
Tableau 3 : Valeurs acceptables en spectrophotométrie au Nanodrop après extraction d’ADN.

Les échantillons répondant à ces critères seront ensuite congelés à -20°C et utilisés
pour des mesures ultérieures.

4.4.6.2.2.2. Digestion de l’ADN adapté de
Quinlivan et Gregory (2008)

Le protocole est adapté de Quinlivan et Gregory (2008) par A. Stier voir annexe 13.

Dans un premier temps, il convient de préparer le mix de digestion qui a pour but de

dénaturer l’ADN en désoxyribonucléoside afin de libérer le composant qui nous intéresse

dans l’expérience suivante : 8-OH-dG.

Les échantillons ainsi digérés peuvent être stockés à -20°C.
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4.4.6.2.2.3. Dosage des dommages de l’ADN :
8-OHdG, Arbor Assays

Le kit utilisé est le DetectX ® DNA Damage Enzyme Immunoassay Kit K059-H5 de

chez Arbor Assays. Ce composé a déjà été mesuré chez le Manchot royal par Stier et al.

(2014), Viblanc et al. (2014), Stier et al. (2019).

Les réactifs fournis sont les plaques 96 puits couvertes d'IgG anti-lapin de chèvre, le

standard 8-Hydroxy-2’-deoxyguanosine à 160 ng/mL, la solution d’anticorps monoclonal de

souris marqué de la peroxydase DetectX® 8-Hydroxy-2’-deoxyguanosine, le conjugué

DetectX® 8-Hydroxyguanosine, le substrat TMB, la Stop Solution d’acide hypochlorydrique.

Les tampons et les standards sont préparés selon les directives du fabricant. Le

principe est celui d’un ELISA compétitif. Le protocole est un adapté du protocole du

fabricant voir annexe 14. La plaque est lue avec le spectrophotomètre Epoch 2 microplate

reader Biotek.

Nous effectuons les calculs sous le logiciel Excel : on réalise en premier une moyenne

des densités optiques des duplicats en soustrayant le blanc pour les échantillons et les

standards. Puis, on crée une courbe étalon avec une régression logistique en utilisant le

logarithme népérien sur les concentrations connues de corticostérone. Enfin, on trace une

courbe de tendance de type polynomiale de degré 3 pour obtenir une courbe sigmoïde.

Les concentrations des échantillons sont obtenues après calculs via la courbe de pourcentage

de liaison %B/B0. Les résultats sont multipliés par leur coefficient de dilution pour obtenir la

concentration réelle.
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4.4.6.2.3. Principe de l’amplification des séquences
RAG1.3, CO 2.4 et Télo par qPCR

Afin de déterminer les quantités relatives d’ADN mitochondrial et la longueur des

télomères, certains gènes sont utilisés comme référence. Ces gènes en particulier servent à la

création de primers pour la qPCR. Ils seront donc amplifiés et les quantités relatives

mesurées.

La méthode qPCR a été adaptée aux oiseaux par Criscuolo et al. (2009) puis utilisée

chez le Manchot royal par Geiger et al. (2012), Stier et al. (2014).

Les 3 séquences amplifiées sont RAG1.3, COI 2.4 et Télo respectivement, la

séquence codant pour un gène témoin, la séquence codant pour un gène mitochondrial et la

séquence codant pour une portion télomérique. Les amorces RAG1 et pour le gène

mitochondrial ont été désignées par A. Stier (non publié). Pour le gène télomérique les

séquences des primers sont les mêmes que celles utilisées par Criscuolo et al. (2009) et Stier

et al. (2014).

On utilise des primers sens et antisens :

RAG1 : 400 nM

Telo : 300 nM

COI2 : 150 nM

Avec des séquences respectives suivantes :

RAG1 :

Forward : GTCCAACCCATATCACGAATCT

Reverse : GGAGGGAACGGTCTCAATAAA

Tel1b : CGG TTT GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT

Tel2b : GGC TTG CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT

COI2 :

Forward : TCGGACACCAATGATACTGAAC
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Reverse : CAACTCGGTGGTCTACTTCTAAC

Pour réaliser ces qPCR, on utilise le thermocycleur qPCR Mic de chez Bio Molecular

Systems. On utilise la technologie SYBR (Master Mix qPCR SYBR™ Green, ThermoFisher

Scientific).

Afin de construire une courbe étalon, nous avons préparé un mix de plusieurs

échantillons provenant de notre étude à 6 ng, 3 ng, 1.5 ng et d’un échantillon contrôle positif.

Les échantillons sont dilués, voir annexe 16 pour des exemples de calcul de dilution. Le

protocole est visible en annexe 15.

Les conditions de la PCR sont :

- 95°C, 3 minutes - 95°C, 5 secondes - 60°C, 25 secondes : 25 fois pour Télo, 35 fois

COI2, 38 fois pour RAG1 (annexe 16).

L’efficacité et le Cq de chaque puits sont ainsi évalués. La valeur Cq est le nombre de

cycle de PCR auquel la courbe de réaction de l’échantillon croise la ligne de seuil (Ct=cycle

threshold). Cette valeur indique le nombre de cycles nécessaires pour détecter un signal réel à

partir de l'échantillon : plus le Cq est bas, plus la séquence cible est en quantité importante.

L’efficacité est calculée avec la gamme étalon, en théorie, on cherche à avoir une efficacité de

100%, c’est à dire que, à chaque cycle, chaque segment d’ADN portant la séquence choisie

doit être amplifié ; cela suit donc une croissance exponentielle. Des exemples de résultats

obtenus se trouvent dans les annexes 17 et 18.

Nous cherchons à déterminer une quantité relative en utilisant le gène de référence RAG1.

Pour les calculs, nous utiliserons la méthode de Pfaffl (Pfaffl 2001). L’expression relative

d’un gène cible est calculée en fonction de la déviation E (efficacité) et le Cq d’un échantillon

inconnu par rapport à un contrôle, exprimé par rapport à un gène de référence.
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Etarget est l’efficacité de la PCR en temps réel de la transcription du gène cible, ici

soit COI2, soit la séquence Télo.

Eref est l’efficacité de la PCR en temps réel d’une transcription de gène de référence :

pour nous c’est donc RAG1.

ΔCQtarget est l’écart Cq du contrôle – échantillon de la transcription du gène cible

ΔCQref = déviation Cq du témoin – échantillon de transcription du gène de référence

4.4.7. Analyse statistique

Pour l’analyse des résultats, nous utilisons un modèle mixte linéaire aussi connu sous

le nom de modèle multi-niveaux (GLMM), car il modélise la variation à au moins deux

niveaux : l’observation individuelle et le groupe. Le logiciel utilisé est IBM SPSS.

Ce type de modèle permet d’exposer des effets fixes et des effets aléatoires sur des

mesures répétées sur plusieurs individus.

En effet, il existe des effets identiques pour les sujets d’une même population et des niveaux

de réponse propres à chaque individu par rapport à la population.

Un effet fixe (facteur fixe) est un effet dont on souhaite généraliser les propriétés. Il

s’agit de la variable manipulée, celle que l’on cherche à expliquer.

Un effet aléatoire (facteur aléatoire) est un effet dont on ne veut pas généraliser les

propriétés et dont les niveaux sont échantillonnés de façon aléatoire dans une population plus

grande. Ce sont des variables catégorielles (ici l’individu ou le lot d’échantillons sur une

expérience). On considère donc dans le modèle que ces valeurs sont dépendantes entre elles.

Pour une variable donnée, les valeurs d’un individu sont dépendantes entre elles ; ainsi que

pour un lot d’échantillons traités sur la même plaque qui sont non indépendants entre eux.
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La variable dépendante (c’est ce que l’on a mesuré expérimentalement) est

considérée comme étant linéairement reliée aux facteurs fixes, aux facteurs aléatoires et aux

covariables. Les effets aléatoires sont considérés comme étant indépendants les uns des

autres.

Dans notre modèle nous rentrons en :

● Variable dépendante: notre mesure soit par exemple les valeurs obtenues par le

dosage de corticostérone ;

● Facteurs fixes :

○ Le groupe (CORT ou C = témoins), le sexe (F ou M), le stade (before, J6, R1

ou R2), la note hémolyse, la mesure de dosage des protéines BCA (pour les

mesures de GPx et SOD uniquement) ;

○ Les intéractions : groupe x stade, groupe x sexe, sexe x stade ;

● Facteurs aléatoires : l’individu (ID), la plaque de biochimie (plate) ;

● Covariables : la note hémolyse, la mesure de dosage des protéines BCA (pour les

mesures de GPx et SOD uniquement).

Les covariables sont des variables qui affectent la relation entre la variable indépendante et la

variable dépendante mais qui ne présente pas d’intérêt direct.

Lorsqu’une interaction significative entre deux facteurs (par exemple Groupe x Stade)

est détectée, une analyse séparée par facteur (par exemple, l’effet Groupe au sein de chaque

Stade) est conduite afin d’établir l’origine de l’interaction et les graphiques correspondants

sont présentés. Les moyennes sont données ± écart type, les p-value sont considérées

significatives lorsque p<0.05.

Les valeurs du modèle sont données telles que :

MLM, F(ddl du numérateur, ddl du dénominateur)= F, p-value

MLM : modèle mixte linéaire

ddl : degré de liberté

F : valeur F, tiré d’un test F : terme générique désignant tout test statistique dans lequel la

statistique de test suit la loi de Fisher sous l'hypothèse nulle.
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5. Résultats d’expérimentation
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Rappels: les différentes mesures sont effectuées à plusieurs stades :
● Before : prise de sang avant implantation
● J6 : prise de sang effectuée 6 jours après implantation
● R1 : prise de sang effectuée après une rotation en mer soit à peu près 28 jours après

implantation
● R2 : prise de sang effectuée après deux rotations en mer soit à peu près 56 jours

après implantation

Les groupes sont définis tels que :
CORT : manchots ayant été implantés avec un implant de corticostérone
C : manchots ayant été implantés avec un implant placebo

Les étoiles présentes sur les graphiques sont définies telles que:
*** : p<0.001
** : p<0.01
* : p<0.05
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5.1. Corticostérone et métabolites plasmatique
5.1.1. Corticostérone

Diagramme 1 : Concentration moyenne en corticostérone en pg/mL en fonction du stade et des
groupes.

L’interaction significative Groupe*Stade montre un effet du groupe à J6 (MLM,

F(1,37)= 12.53, p<0.001, Ncort= 25, Nc= 24) : les individus du groupe CORT ont une

moyenne nettement plus élevée soit 24.96± 4.12 ng/mL contre 12.36± 4.20 ng/mL pour le

groupe C témoin (Diag. 1).

Les autres stades ne sont pas significativement différents : Before (MLM, F(1,37)= 0.49,

p= 0.49) ; R1 (MLM, F(1,35)= 0.015, p= 0.90) ; R2 (MLM, F(1,30), p= 0.32) ;

(voir annexe 19).
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5.1.2. Glucose

L’étude des valeurs de la glycémie montre une interaction Sexe*Stade significative

(MLM, F(3,122)= 3.31, p= 0.022) ; voir annexe 20.

Fig. 34 : Courbe représentant la concentration moyenne de glucose en g/L en fonction du stade et des
groupes.

Au vu de l'interaction Sexe*Stade, nous avons cherché à expliciter les stades

auxquels cette interaction avait lieu, c’est donc au stade J6 (MLM, F(1,38)= 4.18, p= 0.048)

avec une moyenne de 1.57± 0.06 g/L pour les femelles et 1.71± 0.06 g/L pour les mâles. Les

autres stades ne sont pas significatifs : Before (MLM, F(1,38)= 1.24, p= 0.27) ; R1 (MLM,

F(1,36)= 0.41, p= 0.52) ; R2 (MLM, F(1,36)= 1.18, p= 0.28) (voir annexe 20).

L'interaction Groupe*Stade exprime une tendance (MLM, F(3,121.66) = 2.65, p =

0.052), il est possible que le groupe CORT ait une glycémie légèrement plus élevée au stade

J6 (Fig. 34).
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5.1.3. Lactate

Nous n’avons pas détecté d’effets significatifs sur les concentrations de lactate en

fonction du traitement, du stade ou du sexe (Diag. 2 ; voir annexe 21).

Diagramme 2 : Concentration moyenne de lactate en g/L en fonction du stade et des groupes.
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5.1.4. Triglycérides

Diagramme 3 : Concentration moyenne de triglycérides en g/L en fonction du stade et du groupe.

Les taux de triglycérides n’ont pas été influencés par de hauts niveaux de

corticostérone (Diag. 3).

Cependant, il y a une interaction Sexe*Stade (MLM, F(3,119)= 23.47, p<0.001) pour

les concentrations en triglycérides (voir annexe 22).
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Diagramme 4 : Concentration moyenne de triglycérides en g/L en fonction du stade et du sexe.

En effet, les trois premier stades soit le stade pré-implantatoire “Before” (MLM,

F(1,40)= 38.85, p<0.001), J6 (MLM, F(1,39)= 5.49, p= 0.024), R1 (MLM, F(1,38)= 20.33,

p<0.001) sont responsables de l’interaction Sexe*Stade avec des valeurs significativement

plus élevées pour les femelles (voir annexe 22). Cette différence est notamment très marquée

au stade “Before” avec 3.58 ± 0.29 g/L pour les femelles contre 1.08 ± 0.27 g/L pour les

mâles (Diag. 4 ; Tab. 7).

Le stade R2 ne montre pas d’interaction pour le facteur sexe (MLM, F(1,32)= 3.12,

p= 0.09).
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5.1.5. Acide urique

Les valeurs de concentration plasmatique en acide urique sont significativement

différentes selon le groupe (MLM, F(1,155)= 5.04, p= 0.026), avec des valeurs moyennes de

0.035± 0.004 g/L pour le groupe témoin C et 0.040± 0.004 g/L pour le groupe implanté

CORT montrant ainsi une influence du traitement en corticostérone (annexe 23).

Diagramme 5 : Concentration moyenne d’acide urique en g/L en fonction du stade et des groupes.

Malgré un pic d’acide urique au stade J6 pour le groupe CORT, nous n’avons pas pu montrer

d’interaction Groupe*Stade (MLM, F(1,154)=2.03, p=0.112) ; (Diag. 5).
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Diagramme 6 : Concentration moyenne d’acide urique en g/L en fonction du sexe et des stades

On constate une interaction Stade*Sexe (MLM, F(3,154)= 13.86, p<0.001), qui est

due au stade Before (MLM, F(1,40)= 25.66, p<0.001) : les femelles ont une concentration en

acide urique moyenne de 0.07± 0.01 g/L, tandis que les mâles ont une moyenne de

0.03± 0.01 g/L (Diag. 6). Les autres stades ne sont pas significatifs pour cette interaction : J6,

est proche du seuil de significativité (MLM, F(1,37)= 3.73, p= 0.061) ; R1 (MLM, F(1,37)=

2.02, p= 0.16) ; R2 (MLM, F(1,31)= 0 .37, p= 0.55) ; voir annexe 23.
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5.2. Biomarqueurs du stress oxydant
5.2.1. Les antioxydants

5.2.1.1. OXY test : capacité antioxydante non
enzymatique du plasma

Diagramme 7 : Valeurs de l’OXY test en fonction du sexe.

Nous n’avons pas détecté ni d’effet du traitement à la corticostérone ni d’effets

du stade pour les valeurs de l’OXY, les taux restent très constants entre les stades et les

groupes (voir annexe 24).

Un effet sexe est présent (MLM, F(1,46)= 6.08, p= 0.017), les femelles ont une

capacité antioxydante totale du plasma plus élevée que les mâles avec une moyenne à 318.30

± 19.44 micromoles de HClO neutralisés/mL contre 283.39 ± 19.08 micromoles de HClO

neutralisés/mL pour les mâles (Diag. 7).
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5.2.1.2. Superoxyde dismutase

Il n’y a pas de résultats significatifs concernant la concentration en SOD selon le
traitement, le sexe ou le stade (voir annexe 25).

Diagramme 8 : Moyenne des concentrations en SOD en fonction du stade et des groupes.

Les résultats de la SOD montrent une grande variabilité comme en témoignent les

larges barres d’erreurs (Diag. 8).
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5.2.1.3. Glutathione peroxydase

Il y a une significativité de la covariable BCA pour les valeurs de la GPx (MLM,
F(1,139)= 88.72, p<0.001), mais nous n’observons aucun effet significatif du stade, du sexe
ou du groupe (voir annexe 26).

Diagramme 9 : Moyenne des concentrations en GPx en fonction du stade et des groupes.

Graphiquement, on observe un taux de GPx plus élevé pour le groupe CORT au stade
J6 sans qu’il soit significativement différent du groupe C (Diag. 9).
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5.2.2. Marqueurs de l’oxydation
5.2.2.1. dROMs : métabolites réactifs de l’oxygène

Le stade (MLM, F(3,110)= 9.03, p<0.001) influence significativement les valeurs de

dROMs (voir annexe 27).

Diagramme 10 : Moyenne de dROMs en fonction du stade.

Les stades Before et J6 (p= 0.80) sont équivalents et le stade R2 est significativement

différent des stades Before, J6, R1 (p<0.001, p<0.001, p=0.005) ; (Diag. 10).
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5.2.2.2. Dégâts de l’ADN : 8-OHdG

En raison d’un manque de données, les valeurs concernant le stade Before n’ont pas

été prises en compte dans le modèle pour ces deux mesures de 8-OHdG.

5.2.2.2.1. Matrice ADN : dégâts non réparés

Nous n’avons pas détecté de différences significatives entre les traitements, les

stades et les sexes dans les taux de 8-OHdG sur matrice ADN (annexe 28).

Diagramme 11 : Moyenne des concentrations en 8-OHdG en pg/ug ADN en fonction du stade et des
groupes.
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5.2.2.2.2. Matrice plasma : dégâts réparés

On observe une différence significative de la concentration plasmatique en 8-OHdG

en fonction de la note d’hémolyse (MLM, F(1,100)= 4.86, p= 0.030) (annexe 29).

Diagramme 12 : Moyenne des concentrations en 8-OHdG avec matrice plasma en fonction du stade
et des groupes.

On observe également, une interaction significative Stade*Groupe (MLM, F(2,69)=

3.46, p= 0.030). En effet, au stade J6 (MLM, F(1,37)= 3.1, p= 0.09) on observe une valeur

moyenne de 8-OHdG de 49.2± 5.35 ng/mL pour le groupe CORT contre 35.93± 5.38 ng/mL

pour le groupe C, qui semble indiquer la provenance de l'interaction (R1 : MLM, F(1,36)=

0.06, p= 0.81 ; R2 : MLM, F(1,35)= 0.55, p= 0.46) (Diag. 12, annexe 29).

139



5.2.2.3. ADN mitochondrial : nombre de copies

Diagramme 13 : Moyenne du nombre de copies d’ADN mitochondrial en fonction du stade.

Il y a une différence significative entre les stades (MLM, F(3,102)= 7.13, p<0.001)

pour le nombre de copies d’ADN mitochondrial, avec le stade J6 : 1.41± 0.1 mtDNAcn,

significativement différent de Before (1.83± 0.1 ; p<0.001), R1 (1.77± 0.1 ; p<0.001) et R2

(1.69± 0.1 ; p= 0.009) ; (Diag. 13 ; annexe 30).
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Diagramme 14 : Moyenne du nombre de copies d’ADN mitochondrial en fonction du stade et du
groupe.

Il n’y a, cependant, pas d'interactions significatives entre stades et groupes (Diag. 14).
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5.2.2.4. Raccourcissement des télomères

La longueur des télomères n’est pas influencée par le groupe, le stade ou le sexe des

individus (voir annexe 31).

Diagramme 15 : Moyenne des longueurs relatives des télomères en fonction du stade et des groupes.

Sans être significatif, on observe graphiquement le raccourcissement après

l'implantation pour le groupe CORT. Au stade R2, le groupe CORT a des télomères environ

16 % plus courts que le groupe contrôle (Diag. 15).
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5.3. Tentatives expérimentales

Deux autres expérimentations ont été tentées dans cette thèse. Tout d’abord une

mesure du glutathion (GSH) et du glutathion oxydé afin de compléter les connaissances sur la

présence d’antioxydants (sous forme “classique” et sous forme “utilisée”). Nous avons utilisé

le DetectX ® Glutathione Fluorescent Detection Kit (K006-F5) de chez Arbor Assays et le

spectrofluorimètre Xenius safas monaco.

Le glutathion est un antioxydant majeur et présent en grande quantité qui a

potentiellement son rôle à jouer dans la capture des ROS lors de stress. Nous avons eu des

difficultés au niveau de la lecture au spectrophotomètre à fluorescence. Des suspicions de

contamination par l’eau utilisée sont aussi très probables. Malheureusement, la quantité de kit

n’était pas suffisante pour effectuer d’autres mesures. Ce serait donc un point à préciser dans

la suite de l’étude pour compléter la vision globale des capacités antioxydantes des individus

étudiés.

Fig. 35 : Gel d’électrophorèse après extraction ARN : les 3 premières bandes visibles sont l’ARN
extrait, il semble totalement digéré. Les 2 bandes définies à droite sont les ladders.

Dans le but d’effectuer des analyses d’expression de gènes, des extractions d’ARN

selon deux méthodes ont été effectuées sans succès.
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Une fois extraits, les éluats d’ARN ont été vérifiés au Nanodrop (Spectrophotomètre

UV ; quantification et mesure de la pureté) et au Qubit (Fluorimétrie ; plus sensible et

spécifique) puis avec une électrophorèse sur gel d’agarose (intégrité de l’ARN).

Que les échantillons aient été conservés dans du “RNAlater” (une solution conçue

pour stabiliser l’ARN pour des manipulations ultérieures) ou non, les ARN extraits étaient

dégradés/fragmentés, ce qui ne permet pas de quantifier l’expression génique des gènes

d’intérêts que nous avions envisagé :

● Nr3c1 : code pour le récepteur aux glucocorticoïdes ;

● Nr3c2 : code pour le récepteur aux minéralocorticoïdes ;

● NRF2 : est un facteur de transcription nucléaire qui se lie à l’élément de réponse

antioxydant et active des gènes détoxifiants / défensifs ;

● TERF1/2 : code des protéines spécifiques des télomères qui fonctionnent comme des

inhibiteurs de la télomérase.

Ces deux mesures expérimentales sont donc des pistes à exploiter afin de compléter la

compréhension totale de l’augmentation expérimentale des taux de glucocorticoïdes chez le

Manchot royal.
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6. Discussion
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Bien que les Manchots royaux soient des oiseaux vivant dans un environnement

stressant, ils semblent particulièrement résistants : ils montrent des mécanismes d’adaptation

physiologiques, malgré des hauts niveaux de corticostérone, pour prévenir l’apparition de

stress oxydant lors de stress aigu via des modifications de la réponse des antioxydants

endogènes et de la mitochondrie (Stier et al. 2019). Nous avons repris l’hypothèse que le

Manchot royal pourrait posséder des mécanismes de protection pour éviter ou limiter

l’influence négative de l’exposition chronique à des niveaux élevés de glucocorticoïdes.

Nous avons étudié les réponses physiologiques de cette exposition à des niveaux de

corticostérone élevée sur une durée de près 50-60 jours avec des prises de sang réalisées en

amont de l’implantation, puis 3/28/56 jours après l’implantation chez des Manchots royaux

adultes reproducteurs au stade d’incubation. Les mesures effectuées permettent d’étudier

l’allocation des ressources, l’évolution des niveaux de glucocorticoïdes mais aussi le stress

oxydant.

Modification de l’axe corticotrope

Nous avons commencé par vérifier l’efficacité des implants de corticostérone pour

élever les taux de glucocorticoïdes sanguins. Comme prévu, trois jours après l’implantation

en J6, les taux de corticostérone sont augmentés. Les individus du groupe CORT ont en

moyenne deux fois plus de corticostérone sanguine que le groupe témoin. Ceci confirme

l’efficacité des implants de corticostérone, comme déjà montrés dans des études antérieures

(Müller et al. 2009 ; KS Stier et al. 2009 ; Almasi et al. 2012 ; Vágási et al. 2018) et chez le

poussin du Manchot royal (Garcin et Stier 2020).

Pour les autres stades, avant implantation, 28 et 56 jours après implantation, les

groupes CORT et C ne présentent pas de différences significatives. Cela peut s’expliquer par

un rétrocontrôle négatif de la corticostérone très efficace via l’hypothalamus, l’hypophyse

et l'hippocampe qui régule les niveaux de l’hormone pour les faire revenir au seuil. Nous ne

connaissons donc pas la durée exacte d’exposition à des forts taux de glucocorticoïdes. De

plus, cette durée reste dans tous les cas relativement courte sur la durée de vie de l’animal.

Notre méthode ici décrite ne permet que d’entrevoir les effets d’une exposition prolongée aux

glucocorticoïdes.
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De plus, l’avancée dans le cycle de reproduction peut influencer les taux de

corticostérone et les réponses de l’organisme chez le Manchot royal : l’augmentation de

corticostérone lors de stress aigu est atténuée lorsque l’on avance dans la durée du stade

d’incubation (Viblanc et al. 2016) ; l'augmentation du rythme cardiaque lors d’un stress aigu

est aussi atténuée au cours de l’avancée de la reproduction (Viblanc et al. 2018).

Par ailleurs, peut-être existe-t-il un mécanisme d’adaptation à l’environnement lors de

l’avancée de l’incubation sur terre, c'est-à-dire se trouver en situation d’homéostasie réactive

voire même d’homéostasie prédictive lors des alternances terre-mer ?

Autrement dit, que les individus auraient naturellement un taux de corticostérone plus

élevé lors de l’arrivée sur terre du fait des stress évoqués en partie I, et que progressivement

un mécanisme d’adaptation aurait lieu avec une régulation négative des taux de

corticostérone.

Les mesures de corticostérone réalisées ne sont pas actuellement en faveur de cette

hypothèse. En effet, les mesures de Before, R1 et R2 ne sont pas significativement

différentes.

Réponse métabolique au stress chronique

Glucose

Un pic de glycémie du groupe CORT est observé à J6 avec une tendance statistique

(p= 0.052), ce qui peut être mis en parallèle du pic de corticostérone observé au même stade.

Il faut garder en tête que, lors d’un stress, les premiers médiateurs sont les

catécholamines qui augmentent rapidement la glycémie ; dans un second temps, les

glucocorticoïdes agissent pour mobiliser les glucides, les lipides et les protéines (Sapolsky et

al. 2000).

Logiquement, ici, le pic significatif de corticostérone à J6 pourrait nous montrer une

probable influence de l’hormone sur les glucides. Cependant, il faut garder en tête que les

catécholamines sont les premières hormones à faire élever les taux de glucose sanguin.
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A J6, les mâles montrent une glycémie significativement plus élevée que les femelles

(1.713 g/L contre 1.572 g/L). A J6, les femelles ont une glycémie plus basse que pour leurs

autres mesures. On peut supposer que les femelles ont une réaction plus rapide à l’élévation

de corticostérone et qu’elles ont déjà subi le pic de glycémie et régulé avant notre mesure à

J6. On peut aussi suggérer que la corticostérone n’agit pas exactement sur les mêmes réserves

selon le sexe lors du jeûne, car il se peut que les stocks énergétiques des animaux ne soient

pas les mêmes selon le sexe.

Dans l’étude, l’effet sexe est confondu avec les cycles d’incubations

Lactate

Le lactate est un produit de dégradation du glucose qui reflète une glycolyse

anaérobie. Sa libération est stimulée principalement par les catécholamines. Les taux de

lactate n’ont pas montré de variations significatives ici.

Dans notre expérience, on observe graphiquement une baisse au stade J6 pour le

groupe CORT. On pourrait poser l’hypothèse que cette baisse, si elle est confirmée par

d’autres études, est liée à une diminution du métabolisme anaérobie, qui reste très peu

efficace pour produire de l’ATP.

Le lactate est un composé jouant un rôle dans la régulation métabolique. Cette

molécule de signalement entre en ligne de compte lors des réponses immunitaires et

inflammatoires, de l’angiogenèse et de la fibrose entre autres (Certo et al. 2022). On peut

donc supposer que cette baisse pourrait être le témoin d’un changement métabolique au

niveau de la production d’énergie mais aussi plus largement qu’elle participe à une régulation

à grande échelle du métabolisme de l’organisme grâce à son rôle de molécule de signal. Cette

hypothèse reste donc à prouver.
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Triglycérides

Le traitement en corticostérone n’a pas influencé la mobilisation des réserves

énergétiques en triglycérides lors de nos mesures malgré la capacité connue des

glucocorticoïdes pour mobiliser les réserves lipidiques (Munck et al. 1984 ; Sapolsky et al.

2000). Une mesure des acides gras non estérifiés pourrait être pertinente pour obtenir une

idée de la mobilisation des triglycérides contenus dans le tissu adipeux.

Cependant, concernant le critère “sexe”, les trois premières mesures soit

pré-implantation “Before” (p<0.001), J6 (p=0.024), R1 (p<0.001), montrent que les femelles

ont des taux de triglycérides sanguins plus élevés que les mâles. Cette différence est très

marquée avant les implantations (Before).

Cela pourrait signifier que les femelles utilisent plus rapidement et en majorité les

lipides comme substrat énergétique lors des phases de jeûne à terre dès 3 jours de jeûne,

c'est-à-dire qu’elles débuteraient la phase II du jeûne plus tôt que les mâles.

Les individus plus gras au début du jeûne utilisent plus de lipides pendant la phase II

que les individus moins gras (Cherel et Groscolas 1999), mais les femelles sont-elles plus

grasses ? Dans le règne animal, c’est généralement le cas. Il faudrait mesurer des notes d’état

corporel sur les deux sexes afin d’évaluer les compositions corporelles.

Des différences de stratégies de pêche sont connues chez le Manchot royal. Il se

trouve que les mâles prennent plus de poids que les femelles lors d’un voyage alimentaire, ce

qui pourrait influencer les stocks énergétiques (Le Vaillant et al. 2013). Les femelles

pourraient donc utiliser les lipides plus rapidement car leurs réserves glucidiques seraient

moindres et donc consommées plus rapidement mais également car leurs réserves lipidiques

pourraient sûrement être plus conséquentes.

Acide urique

Le groupe CORT montre un taux d’acide urique plus élevé que le groupe C (p=0.026)

or il semblerait que la corticostérone contrôle l’allocation des protéines vers la production

d’énergie (Cherel et al. 1988). Lors de stress aigu, il a été montré la présence d’un

catabolisme protéique plus intense chez les individus ayant un fort taux de corticostérone

(Viblanc et al. 2018).
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A ce jour, il n’y a pas d’interaction connue entre le groupe et le stade bien que le

groupe CORT montre un taux 52% plus élevé au à J6 comparé aux autres mesures.

Bien que le lien entre taux de corticostérone et taux d’acide urique ne soit pas

confirmé, il existe un lien entre l’implant de corticostérone et le taux d’acide urique. On peut

ici suggérer qu’il existe un lien entre taux de corticostérone et taux d’acide urique mais que la

taille de l’effectif de notre étude échoue à montrer une significativité.

A la mesure Before (p<0.001), les femelles ont une concentration en acide urique de

0.068 g/L contre 0.027 g/L pour les mâles, montrant un catabolisme protéique

significativement plus marqué chez les femelles avant implantation. Or normalement, les

protéines sont plus utilisées en fin de jeûne lors de la dernière phase, la phase III, lorsque les

réserves lipidiques ont été largement consommées (Groscolas et Robin 2001).

Il n’y a actuellement pas d’études ayant porté sur les différences de composition

corporelle lors de la phase d'incubation et les différentes phases du jeûne en fonction du sexe.

De plus, il faut rester prudent sur l’interprétation de ce résultat, s’agit-il d’un effet

sexe ou d’un effet du stade? Nos deux effets sont confondus dans cette analyse statistique.
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La réponse métabolique montre globalement peu de modifications à l’exposition à de

forts taux de glucocorticoïdes à court terme. Au stade J6, stade où le taux de corticostérone

connaît un pic significatif, sans être significatives, les valeurs de la glycémie et de l’acide

urique du groupe CORT sont supérieures à celles du groupe C. Cela pourrait suggérer une

action des glucocorticoïdes sur la libération d’énergie par les glucides et les protéines, ce qui

a déjà été montré chez le Manchot royal lors de stress aigu (Viblanc et al. 2018).

Un lien entre le groupe CORT et le taux d’acide urique a été mis en évidence, la

corticostérone a un effet protéolytique connu mais nous n’avons pas pu établir de lien entre la

concentration en corticostérone et la concentration en acide urique.

Concernant le facteur sexe, à la mesure “Before”, donc sans action des implants de

corticostérone, les femelles ont des taux significativement supérieurs de triglycérides et

d’acide urique comme lors des phases II/III du jeûne (Cherel et al. 1988).

Il existe probablement des différences entre sexe sur la composition des réserves

énergétiques, sur les mécanismes de régulation endocrine et sur la sensibilité à la

corticostérone comme c’est le cas chez les humains (Mittendorfer 2005 ; Mauvais-Jarvis

2015 ; Haymond et al. 1982). Les métabolismes glucidiques et lipidiques montrent, lors de

jeûne, une baisse plus rapide de la glycémie et une augmentation plus rapide des taux

d’acides gras libres et β-OH sanguin chez la femme (Merimee et al. 1978 ; Haymond et al.

1982).

Au contraire, au stade J6, les mâles ont une glycémie significativement plus élevée

que les femelles. Cela pourrait témoigner d’une différence de métabolisme entre mâles et

femelles lors de la première rotation après rupture du jeûne ; les prélèvements ont lieu lors du

premier jeûne post-ponte pour la femelle tandis qu’ils surviennent au second jeûne post-ponte

pour le mâle. Après la ponte, le mâle a donc jeûné un mois avant d’être relayé par la femelle

qui, elle, aura jeûné une quinzaine de jours. Bien que l’on effectue les prises de sang après

chaque première rupture du jeûne, le mâle aura nécessairement perdu plus de masse que la

femelle.
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Réponse du stress oxydant au stress chronique

Antioxydants
OXY (antioxydant non enzymatique)

Le traitement CORT n’influence pas la capacité antioxydante non enzymatique totale

du plasma. Dans l’étude de Stier et al. (2019), le stress aigu induit une diminution du taux

d’OXY plasmatique ; cependant, il n’y a pas de corrélation prouvée entre le niveau de

corticostérone basale et OXY plasmatique, ce qui est également le cas dans notre étude.

Les femelles montrent une capacité antioxydante totale du plasma supérieure à celle

des mâles (p=0.017), ce qui n’avait pas été détecté lors d’un stress aigu par Stier et al. (2019).

SOD et GPx (Antioxydants enzymatiques)

Les deux enzymes antioxydantes testées ne montrent pas de variations significatives

selon les groupes, les stades et les sexes.

Dans l’étude de Stier et al. (2019), la GPx et la SOD (sur globules rouges : GR)

augmentent en réponse à un stress aigu. De plus, la GPx est positivement corrélée à la

corticostérone basale. Lors de stress chronique chez le poussin du Manchot royal, la GPx

(GR) n’a pas montré de variation suivant le niveau de corticostérone basale (Garcin et Stier

2020).

Cependant, pour compléter les mesures sur les antioxydants, le glutathion sous sa

forme GSH, GSSG ainsi que le rapport GSSG/tGSH seraient à tester du fait de son important

pouvoir antioxydant qui peut jouer un rôle capital dans la balance du stress oxydant.
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Dégâts oxydatifs
dROMs marqueur précoce

Le traitement CORT n’influence pas la production de dROMs bien qu’il soit supposé

que l’exposition prolongée à de forts taux de glucocorticoïdes pourrait causer du stress

oxydatif (Costantini et al. 2011). Cependant dans cette espèce, il est suggéré que la

production de ROS mitochondriale est réduite lors d’une corticostéronémie basale augmentée

(Stier et al. 2019). Dans cette même étude, les taux de dROMs n’augmentent pas en regard de

l’élévation de corticostérone lors de stress aigu.

Quel que soit le groupe, la mesure R2 montre des taux de ROS significativement plus

bas que le reste des mesures. Cela pourrait témoigner d’une acclimatation progressive aux

séjours successifs à terre. En effet, l’arrivée à la colonie en début de cycle reproductif est un

événement stressant : installation sur le territoire, forte densité de population, conflits entre

individus mais aussi début des alternances de jeûne, pression des prédateurs terrestres,

pression parasitaire… on peut donc suggérer qu’il y a une adaptation comportementale et

métabolique à la vie en colonie qui se fait progressivement suivant l’avancée du cycle de

reproduction. Cependant, il faut garder en tête que l’effet sexe est toujours présent dans cette

analyse et pourrait faire varier les résultats.

8-OHdG

Le 8-OHdG, est un produit des dommages oxydatifs à l’ADN reflétant le stress

oxydatif dans l’ensemble du corps et qui est influencé par les taux de dommages et de

réparation de l’ADN.

Le 8-OHdG dans l’ADN représentatif des dégâts oxydants non réparés ne montre pas

de différences significatives pour le groupe, le stade ou le sexe.

Dans le plasma, le marqueur 8-OHdG montre une interaction significative entre le

groupe et le stade. Cependant l’analyse statistique ne nous permet pas de mettre en évidence

le(s) stade(s) responsables de l’interaction. On observe à la mesure J6, une valeur plus élevée

pour le groupe CORT, ce qui pourrait témoigner d’une augmentation des réparations de

l’ADN à ce stade. C'est-à-dire qu’il y aurait eu des dommages oxydant de l’ADN réparés

possiblement en relation avec les hauts niveaux de corticostérone. Toutefois, l’étude ne nous

permet pas de conclure.
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Stier et al. (2019) montre chez le Manchot royal, un taux de 8-OHdG plasmatique

augmenté lors de stress aigu mais sans corrélation avec l’augmentation de corticostérone

basale. Tandis que dans l’étude de Garcin et Stier (2020), il n’y avait pas eu d’impact des

implants de corticostérone sur le 8-OHdG plasmatique.

ADNmt

Il y a une différence significative de densité mitochondriale entre les stades

(p<0.001), avec une valeur plus basse au J6. Il n’y a pas de significativité au niveau des

groupes.

Les mitochondries possèdent des récepteurs à la corticostérone (Psarra et Sekeris

2008) et sont de plus en plus suggérées comme un lien central entre le système endocrinien et

le métabolisme (Picard et al. 2014). Les glucocorticoïdes sont des régulateurs du

métabolisme énergétique ayant un rôle lors de stress (Sapolsky et al. 2020) et leur rôle

primaire est de réguler l’homéostasie énergétique de l’individu (MacDougall-Shackleton et

al. 2022).

Ainsi, des niveaux élevés de corticostérone peuvent être un signal de déséquilibre

énergétique en favorisant la mobilisation énergétique dans un premier temps puis l’économie

des réserves dans un second temps. Ces économies d’énergie pourraient aboutir à une

réduction de la densité mitochondriale.

On pourrait s’attendre à ce qu'une élévation chronique des niveaux de corticostérone

engendre dans un premier temps un métabolisme plus élevé avec de fortes demandes

énergétiques entraînant ainsi une densité mitochondriale plus élevée et dans un second temps,

une économie d’énergie et une baisse de la densité mitochondriale ; d’un autre côté, de forts

taux de ROS engendrent des dégâts oxydatifs sur les mitochondries et peuvent donc les

impacter (Lee et al. 2004). Cependant, aucune de ces hypothèses n’est encore prouvée.

Chez les oisillons de Mésange charbonnière, les mitochondries sont impactées par des

apports de corticostérone in ovo et lors des premiers stades de vie, avec une baisse de la

densité mitochondriale (Casagrande et al. 2020 ; Cossin-Sevrin et al. 2022).
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Lors de l’étude de Garcin et Stier (2020) sur les poussins du Manchot royal, la densité

mitochondriale n’avait pas été impactée par les implants de corticostérone similaires aux

nôtres.

Ici, la baisse de la densité mitochondriale des deux groupes peut nous suggérer deux

effets : un effet du jeûne sur les deux groupes mais aussi un effet de la corticostérone sur le

groupe traité au vu des valeurs de densité mitochondriale plus basses. Cet effet “CORT”

pourrait être expliqué par une régulation négative du métabolisme suite à de forts taux de

corticostérone.

Télomères

Le raccourcissement des télomères peut être accéléré par l’exposition chronique aux

glucocorticoïdes (Reichert et Stier 2017, Casagrande et al. 2020), ce n’est cependant pas

significatif dans notre étude sur le Manchot royal malgré une baisse des valeurs de longueur

télomérique après implantation du groupe CORT. Des résultats similaires chez le poussin du

Manchot royal ont été montrés (Garcin et Stier 2020).

Nous pouvons suggérer que l’exposition aux glucocorticoïdes n’est pas assez longue

dans cette étude pour montrer un effet ; ou bien que s'il existe un effet de la corticostérone sur

le raccourcissement des télomères, celui-ci est limité par des mécanismes de prévention ou de

réparation. Une réparation de l’ADN est suggérée par nos résultats du 8-OHdG plasmatique.
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Les différents marqueurs de stress oxydant nous indiquent que très peu de variations

entre le groupe CORT et le groupe témoin malgré l’augmentation significative du taux de

corticostérone pour le groupe CORT au stade J6.

Ainsi, les marqueurs pouvant montrer une mobilisation des antioxydants soit OXY

(capacité antioxydante totale), SOD, GPx ne montrent aucunes variations en lien avec

l’élévation des niveaux d’hormones glucocorticoïdes.

Le marqueur dROMs (reactive oxygen metabolites ; marqueur précoce) ne montre pas

de variations entre les groupes, les manchots sous influence d’implants CORT ne produisent,

a priori, pas plus de ROMS que des manchots normaux.

A contrario, les valeurs du 8-OHdG plasmatique marqueur des dommages oxydants

réparés (donc excrétés dans le sang), montrent que les individus implantés CORT excrètent

plus de 8-OHdG. Cela montre donc que les dégâts ont été réparés et ne sont plus présents

dans l’ADN comme cela semble être le cas lors de stress aigu (Stier et al., 2019).

Au stade J6, le nombre de copies d’ADN mitochondrial est significativement plus bas

pour les deux groupes. Une des hypothèses les plus probables de cette baisse de densité

mitochondriale à J6 est un ajustement métabolique pour économiser de l’énergie.

Les télomères ne montrent pas de raccourcissement significatif ; à mettre en parallèle

avec nos résultats de 8-OHdG plasmatique qui témoignent d’une réparation de l’ADN donc

possiblement des télomères.
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Notre étude suggère qu'une exposition chronique à des hauts niveaux de

corticostérone pourrait impacter le métabolisme énergétique en augmentant la libération de

glucose sanguin et le catabolisme protéique à court terme. Cette légère augmentation du

métabolisme ne montre ici pas d’effet sur la densité mitochondriale car elle reste limitée

( Lee et al. 2004).

Par ailleurs, cette étude suggère aussi que de tels taux de corticostérone n’impactent

que très peu et de façon transitoire la balance du stress oxydant. D’une part, les métabolites

réactifs de l’oxygène sont inchangés ainsi que le marqueur des dégâts oxydants de l’ADN

(sur globules rouges), le 8-OHdG, qui ne montre pas d’altération de l’ADN.

D’autre part, le 8-OHdG plasmatique, de son côté, augmente transitoirement

suggérant une réparation de l’ADN par expulsion des parties lésées. Il faut, de plus, garder en

tête que les tissus et leur ADN réagissent différemment aux dégâts oxydants (Costantini et al.

2011).

Les antioxydants et la capacité antioxydante du plasma n’ont pas été influencée par le

traitement CORT. Les mesures des antioxydants réalisées n’ont pas montré qu’ils étaient

responsables de l’absence de dégâts oxydants. Toutefois, cette étude des antioxydants reste

tronquée, il faudrait donc investiguer les variations du glutathion qui est un antioxydant

majeur qui a montré qu’il pouvait y avoir une corrélation positive entre glutathion total (GR)

et la corticostérone basale (Stier et al. 2019).

Notre étude suggère également que des forts niveaux de corticostérone n’impactent

pas forcément le vieillissement cellulaire de manière forte bien que cela ait été montré dans

d'autres études (Casagrande et al. 2020). Les Manchots royaux adultes n’ont ici pas montré

d’altérations des télomères. Les poussins de Manchots royaux, eux aussi, n’avaient pas

montré d’altérations des télomères à moyen terme après avoir reçu des implants de

corticostérone (Garcin et Stier 2020).

Qui plus est, le stress oxydant, connu pour impacter les télomères (Casagrande et al.

2020), reste assez limité dans notre étude. On peut remettre en cause la durée limitée du stress

chronique biologique induit par rapport à la longévité de l’animal. Autrement dit, nous

n’ouvrons ici qu’une petite fenêtre sur le stress oxydant, ce qui nous limite fortement dans la

vision à long terme de la gestion du “stress” chez le Manchot royal.
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Tout ceci confirme notre hypothèse que le Manchot royal adulte possède des

mécanismes d’adaptation pour alléger les coûts d’un stress chronique, sans que nous

puissions, avec les mesures actuelles, mettre en évidence les mécanismes permettant d’éviter

l’état de stress oxydant. Une suggestion pourrait aussi être de se pencher sur l’axe

corticotrope en lui-même et sa régulation, notamment la rapidité de régulation. Le meilleur

moyen de ne pas avoir de dégâts oxydants étant de limiter les niveaux de corticostérone

supposés déclencher la production de ROS. Le pic de corticostérone en J6 et des valeurs de

Before, R1, R2 nous montrent la résilience des Manchots royaux, c’est-à-dire une capacité à

retrouver son état de référence après la perturbation créée par l’implant de corticostérone.

Notre étude montre aussi des différences physiologiques entre les sexes qui, pour être

confirmées, devraient être analysées indépendamment de la mesure (Before, J6, R1, R2). En

effet, on a montré que les taux de triglycérides et d’acide urique des femelles étaient plus

élevés que chez les mâles tandis que quelques jours après l’implantation, la glycémie des

mâles était supérieure à celle des femelles. La durée du jeûne et la composition des réserves

énergétiques pourraient expliquer ces variations. Il serait intéressant d'approfondir ce sujet en

prélevant des manchots sans manipulations expérimentales durant leurs rotations

d’incubation.

Concernant le critère sexe, un des paramètres testés, la réponse antioxydante non

enzymatique, a révélé une différence entre sexes en montrant que les femelles avaient une

capacité antioxydante supérieure aux mâles, cependant, il ne faut pas oublier que cet effet

sexe reste confondu avec l’effet stade.
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Sur notre étude, nous pouvons discuter de l’exposition aux glucocorticoïdes, en effet,

une seule mesure est significativement différente de la mesure préimplantatoire pour le

groupe CORT, la mesure à J6 ce qui met en évidence la résilience du Manchot royal face à

l’augmentation expérimentale de corticostérone. Mais on peut donc se demander si les

manchots ont été exposés à de forts taux de corticostérone sur une période suffisamment

conséquente pour montrer leurs potentiels mécanismes de résistance au stress. Par ailleurs,

nous avons soumisles manchots à de forts taux de corticostérone ce qui est différent d’un

stress chronique réel perçu dans l’environnement naturel. Une conception d’étude différente

pourrait permettre ce stress chronique mais qu’en est il alors des phénomènes d’habituation ?

Du bien-être animal ?

Nos mesures sont aussi discutables : en effet, pour la mobilisation des lipides, il a été

choisi de mesurer les triglycérides qui sont la forme de stockage du tissu adipeux et qui sont

ensuite hydrolysés dans les tissus, plutôt que de mesurer les acides gras non estérifiés

directement qui sont la forme utilisable par les cellules. Il existe des mesures des acides gras

non estérifiés sur le Manchot royal lors de stress aigu qui montrent une élévation des taux

mais qui n'ont pas été corrélées à l’augmentation de corticostérone (Viblanc et al. 2018).

La temporalité des mesures peut aussi être discutée. A la mesure J6 pour le groupe

CORT, une tendance à l’élévation du taux de glucose a été relevée : il se peut que la mesure

ait été faite trop tard et nous empêche de montrer une significativité à ce jour.

Sans être significatif, on observe graphiquement à J6 une chute du lactate, une forte

augmentation de l’acide urique, des légères augmentations de la GPx/SOD. On peut se

demander si nos mesures ne sont pas trop tardives par rapport à la rapidité de réponse du

Manchot royal ce qui pourrait être lié à des mécanismes d’adaptations intrinsèques. Plus on

réagit vite au stress, plus on évite les conséquences délétères.

La mesure de dROMs ne nous montre aucune significativité, on peut aussi se

demander si elle trop tardive surtout que la mesure du 8-OHdG plasmatique nous indique

bien qu' il y a eu une réparation de l’ADN à la mesure J6 pour le groupe CORT.

On observe également à J6 une baisse significative de la densité mitochondriale pour

les 2 groupes mais sans effet groupe, est-ce réellement le reflet d’une adaptation métabolique

lors du cycle d’incubation ? Ou y a-t-il une autre explication à ce phénomène?
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Les télomères, témoins du stress oxydant, ne montrent pas de significativité, ce qui,

au vu des résultats de dROMS reste cohérent.

A ce jour, nous ne sommes encore qu’à l’orée de la compréhension des mécanismes

d’adaptations physiologiques des Manchots royaux à un environnement contraignant. Cette

ouverture devrait permettre de concevoir et de réaliser dans le futur d’autres recherches dans

cette voie.
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Conclusion

In fine, cette étude montre que des animaux vivant dans des environnements

particulièrement stressants, comme le Manchot royal, sont remarquablement adaptés aux

contraintes de leur milieu. En effet, malgré une augmentation transitoire marquée du taux de

corticostérone, notre étude montre peu de changements dans la réponse physiologique des

Manchots royaux adultes.

Cependant, il faut garder en tête que l’exposition à de hauts niveaux de corticostérone

dans notre étude est limitée dans le temps. En effet, le rétrocontrôle négatif de la

corticostérone est naturellement très efficace, ce qui nous permet qu’une étude dans un laps

de temps réduit. Nous ne connaissons pas la durée exacte de l’exposition à des forts taux de

corticostérone. Or, la meilleure façon de s’affranchir des coûts classiques liés à des taux de

corticostérone élevés reste de réduire ces taux de corticostérone rapidement. De plus, il se

peut que la temporalité de nos mesures ne permette pas de mettre en évidence certains

mécanismes physiologiques d’adaptation.

Effectivement, chez les manchots CORT, un seul marqueur de stress oxydant est

corrélé à l’implant de corticostérone. Toutefois, il s’agit d’un marqueur de réparation de

l’ADN : il nous indique de ce fait qu’il y a eu des dégâts potentiellement liés à

l’augmentation de corticostérone mais aussi que l’organisme lutte et se régénère. Ceci est

donc en accord avec l’hypothèse que les Manchots royaux possèdent des mécanismes pour

prévenir ou limiter l’impact d’une exposition chronique à de forts taux de glucocorticoïdes.

Nous n’avons pas trouvé, dans nos mesures, de paramètres antioxydants pouvant expliquer la

quasi absence de significativité de marqueurs de stress oxydant à ce jour.

De probables adaptations du métabolisme énergétique sont aussi à souligner, avec une

corrélation du taux de corticostérone avec le taux de glucose témoignant d’une mobilisation

énergétique à court terme.

Concernant les télomères, bien que non significatif dans cette étude, le

raccourcissement progressif observé après implantation CORT pourrait être le témoin d’une

régulation active de leur longueur pendant les périodes d’augmentation des besoins

énergétiques liés au stress. Comme le suggère l'hypothèse d’attrition métabolique des

télomères (Casagrande et Hau 2019; Casagrande et al. 2020) : l’attrition des télomères

apparaît lorsque l’organisme est en état d’urgence et priorise la survie immédiate.
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De ce fait, le télomère n’est plus seulement un marqueur cumulatif des challenges

rencontrés lors de la vie de l’animal mais il devient aussi un médiateur de l’homéostasie et

des compromis énergétiques lors de périodes de stress. L'étude de la régulation métabolique

des télomères de Manchots royaux peut être une piste d’intérêt dans de futures études.
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Annexes
Annexe 1: Protocole chirurgical pour la pose d’un implant sous cutané de Caroline Gérard

Pose d’un implant de corticostérone en sous-cutané en région dorsale sur un manchot
adulte au stade couveur

Matériel :
• Implant de corticostérone (100 mg à libération prolongée sur 90 jours) ou placebo

o NB : en prévoir 2 sur le terrain en cas de souillure
o NB2 : conditionnement individuel dans un ziplock neuf ou un pilulier nettoyé à la

Chlorhexidine et séché (compresses stériles au fond).

Toujours le garder au sec !

• Boîte d’instruments stérile (prévoir 1h30 à 2h à l’autoclave) :
o porte-lame
o ciseaux de Metzembaum
o pince
o compresses
o clamp courbe
o porte-aiguille

• Gants stériles (prévoir 2 paires)
• Gel hydro-alcoolique
• Compresses imbibées de Chlorhexidine
• Compresses imbibées de Mercryl
• 2 clamps non stériles
• Fil de suture tressé 3-0 ou 2-0 (en prévoir 2)
• Seringue 1 mL+ aiguille orange contenant 0.25 mL de Xylocaïne adrénalinée
• 2 seringues 2.5 mL+ aiguille verte contenant au total 3.5 mL de Rilexine (Céfalexine
50mg/kg)
• Seringue 1 mL contenant quelques gouttes d’adrénaline

Procédure :
• Réaliser toutes les étapes précédant la chirurgie avec des gants en latex afin de garder les
mains les plus propres possibles (idem pour l’aide non stérile).
NB : possibilité de commencer la manipulation avec 2 paires de gants et d’en retirer une avant de
commencer la préparation et l’asepsie de la zone d’incision.

• L’idéal est de réaliser cette procédure avec 3 personnes :
o Un chirurgien « stérile »
o Une aide non stérile mais le plus propre possible
o Un manipeur « sale » qui gère la contention de l’animal
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• Injection de la Rilexine (3.5mL) en intra-musculaire en 2 points distincts dans la zone
pectorale.

• Epiler la zone d’incision sur une largeur de 1,5 cm environ et 3 cm de longueur dans la zone
médiale entre les épaules.

• Disposer les clamps non stériles de part et d’autre de la zone épilée afin de maintenir les
plumes périphériques. Il est impossible d’utiliser un champ chirurgical dans ces conditions.

• Passer une première compresse de
Chlorhexidine avant de réaliser l’injection traçante
sous-cutanée de Xylocaïne adrénalinée (0.25 mL)

• Débuter l’asepsie de la zone (scrub) en alternant
les compresses de Mercryl (faire mousser) et de Chlorhexidine à 3 reprises. Veiller à bien élargir la
zone nettoyée jusqu’aux clamps (toujours du centre vers la périphérie).
• Retirer la 2e paire de gants non stériles et utiliser le gel hydro-alcoolique avant d’enfiler les
gants stériles.

NB : S’il n’y a que 2 personnes, veiller à préparer le matériel avant
d’enfiler les gants stériles : ouverture de la boîte, préparation de la lame et du fil, etc. Le risque majeur
dans ce cas est d’avoir des projections de boue/guano dans la boîte… D’où l’intérêt de l’aide, qui peut
ouvrir et refermer la boîte au fur et à mesure.

NB2 : Si l’aide est présente, elle peut enfiler une paire de gants non stériles propres.

• Réaliser une incision de 2.5 cm de longueur puis former une poche de 1cm de diamètre en
aval de l’incision en dilacérant les tissus à l’aide des ciseaux de Metzembaum. Il est inutile de tenter
d’arrêter les saignements avant d’avoir terminé la poche.

• Prendre ensuite le temps de réaliser une très bonne hémostase afin de limiter la dissolution
trop rapide de l’implant. Il est possible d’injecter une ou plusieurs gouttes d’adrénaline à l’intérieur de
la plaie pour favoriser l’arrêt des saignements.
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• Lorsque les saignements ont cessé, insérer l’implant dans la poche sans toucher les bords de la
plaie (non stériles).

• Refaire une hémostase en cas de besoin et réaliser 3 ou 4
points simples selon la longueur de l’incision.

• Nettoyer la zone à l’aide d’une compresse de
Chlorhexidine essorée afin d’éviter tout écoulement de liquide à
l’intérieur de la plaie. Retirer les clamps et rabattre les plumes
périphériques sur la plaie.

Remarques :
• En cas de pluie, prévoir une protection (type clipboard waterproof) pour abriter la zone
chirurgicale et l’implant. L’idéal étant de passer entre les gouttes…
• Garder une veste « propre » et utilisée uniquement pour cette procédure (pour les manches
surtout).
• La personne responsable de la contention est très importante car si l’oiseau bouge, les
saignements reprennent, l’incision bouge et la zone peut être souillée. En cas d’énervement de
l’animal, ne pas hésiter à masser la poche incubatrice et à solliciter le réflexe vagal par une légère
pression de l’œil (valable pour toutes les procédures). Les 2 mains du manipeur sont souvent prises et
peuvent difficilement être employées pour la procédure en elle-même.
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Annexe 2 : Protocole expérimental BiCinchoninic acid Assay, mesure des protéines.

Pour la manipulation, on effectue selon les recommandations du fabricant, un mix des

réactifs A (tampon carbonaté contenant un réactif BCA) et B (solution de sulfate de cuivre)

tel que la proportion de soit de 1 de B pour 50 de A.

Les échantillons sont dilués au 5ème avec du tampon PBS.

Des blancs et des standards sont aussi préparés, puis, dans une plaque de biochimie,

on pipette 10 μL d’échantillons/blancs/standards et on y ajoute 200 μL du mix. Le tout est

incubé 5 min à température ambiante et lu à 480 nm au spectrophotomètre (Epoch 2

microplate reader Biotek).

Annexe 3 : Protocole expérimental de dosage de la corticostérone plasmatique : Enzyme
immunoassay kit detect X ® Arbor Assays.

On débute par quelques étapes préliminaires :

● Les échantillons de plasma sont traités avec un tampon de dissociation afin d’obtenir
des valeurs de corticostérone totale en dissociant la corticostérone liée aux protéines
de transport à volumes égaux. Après 5 minutes d’incubation, ils sont dilués au 12 ème
avec le tampon de dilution.

● Les standards sont préparés selon les directives du fabricant (50 µL de solution mère
de corticostérone dans 450 µL de tampon de dilution puis dilution en série pour
obtenir 9 standards).

Dans la plaque couverte d’un anticorps de capture de lapin fourni par le fabricant du

kit : on effectue les dépôts selon les directives du fabricant soit 50 µL des

échantillons/standards contenant un antigène ; 75 µL de tampon de dilution pour les blancs ;

50 µL dans les puits B0 (coloration maximale).

Par la suite, sur toute la plaque, 25 µL de conjugué de peroxydase-corticostérone est

ajouté et la réaction de liaison est initiée par l’ajout de 25 µL d’un anticorps polyclonal de la

corticostérone.

Après une heure d’incubation à température ambiante en étant agité doucement, la

plaque est vidée puis lavée 4 fois avec 300 µL de tampon de lavage par puits.

Enfin, 100 µL de substrat sont ajoutés (TMB), le substrat réagit avec le conjugué de

peroxydase-corticostérone lié. Après 30 minutes d’incubation à température ambiante, la

réaction est stoppée avec 50 µL de stop solution et l’intensité de la coloration mesurée à 450

nm (Epoch 2 microplate reader Biotek).
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Annexe 4 : Protocole expérimental de dosage du glucose Glucose GLUC-PAP, Randox

laboratories.

Sur une plaque de biochimie, on pipette 4 μL de plasma/calibrateur/ ou d’eau pour le

blanc auxquels on ajoute 200 μL de réactif (4-aminophenazone ; Glucose oxidase ;

Peroxidase ; Phenol).

La plaque de biochimie est incubée 10 minutes à 37°C et ensuite lue au

spectrophotomètre à 500 nm (Epoch 2 microplate reader Biotek).

Annexe 5 : Protocole expérimental de dosage du lactate L-Lactate (LAC) Randox

laboratories.

Sur une plaque de biochimie, on dépose 4 μL de standard fourni par le kit, 4 μL d’eau

pour le blanc et 4 μL de plasma pour les échantillons. On y ajoute 200 μL de réactif (TOOS ;

4-aminophenazone ; Peroxidase ; Lactate oxidase ; Ascorbate oxidase). Le tout est incubé 5

min à 37°C puis lu sous spectrophotomètre à 550 nm (Epoch 2 microplate reader Biotek).

Annexe 6 : Protocole expérimental de dosage des triglycérides : Triglycerides (TRIGS),

Randox laboratories.

Sur une plaque de biochimie, on dépose 4 μL de plasma/standard/blanc, on y ajoute

200 μL de réactif (Péroxidase ; Glycérol kinase ; Glycérol-3-phosphate oxydase ;

4-Aminoantipyrine ; Lipases ; 4-chlorophénol). Le tout est incubé 5 min à 37°C puis lu sous

spectrophotomètre à 500 nm (Epoch 2 microplate reader Biotek).

Annexe 7 : Protocole expérimental de dosage de l’acide urique : uric acid (UA) Randox

laboratories.

Sur une plaque de biochimie :

● On dépose 4 μL d’échantillon/standard/blanc

● On y ajoute 200 μL de réactif par puits (Acide 3,5-dichloro-2-hydroxybenzène

sulfonique ; 4-Aminophénazone ; Peroxidase ; Uricase).

Le tout est incubé 5 min à 37°C puis lu sous spectrophotomètre à 520 nm (Epoch 2

microplate reader Biotek).
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Annexe 8 : Protocole expérimental OXY test : capacité antioxydante totale du plasma,

DIACRON (Stier et al. 2012).

On commence par réaliser des dilutions au 1/100ème des échantillons et du calibrateur

(198 μL H₂O + 2 μL plasma) puis on “vortexe” vigoureusement.

Dans une plaque, on dépose 5 μL d’H₂O pour les blancs / 5 μL de calibrateur dilué

pour les calibrateurs / 5 μL de plasma dilué pour les échantillons à tester.

On ajoute ensuite 200 μL de R1 dans chaque puits puis on couvre la plaque et on agite

10 min à 37°C à environ 1000 rpm.

Pour finir, on ajoute rapidement 2 μL de R2 (Chromogène), on agite 10 secondes et

on effectue une lecture immédiate à 510 nm (Epoch 2 microplate reader Biotek).

Annexe 9 : Protocole expérimental du dosage de la superoxide dismutase : RANSOD,

Randox laboratories.

Les standards sont préparés selon les directives du fabricant avec modifications des
volumes tels que :

Standard volume de standard volume de PBS

S0 0 μL 40 μL

S1 Standard non dilué 0 μL

S2 20 μL de S1 20 μL

S3 20 μL de S2 20 μL

S4 20 μL de S3 20 μL

S5 20 μL de S4 40 μL

Les échantillons sont dilués au 20ème : 10 μL d’échantillon pour 190 μL de PBS.

Sur une plaque de biochimie, on dépose 6 μL de plasma/standard/blanc auxquels on
ajoute 200 μL de solution R1. Ensuite on ajoute 30 μL de R2 dans chaque puits.
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Enfin, on lit à 505 nm, l’absorbance initiale A1 après 30 secondes puis A2, 3 minutes

après (Epoch 2 microplate reader Biotek).

Annexe 10 : Protocole expérimental du dosage de la glutathione péroxydase : RANSEL,

Randox laboratories.

Les réactifs sont préparés selon les directives du fabricant. Les échantillons sont

dilués au ⅕ avec R3 soit 20 μL de plasma et 80μL de R3.

Sur une plaque, on pipette :

Echantillon Blanc

Échantillon dilué 4 μL

H₂O distillée 4 μL

R1 200 μL 200 μL

R2 8 μL 8 μL

Puis on mixe en tapotant sur les bords de la plaque et on lit l’absorbance à 340 nm après 1

minute, 2 minutes et 3 minutes (Epoch 2 microplate reader Biotek).

Annexe 11 : Protocole expérimental du dosage des métabolites réactifs de l’oxygène dans le

plasma, DIACRON (Stier et al. 2012).

On fera attention à garder au maximum les échantillons et contrôles sur glace. Les

dépôts dans les puits de la plaque de biochimie ont lieu sur glace.

Les réactifs utilisés sont R1 : réactif chromogénique (alkyl-amine aromatique de

concentration 10%) et R2: tampon acétate pH 4.8.

On commence par préparer un mix de réaction tel que :

(Nb de puits + 5) x (200 μL R2 + 2 μL R1).

Puis sur une plaque, on dépose 4 μL d’H₂O pour les blancs / 4 μL de calibrateur pour

les calibrateurs / 4 μL de plasma pour les échantillons à tester.

193



Ensuite dans chaque puits, il faut déposer 200 μL de Mix puis couvrir (couvercle

autocollant), agiter puis incuber à 37°C pendant 75 minutes. Lire à 510 nm (Epoch 2

microplate reader Biotek).

Annexe 12 : Protocole expérimental d’extraction ADN pour qPCR : NucleoSpin® Blood

QuickPure.

Pour réaliser l’extraction :

1) Lyse des échantillons sanguins

- On débute par diluer 4 μL du culot de globules rouges, avec 200 μL de PBS.

- Au même tube, on ajoute 10 μL de RNAse afin d’éliminer les acides ribonucléiques,
ainsi que 25 μL de protéinase K puis 200 μL de tampon de lyse BQ1. On vortexe
vigoureusement puis on incube ensuite les tubes 15 minutes à 70 °C en vortexant
toutes les 5 minutes.

2) Ajustement des conditions de liaison de l’ADN : Ajouter 200 μL d’éthanol et vortexer

3) Liaison de l’ADN à la colonne : On charge l’échantillon sur la colonne et on
centrifuge 1 minute à 11 000 g

4) Lavage et séchage de la membrane de silice
On réalise une succession de lavage : avec 350 μL de tampon BQ2 puis centrifuger 1
minute à 11 000 g et enfin 200 μL de tampon BQ2 puis centrifuger 3 minutes à
11 000g.

5) Elution de l’ADN
- L’ADN est élué avec 50 μL de tampon d’élution préchauffé à 70°C, on incube

1 minute et on centrifuge 1 minute à 11 000 g.
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Annexe 13 : Protocole expérimental de digestion de l’ADN adapté de Quinlivan et Gregory

(2008).

Pour 100 échantillons d’ADN, préalablement extraits et élués :

ajouter dans un tube falcon :

● 5 mL de Tampon Tris-HCl (NaCl 100 mM, MgCl2 20 mM)

● 250 U de benzonase nuclease (Sigma #E1014-5KU)

● 200 U de phosphatase alcaline (Sigma #P7923-2KU)

● 300 mU de phosphodiesterase I (Sigma #P3243-1VL) en solution fraîche eau mQ

Les échantillons sont préparés dans un tube Eppendorf, tels que la solution d’ADN

soit à 50 ng/mL dans 20 μL (diluer avec le tampon d’élution utilisé lors de l’extraction

d’ADN).

Ensuite, y ajouter 50 μL de mix de digestion et incuber 6 heures à 37°C.

Annexe 14 : Protocole expérimental de dosage des dommages de l’ADN : 8-OHdG, Arbor

Assays.

Dans une plaque de microtitrage recouverte d’un anticorps :

● On pipette 50μL dans les puits pour les standards/plasma pour les

échantillons/tampon pour B0 (couleur maximale) ; 75 μL de tampon pour les blancs ;

● On ajoute 25 μL de DetectX® conjugué de 8-hydroxyguanosine dans tous les puits

sauf dans les puits des blancs ;

● Puis, la réaction de liaison est amorcée par l’ajout de 25 μL de DetectX® anticorps

monoclonal marqué de la peroxydase pour la 8-OHdG ;

● On couvre la plaque d’un film collant et on l’agite doucement durant une incubation

de 2 heures à température ambiante à l’abri de la lumière ;

● La plaque est vidée, tapotée sur papier absorbant pour retirer le liquide et lavée 4 fois

par l’ajout de 300 μL de tampon de lavage dans chaque puits (on vide et tapote la

plaque sur papier absorbant entre chaque lavage) ;

● Ensuite, 100 μL de substrat ajouté (TMB) et la plaque est de nouveau incubée 30

minutes à température ambiante sans agiter ;

● Le substrat réagit avec l’anticorps marqué peroxydase qui a réagi avec le conjugué

lié.
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● La réaction est stoppée par l’ajout de 50 μL de stop solution dans chaque puits.

Après l’arrêt de la réaction, l’intensité de la couleur générée est détectée à 450 nm

(Epoch 2 microplate reader Biotek).

Annexe 15 : Protocole expérimental de la qPCR avec micPCR et SYBR green.

Pour effectuer la qPCR, on commence par diluer l’ADN avec de l’eau milliQ pour

obtenir une concentration 0.6ng/μL dans 1 mL en fonction des concentrations mesurées lors

des extractions avec un spectrophotomètre de type Nanodrop™ (1.5 μL ; mesure dupliquée

puis moyenne faite entre les mesures).

Afin de construire une courbe étalon, nous avons préparé un mix de plusieurs

échantillons provenant de notre étude à 6 ng, 3 ng, 1.5 ng et d’un échantillon contrôle positif.

Ensuite les mix contenant les primers et le SYBR sont préparés tels que :

A RAG1.3 400 nm

1 Mix SYBR (7μL par puits)

Par puits (μL) Mix (μL)

H2O 0.52 28

Primer
forward

0.24 12

Primer
reverse

0.24 12

SYBR 6 312

2 ADN à 0.6 ng/μL (5μL par puits)
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A Télo 300 nm

1 Mix SYBR (7μL par puits)

Par puits (μL) Mix (μL)

H2O 0.64 33.3

Primer
forward

0.18 9.36

Primer
reverse

0.18 9.36

SYBR 6 312

2 ADN à 0.6 ng/μL (5μL par puits)

A COI2.4 150 nm

1 Mix SYBR (7μL par puits)

Par puits (μL) Mix (μL)

H2O 0.7 36.4

Primer
forward

0.15 7.8

Primer
reverse

0.15 7.8

SYBR 6 312

2 ADN à 0.6 ng/μL (5μL par puits)

Les galeries de tubes sont fournies par Bio Molecular Systems pour correspondre à

l’appareil.

Une fois les mix amorces-SYBR préparés, on en dépose 7 μL par puits.

Les échantillons sont ajoutés en duplicats sur la plaque à raison de 5 μL par puits.

Les puits sont fermés par des capuchons également fournis.

Les conditions de la PCR sont :

- 95°C, 3 minutes - 95°C, 5 secondes - 60°C, 25 secondes : 25 fois pour Télo, 35 fois

COI2, 38 fois pour RAG1
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Annexe 16: Exemple de plan de plaque de qPCR avec micPCR



Annexe 17 : Exemple de résultats d’une PCR micPCR, on retrouve le Cq, l’efficacité et le R2 des duplicats.



Annexe 18 : Exemple de quantification des échantillons avec courbe étalon d’une PCR avec micPCR.



Annexe 19 : Effets fixes et effets fixes par stade de la concentration en corticostérone ; Sont étudiés les effets de groupes, de sexe, de stade, de
note d’hémolyse ainsi que les intéractions groupe-sexe, groupe-stade, sexe-stade.
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Annexe 20 : Effets fixes et effets fixes par stades de la concentration en glucose; Sont étudiés les effets de groupe, de sexe, de stade, de note
d’hémolyse ainsi que les intéractions groupe-sexe, groupe-stade, sexe-stade.
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Annexe 21 : Effets fixes de la concentration en lactate; Sont étudiés les intéractions de groupes, de sexe, de stade ainsi que les intéractions
groupe-sexe, groupe-stade et sexe-stade.
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Annexe 22 : Effets fixes de la concentration en triglycérides; Sont étudiés les intéractions de groupes, de sexe, de stade ainsi que les intéractions
groupe-sexe, groupe-stade et sexe-stade.

204



Annexe 23 : Effets fixes et effets fixes par stades de la concentration en acide urique; Sont étudiés les intéractions de groupes, de sexe, de stade
ainsi que les intéractions groupe-sexe, groupe-stade et sexe-stade.
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Annexe 24 : Effets fixes de la capacité antioxydante totale; Sont étudiés les intéractions de groupes, de sexe, de stade, de note d’hémolyse ainsi
que les intéractions groupe-sexe, groupe-stade et sexe-stade.
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Annexe 25 : Effets fixes de la concentration en SOD; Sont étudiés les intéractions de groupes, de sexe, de stade, de BCA ainsi que les
intéractions groupe-sexe, groupe-stade et sexe-stade.
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Annexe 26 : Effets fixes de la concentration en GPx; Sont étudiés les intéractions de groupes, de sexe, de stade ainsi que les intéractions
groupe-sexe et groupe-stade.
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Annexe 27 : Effets fixes et comparaisons appariées de dROMs; Sont étudiés les intéractions de groupes, de sexe, de stade, de note d’hémolyse
ainsi que les intéractions groupe-sexe, groupe-stade et sexe-stade.
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Annexe 28 : Effets fixes de la concentration en 8-OHdG avec matrice ADN; Sont étudiés les intéractions de groupes, de sexe, de stade ainsi que
les intéractions groupe-sexe, groupe-stade et sexe-stade.
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Annexe 29 : Effets fixes de la concentration en 8-OHdG avec matrice plasma; Sont étudiés les intéractions de groupes, de sexe, de stade, de
note d’hémolyse ainsi que les intéractions groupe-sexe, groupe-stade et sexe-stade.
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Annexe 30 : Effets fixes et comparaisons appariées du nombre de copies de l’ADN mitochondrial; Sont étudiés les intéractions de groupes, de
sexe, de stade ainsi que les intéractions groupe-sexe, groupe-stade et sexe-stade.
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Annexe 31 : Effets fixes de la longueur relatives des télomères ; Sont étudiés les intéractions de groupes, de sexe, de stade ainsi que les
intéractions groupe-sexe et groupe-stade.
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RÉSUMÉ- Naturellement équipés pour faire face au “stress” ? Réponses physiologiques de 

manchots royaux adultes à une augmentation expérimentale des niveaux d’hormones 

glucocorticoïdes. 

 
L’exposition des animaux à des stress environnementaux répétés dans leur biotope naturel 

pourrait impacter leurs cycles biologiques et avoir des effets délétères à long terme. Les 

glucocorticoïdes, hormones du stress, favorisent une réponse adaptative et une modulation de la 

physiologie énergétique de l’animal lui permettant de gérer un état de stress aigu. Cependant, il est 

supposé qu’une exposition chronique à taux élevés de glucocorticoïdes peut engendrer du stress oxydant 

et impacter durablement l’organisme.  Récemment, des études ont cherché à montrer que les espèces 

vivant dans des milieux contraignants présentent des adaptations pour limiter les effets négatifs d’un 

stress chronique sur le stress oxydant. Nous avons testé cette hypothèse sur des manchots royaux adultes 

en induisant une exposition chronique à de hauts niveaux de corticostérone par la pose d’implants de 

corticostérone. Par la suite, nous avons mesuré ces taux de corticostérone, les dynamiques énergétiques 

ainsi que les variations de différents marqueurs de stress oxydatif durant plusieurs semaines. Malgré une 

augmentation de la corticostérone, un seul marqueur du stress oxydant témoin de la réparation des 

dommages oxydants à l’ADN s’est révélé significatif. Des légères variations du métabolisme glucidique 

et protéique pourraient aussi témoigner des adaptations au stress chronique.  
Cette étude souligne la capacité d’adaptation des animaux à leur milieu de vie et entrouvre la porte sur 

des possibles mécanismes physiologiques leur permettant d’éviter ou d’alléger les effets néfastes de la 

surcharge allostatique en glucocorticoïdes. 

 
Mots clés : Corticostérone - Manchot royal (Aptenodytes patagonicus) - Métabolisme énergétique - 

Mitochondrie - Stress chronique - Stress oxydant - Surcharge allostatique - Télomère - Théorie 

radicalaire du vieillissement  

 
ABSTRACT- Naturally equipped to resist ‘stress’? Physiological responses of adult king penguins to 

an experimental increase in glucocorticoid levels. 

 
Animals' exposure to repeated environmental stress in their natural habitat could impact their 

life-history stage and have long-term deleterious effects. Glucocorticoids, which are stress hormones, 

allow adaptive response and modulation of energetics of the animal enabling it to cope with acute stress. 

However, it is widely assumed that chronic exposure to high glucocorticoids levels can cause oxidative 

stress and have a lasting impact on organisms. 
 Recently, some studies have tried to highlight that species living in challenging environments exhibit 

adaptations in order to alleviate chronic stress’ negative effects on oxidative stress. We tested this 

hypothesis on adult king penguins in inducing chronic exposure to corticosterone high levels with 

corticosterone implants. Thereafter, we measured corticosterone levels, energetics dynamics and 

multiple oxidative stress markers over several weeks. Despite an increase in corticosterone levels, only 

one oxidative stress marker which shows oxidative damage reparations to DNA was significant. Slight 

variations in glucose and protein metabolism may also reflect adaptations to chronic stress.  
This study highlights the ability of animals to perfectly fit their environment and opens the door on 

possible physiological mechanisms allowing them to avoid or alleviate the adverse effects of a 

glucocorticoid allostatic overload. 
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