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Résumé

Le mécanisme de défense multixénobiotique (MDMX) consiste en un système de pompes membranaires capables
les composés organiques hors de la cellule. Chez les bivalves, le MDMX incarne un système de protection contr
toxique d’une grande variété de xénobiotiques organiques, en limitant leur accumulation cellulaire. Depuis la dernière
un intérêt grandissant se porte sur son utilisation potentielle en tant que biomarqueur de pollution. Cet article ré
connaissances fondamentales sur le MDMX chez les bivalves, ainsi que les méthodes de mesure mises en œuvre pou
Enfin, il résume les principaux résultats de travaux effectués en laboratoire et in situ qui ont permis d’émettre l’hypothè
laquelle le MDMX pourrait être utilisé en tant que biomarqueur de stress environnemental, plutôt qu’en tant que biom
de pollution.Pour citer cet article : S. Pain, M. Parant, C. R. Biologies 326 (2003).
 2003 Académie des sciences. Publié par Éditions scientifiques et médicales Elsevier SAS. Tous droits réservés.

Abstract

Multixenobiotic defence mechanism (MXDM) in bivalves. Multixenobiotic defence mechanism (MXDM) consists in
cellular system that functions as membrane extrusion pumps effluxing organic compounds out of the cells. In biv
represents a primordial protection against toxic effects of organic xenobiotics in preventing their cellular accumul
has raised attention during the last decade for its potential to be used as a biomarker of pollution. This article rev
fundamental knowledge on the MXDM system in bivalves and the methods proposed to assess its activity. Finally, it
the major results of laboratory and field studies that enabled to hypothesise that MXDM could be used as a biom
environmental stress rather than of pollutant exposure.To cite this article: S. Pain, M. Parant, C. R. Biologies 326 (2003).
 2003 Académie des sciences. Publié par Éditions scientifiques et médicales Elsevier SAS. Tous droits réservés.

Mots-clés :MDMX ; MXR ; bivalves ; P-glycoprotéine ; biomarqueur ; exposition à un stress environnemental

Keywords:MXDM; MXR; bivalves; P-glycoprotein; biomarker; exposure to environemental stress
),

ome
rtic-
ing
* Auteur correspondant.
Adresses e-mail :sandrine.pain@umail.univ-metz.fr (S. Pain

parant@sciences.univ-metz.fr (M. Parant).
1631-0691/$ – see front matter 2003 Académie des sciences. Pu
réservés.
doi:10.1016/S1631-0691(03)00156-2
Abridged English version

Freshwater and marine ecosystems have bec
endangered for years because of pollution, in pa
ular because of chemical pollution. Organisms liv
blié par Éditions scientifiques et médicales Elsevier SAS. Tous droits

http://


660 S. Pain, M. Parant / C. R. Biologies 326 (2003) 659–672

fenc
inst
tem
in

ox-
-
ents

tic
bi-
d in

r fish
DM
g
s.
’
tu-
ic
en-
di-
Da

tal
d

ally,
ld
uld

as
sed
nd
of

of
sed
w

that

ues
ma-

to
m-
flux
that
o-

res-

ural

M
ind-
ea-

and
co-

Di-
in

es-

d as
dies
ker
e,

ion
this

it
ity
er,

ies
s, it
the

-
e-
mea-
n-
th-
in-

de-
b-
ub-
ort
ur-
h.
ds
M

po-
ne
e
een
e led

to
on-
as-
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mechanisms in order to protect themselves aga
xenobiotics. The most studied cellular defence sys
is the metabolism of xenobiotics, which consists
modifying their chemical properties to decrease t
icity and to facilitate their elimination. Another cellu
lar defence system has been described, which prev
xenobiotics from entering cells. This multixenobio
defence mechanism (MXDM, also called multixeno
otic resistance mechanism, MXRM) was discovere
a freshwater bivalve mollusc,Anodonta cygnea. Other
organisms such as sponges, worms, gastropods o
were shown to possess this defence system. MX
can protect cells from toxic compounds in limitin
entry and in facilitating efflux of these compound
It is similar to the well-known ‘multidrug resistance
(MDR) characterised in mammals by resistance of
mour cells, which limits accumulation of cytotox
drugs, then leading to failure of treatment. The
hanced efflux of a wide variety of compounds is me
ated by a membrane P-glycoprotein weighing 170 k
(Pgp or P170).

This paper aims first to review the fundamen
knowledge on the MXDM system in bivalves an
the methods proposed to assess its activity. Fin
it reviews the major results of laboratory and fie
studies that enabled to hypothesise that MXDM co
be used as a biomarker of environmental stress.

Evidence of MXDM presence and function w
demonstrated in bivalves tissues particularly expo
to pollution of aquatic ecosystems such as gills a
digestive gland, but also in lysosomal membrane
hemocytes and in embryonic or larval tissues.

Little is known about biochemical properties
MXDM in bivalves and numerous data are transpo
from studies in tumour cell lines in mammals. Fe
genetic studies are available, but it was shown
partial cDNA obtained from the blue mussel (Mytilus
edulis), the pacific oyster (Crassostrea gigas) and
from the musselPerna pernashared similarities with
mammalian MDR genes. P-glycoprotein homolog
have been identified in several freshwater and
rine species and their molecular weight reach 120
240 kDa. As it was shown in mammals, these me
brane proteins are ATP-dependent pumps that ef
moderately hydrophobic compounds. Compounds
were shown to interact with the MXDM and the ass
ciated membrane pumps are cytotoxic drugs, fluo
ecent dyes, environmental pollutants and also nat
compounds such as algal or bacterial products.

Methods have been developed to enable MXD
detection. Indirect methods consist in assessing b
ing of substrates on membrane vesicles or in m
suring associated ATPase activity. Western blot
immunochemistry can also be used to detect P-gly
protein homologues with an appropriate antibody.
rect methods enable to assess the MXDM activity
measuring the accumulation or the efflux of fluor
cent or radioactive substrates.

Freshwater and marine bivalves are often use
sentinel organisms and are subject of many stu
aiming to understand and use MXDM as a biomar
of exposure to polluted waters. At the present tim
research focus on characteristics of MXDM activat
and on parameters that affect the reaction of
mechanism.

Results from in the field studies showed that
was possible to detect evidence of MXDM activ
in quite every organism investigated so far. Howev
measured MXDM activity is variable at the spec
level and even at the population level. Based on thi
was hypothesised that this variability could reflect
resistance, or the sensitivity of aquatic species.

MXDM inducibility was demonstrated in organ
isms exposed to pollution. As MXDM belongs to d
fence systems, it has been suggested that the
sure of its activity could reflect exposure of orga
isms to potentially harmful compounds. This hypo
esis was supported by works demonstrating that
crease in MXDM response was correlated with the
gree of pollution. However, other studies did not o
served such a correlation. Considering the low s
strate specificity of MXDM system that can transp
pollutants as well as natural compounds, it is not s
prising that a direct correlation is difficult to establis

The finding that naturally occurring compoun
called chemosensitizers could saturate the MXD
system, hence promoting the accumulation of
tentially toxic xenobiotics by saturating membra
pumps raised the question of MXDM fragility. Th
relevance of such MXDM chemosensitizers has b
investigated and results showed that their presenc
to the apparition of toxic effects in bivalves exposed
toxic compounds below the non-observed effect c
centration. So, considering chemosensitizers in the
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sessment of environmental risk can render our in
pretation of ecotoxicological data more accurate.

Seasonal variations of MXDM activity in pollute
and unpolluted sites were studied and results sho
an elevated MXDM response during the warm
months. The hypothesis that the defence system
tivity could be affected by environmental paramet
such as temperature or algal proliferation has b
proposed and then supported by results of labora
studies.

Comparison of MXDM response with that of bio
markers such as heat shock protein (HSP) or ly
somal destabilisation suggests that MXDM could
considered as a general biomarker of exposure to
vironmental stress.

Taken together, these data provide evidence
MXDM could be used as a suitable biomarker of e
vironmental stress. However, further investigations
still needed to better understand how its function
be integrated in the global physiology of organisms
order to correctly distinguish effects of chemical p
lution.

1. Introduction

Les êtres vivants évoluent à l’heure actuelle d
des milieux endommagés par différents types de
lution. La pollution chimique par les xénobiotiqu
(composés exogènes) constitue une grande par
agressions constamment subies par les organis
Les milieux aquatiques drainent et recueillent la ma
rité de cette contamination chimique. Cependant, b
qu’il existe une altération de la biodiversité dans c
tains de ces milieux, on constate que les organis
qui subsistent se sont adaptés à ces stress cons
Certaines espèces sont même capables de surviv
de se reproduire dans des milieux considérablem
dégradés. L’adaptation des êtres vivants à ces mil
se traduit, entre autres, par la mise en place et le
veloppement de systèmes de défense. Les prem
barrières sont mises en place au niveau de l’organi
entier et constituent des protections physiques co
la pénétration des xénobiotiques (coquille, peau...)
niveau cellulaire, la protection s’organise essentie
ment autour de deux voies principales : la voie de b
transformation des xénobiotiques, qui permet la n
tralisation puis l’élimination des molécules toxique
s
.

s.
t

s

et un mécanisme de transport membranaire des x
biotiques, qui limite l’accès de ces molécules à la c
lule et favorise leur élimination. L’activité de ce m
canisme a été mise en évidence chez un mollus
bivalve dulçaquicoleAnodonta cygneadès 1989 [1],
avant d’être également observée chez d’autres esp
aquatiques, notamment chez les éponges, les
lusques gastéropodes et les poissons [2]. Il a r
dement été montré que cette voie est analogue
système de « résistance multidrogue » (MDR ;Multi-
Drug Resistance) identifié chez les mammifères [3
Par analogie avec ce système, le mécanisme id
fié dans les populations naturelles a été appelé M
pour MultiXenobiotic Resistanceou résistance mul
tixénobiotique. On peut souligner que, bien qu’e
ait été adoptée par nombre d’auteurs, la terminolo
« MXR » et plus précisément le terme « résistance »
sont peut-être pas les plus adéquats. En effet, la
sistance peut être définie comme une adaptation
réditaire conduisant à une diminution de la sens
lité [4]. Si les connaissances acquises chez les m
mifères permettent d’utiliser cette notion dans le
des cellules cancéreuses, trop peu de données son
ponibles chez les organismes aquatiques pour ava
l’existence d’une résistance au sens strict. Par co
quent, nous préférerons utiliser le terme « défense
nous désignerons ce mécanisme MDMX pour mé
nisme de défense multixénobiotique [5–7].

Le travail présenté ici vise à rassembler et discu
les données existantes concernant l’activité MDM
chez les mollusques bivalves. À ce jour, la majo
des travaux publiés sur ce sujet s’orientent vers l’u
sation du MDMX en tant que biomarqueur de str
environnemental. Dans ce contexte, nous nous
cherons plus particulièrement à analyser les donn
relatives à la mise en place d’un biomarqueur en dé
geant les avantages, les inconvénients et les ques
encore posées.

2. Aspects moléculaires et biochimiques

2.1. Localisation tissulaire

Chez les bivalves, la présence du MDMX a été m
en évidence au niveau de tissus particulièrement e
sés à la pollution de leur milieu (branchies, mante
ou impliqués dans la détoxication des contamina
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assimilés par les organismes (glande digestive) [1
L’existence d’un MDMX fonctionnel a également é
montrée au niveau des membranes lysosomales
hémocytes chez la mouleMytilus sp. [9]. Enfin, les
larves de certains bivalves marins sont également
tées d’un système MDMX [10–12]. Bien que ce sy
tème ait été détecté dans différents tissus, il est à n
que la plupart des auteurs travaillent quasiment ex
sivement à partir des tissus branchiaux (Tableau 1

2.2. Gènes, protéines et mécanisme d’action

Chez les mollusques bivalves, très peu d’étu
sont entièrement consacrées à la description de
pects biochimiques associés au MDMX. À l’heure a
tuelle, la majorité des connaissances est obtenue
comparaison avec les transporteurs décrits chez
mammifères.

Sur le plan génétique, les seules données di
nibles concernent trois espèces marines, la m
bleueMytilus edulis, l’huître du PacifiqueCrassostrea
gigaset la moulePerna perna(Tableau 1). Chez ce
espèces, des gènes apparentés à la famille MDR
été mis en évidence et des ADN complémentaires
été amplifiés [8,12–14]. À l’heure actuelle, les tec
niques de biologie moléculaire ne sont employées
pour la caractérisation des gènes et aucune évalu
quantitative n’a été mise en œuvre.

Chez les mammifères, le produit des gènes m
est une protéine membranaire glycosylée de 170 k
couramment appelée Pgp pour P-glycoprotéine [3,
Chez les organismes aquatiques, les protéines res
sables du fonctionnement du MDMX sont reconnu
par les anticorps fabriqués contre les Pgps mam
liennes, suggérant une certaine homologie entre
protéines. Pour cette raison, elles ont été appe
Pgps-like. Cependant, aucune autre donnée structu
ne vient confirmer cette homologie supposée. C
les bivalves, les tailles des protéines immunoréact
s’échelonnent entre 120 et 240 kDa (Tableau 1) ; la
riabilité des tailles obtenues reflète probablement
variations du taux de glycosylation des protéines.

Le transport des composés substrats est pré
d’une étape de liaison des molécules sur un ou
sieurs sites spécifiques des Pgps [16]. Chez les
valves, la liaison des substrats a été mise en évid
et est exploitée en tant que méthode d’évaluation
la présence du MDMX [1,17,18] (Section 3.1.1).
s

-

r

t

-

transport des substrats par les Pgps est un m
nisme dépendant de l’énergie fournie par l’hydroly
de l’ATP. Les Pgps présentent une activité ATPasi
intrinsèque, qui est amplifiée par la liaison des s
strats sur le transporteur [19]. Chez les bivalves,
activité ATPasique a également été détectée [17,1
sa mesure a été exploitée en tant que méthode d
luation du fonctionnement MDMX [7] (Section 3.1.2

2.3. Substrats et inhibiteurs du MDMX

Les nombreux travaux concernant la résista
MDR chez les mammifères ont montré que les P
peuvent transporter une très grande variété de com
sés organiques de structures et de propriétés chimi
très différentes [3,15]. Chez les bivalves, aucune é
théorique n’est disponible en ce qui concerne les s
strats du MDMX. Cependant, plusieurs auteurs
utilisé des substrats reconnus du système MDR e
pu observer une interaction avec le MDMX des
valves, ce qui atteste leur qualité de substrats c
ces organismes. Sur la base de ces données, l’é
du MDMX chez les bivalves a été menée en dével
pant des méthodes de mesure utilisant ces comp
substrats. Ainsi, les colorants fluorescents tels que
rhodamines B et 123 [10,20–26], les anthracyclines
et les alcaloïdes de la pervenche [18,27–29] sont
ramment utilisés comme substrats des Pgps-like. De
la même manière, les composés inhibiteurs tels qu
vérapamil ou la cyclosporine A sont utilisés pour m
duler l’activité de transport [1,17,18,22,27–29].

Différents types de substrats environnementa
c’est-à-dire de substrats naturels ou anthropiques
sents dans les écosystèmes sont susceptibles d’
agir avec le MDMX. Des études ont notamment p
mis de montrer le potentiel substrat de substan
naturelles telles que les toxines ou les métabo
produits par les algues [26,30]. Outre les substan
naturelles, les contaminants environnementaux d
gine anthropique peuvent également interagir a
le MDMX des bivalves. Ainsi, des composés m
dérément hydrophobes (dacthal, sulfallate et pe
chlorophénol) se sont avérés substrats chez deu
pèces de moules marines. En revanche, le pote
substrat de composés fortement hydrophobes (D
DDD, DDE, Arochlor 1254) a été mis en éviden
uniquement chez l’une des deux espèces [20,21]. M
gré des résultats parfois contradictoires, l’ensembl
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Tableau 1
Le MDMX chez les bivalves marins et dulçaquicoles au niveau de différents tissus chez les adultes (branchies, Br ; manteau, M ; hépa
HP ; hémocytes, Hém) et chez les embryons (E), les larves (L ; trocophores, Lt ; véligères, Lv ; pédivéligères, Lpv) ou les juvéniles
MDMX a été mis en évidence par les méthodes debinding, d’accumulation, d’efflux, par des techniques de biologie moléculaire (BM)
par Western Blot(WB, anticorps utilisé, (monoclonal, M ou polyclonal P)). Les tailles des fragments d’ADNc obtenus (paire de bas
en biologie moléculaire et les tailles des protéines détectées parWestern Blot(kDa) sont indiquées dans la colonne « résultats ». Les résu
des travaux utilisant les autres méthodes sont résumés par un signe+ lorsqu’un ou plusieurs éléments attestant l’existence du MDMX on
détectés et par un signe− lorsqu’aucun de ces éléments n’a pu être mis en évidence

Organismes Tissus Méthodes Résultats Référe

Bivalves marins
Mytilus edulis Br WB C219 (M) 220/240 kDa [13]

Br BM + [13]
Br BM 350/2500 pb [8]

Hém Accumulation + [9]
Hém WB C219 (M) 170 kDa [9]
E/L Accumulation + [10]

Mytilus californianus Br WBAb-l (P)/C219 (M) 170 kDa [20]
Br Accumulation/efflux + [20]
Br WB C219 (M) 170 kDa [24,25]
Br Accumulation + [24,25]
Br Accumulation/efflux + [26]

Mytilus galloprovincialis Br, M, HP Binding/accumulation + [17]
Br Accumulation + [27]
Br WB C219 (M) 145/220/240 kDa [21]
Br Acumulation/efflux + [21]
Br WB anti-C (P) 140 kDa [28,51]
Br Accumulation + [28,51]
Br Accumulation/efflux + [51]
Br WB C219 (M) (50/70) 130/230 kDa [59]

Perna perna Br WB C219 (M) + [14]
Br BM + [14]

Crassostrea gigas Br WB C219 (M) 220/240 kDa [13]
Br BM + [13]
Br Accumulation + [12]
E BM − [12]
Lt BM − [12]
Lv BM 233 pb [12]
Lpv BM 233 pb [12]
Juv BM 233 pb [12]

Crassostrea virginica Br WB C219 (M) 170 kDa [11,58]
E Accumulation + [11]

Bivalves dulçaquicoles
Anodonta cygnea Br, M, HP Binding + [1]

Br WB anti-C (P) − [51]
Br Accumulation/efflux + [51]

Corbicula fluminea Br WB C219 (M) 135 kDa [18]
Br WB anti-C (P) (85)/135 kDa [18]
Br Binding/accumulation + [18]
Br Accumulation + [29]

Dreissena polymorpha Br WB anti-C (P) − [51]
Br Accumulation/efflux + [7,30,51]
Br WB C219 (M) 120 kDa [57]
po-
trats
t qu

ures,
ont
X

la littérature considère généralement que les com
sés modérément hydrophobes sont de bons subs
alors que les composés très hydrophobes ne son
,
e

de très médiocres substrats. Parmi les hydrocarb
le 2-acétylaminofluorène et le 2-aminoanthracène
été montrés comme interagissant avec le MDM
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Tableau 2
Induction du MDMX chez différentes espèces de bivalves après exposition à des composés substrats en laboratoire ou à une co
naturelle in situ. L’induction du MDMX est estimée par la mesure de l’augmentation du titre protéique, par la réduction de l’accum
cellulaire de composés traceurs et/ou par l’augmentation de l’activité d’efflux de ces composés. Les amplitudes de l’induction sont
relativement au résultat obtenu dans le témoin. Lorsque les données chiffrées ne sont pas disponibles, la mise en évidence d’un
significative est signalée par le symbole+
Paramètres Organismes Exposition Durée de Résultats par Référ
mesurés l’exposition rapport

(jours) au témoin

Augmentation du Marins Mytilus edulis Vincristine 19 à 29 ×1,5 à 2,5 [9]
titre protéique Mytilus californianus Chlorthal/PCB (5 ppm) 3 + [24]

Chlorthal/PCP/DDE (1/5 ppm) 1 à 3 + [25]
CdCl2 (500 ppb)/NaAsO3 (1/5 ppm) 1 à 3 + [25]

Crassostrea gigas 12 sites contaminés 30 + (1 site) [62]

Réduction de Marins Mytilus edulis Vincristine (5/10 µg ml−1) 19 à 29 35/48% [9]
l’accumulation Mytilus galloprovincialis Site contaminé 3 62% [27]

Rhodamine 123/Diesel-2-oil 4 45 à 50% [23]
Mytilus californianus Chlorthal/PCB (5 ppm) 3 >75%/50% [24]

Chlorthal/PCP/DDE (1/5 ppm) 1 à 3 >50% [25]
CdCl2 (500 ppb)/NaAsO3 (1/5 ppm) 1 à 3 50%/40 à 80% [25]

Dulçaquicoles Corbicula fluminea Diesel-2-oil 3 43% [29]
Eau+ sédiments du Rhin 3 28% [29]

Augmentation de DulçaquicolesDreissena polymorpha Site contaminé 21 ×4,5 [7]
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chez deux espèces dulçaquicoles [18,27,29,31]. E
vanche, le benzo[a]pyrène s’est révélé n’être qu
piètre substrat du MDMX chez l’huîtreCrassos-
trea gigas[12]. Un mélange d’hydrocarbures appe
« diesel-2-oil » s’est également montré capable d
teragir avec le MDMX [27,29]. D’autres études o
démontré que des échantillons prélevés dans les
lieux naturels, tels que des concentrés d’eau ou
extraits de sédiments, contenaient des composé
pables de moduler l’activité de transport MDMX,
donc, des composés potentiellement substrats ou
biteurs compétitifs [22,32,33].

3. Méthodes d’évaluation de l’activité MDMX
chez les bivalves

3.1. Méthodes indirectes

3.1.1. Mesure de la fixation des substrats(binding)
La mesure du taux de liaison d’un substrat radio

tif sur des préparations membranaires permet de q
tifier les sites de fixation accessibles, et donc d’e
mer la quantité de protéines impliquées dans l’acti
-

-

MDMX [34]. Pour cela, des vésicules membranai
sont préparées à partir des tissus étudiés selon la
thode décrite par Riordan et Ling [35]. Elles sont
cubées dans un milieu contenant un substrat radio
qué, puis les liaisons totales et non spécifiques des
strats sont évaluées [36,37]. L’ensemble de ces trav
a montré que la liaison mesurée est saturable, sen
à la trypsine et au vérapamil. L’inconvénient maje
de cette technique est qu’elle donne une mesure
tique des capacités des cellules à lier les substra
qu’elle ne permet en aucun cas de corréler directem
cette mesure à l’activité MDMX.

3.1.2. Mesure de l’activité ATPasique associée à
l’activité MDMX

Le transport actif des substrats par la voie MDM
s’accompagne de la production de phosphate ino
nique (Pi) conséquente à l’hydrolyse de l’ATP. L’a
tivité ATPasique peut être évaluée par une méth
colorimétrique [7] qui permet de mesurer de mani
indirecte l’activité du MDMX en évaluant la quan
tité de Pi produit. Cette méthode présente l’incon
nient majeur de ne permettre l’obtention que de faib
signaux ; il est effectivement difficile de neutralis
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toutes les autres sources de Pi et de fortes conce
tions en Pi non spécifique sont systématiquement
servées. Bien que cette méthode ne soit pas suffis
ment sensible pour permettre son utilisation uniq
dans le cadre d’études in situ, elle peut constitue
complément d’information et venir confirmer l’activ
tion du MDMX [7].

3.1.3. Mesure immunochimique
Plusieurs anticorps monoclonaux et polyclona

ont été décrits pour la détection des protéines de la
mille MDR [38] ; le plus utilisé reste sans nul dou
l’anticorps monoclonal C219. Cet anticorps a perm
la détection de protéines MDR/MDMX chez de no
breux organismes, allant des mammifères jusqu’à
grande variété d’invertébrés et même d’organismes
gétaux. Il est dirigé contre une séquence épitope h
tement conservée qui est située dans la région c
plasmique de la moitié C-terminale de la Pgp, à pro
mité du site de liaison de l’ATP [39,40]. Cet an
corps présente l’avantage de détecter toutes les
formes identifiées chez les mammifères [41], fac
tant ainsi la détection d’homologues chez des or
nismes très éloignés sur le plan phylogénétique.
pendant, il peut également réagir avec d’autres tra
porteurs tels que les Pgps sœurs, ainsi qu’avec la m
sine [39,41,42]. L’utilisation de témoins positifs et n
gatifs est donc primordiale pour s’assurer de la v
dité des résultats obtenus en utilisant cet anticorps
témoin positif le plus couramment utilisé est cons
tué de vésicules membranaires préparées à part
cortex de surrénales de bovins mâles, qui est un t
riche en Pgps [43]. Des préparations de rein hum
[5] ainsi que des lignées cellulaires mammalien
surexprimant les Pgps [20,21] ont également été
lisées comme témoin positif. À notre connaissance
seul exemple de témoin négatif est disponible dan
littérature ; les auteurs utilisent des œufs d’oursins
pourvus de système de transport MDMX [21].

L’utilisation d’anticorps anti-Pgp a été principal
ment exploitée par l’intermédiaire duWestern blot.
Cette technique a été utilisée pour mettre en
dence la présence du MDMX chez divers bivalves (
bleau 1). En complément, Galgani et al. ont mis
point une technique dite dedot blot qui permet d’es-
timer la quantité de protéines détectées en mesu
la densité optique des spots obtenus [21]. L’intérê
cette méthode réside dans la possibilité de discr
-

-

t

ner plusieurs échantillons en fonction de la quan
de Pgps-like détectées et éventuellement de relier c
mesure à la pollution des sites de provenance de
ganismes [21].

On peut regretter qu’à ce jour, les techniqu
d’immunohistochimie n’aient jamais été mises
œuvre chez les bivalves, car leur application a per
d’étudier de manière efficace la localisation de Pg
like dans les tissus d’autres espèces tels que le
chez les poissons [44–47], et l’hépatopancréas ch
crabeCarcinus maenas[48], ainsi qu’au niveau de
membranes cellulaires chez deux espèces d’épo
[49].

3.2. Méthodes directes

3.2.1. Mesure de l’accumulation d’un substrat
Le principe de la méthode d’accumulation est b

sur la relation inversement proportionnelle entre
quantité de substrat accumulée à l’intérieur d’une
lule et l’activité MDMX présente dans les membran
de cette cellule. Cette méthode est couramment u
sée chez les bivalves et a été adaptée par différent
teurs à l’évaluation de l’accumulation dans les tis
[17] et les cellules isolées [9,20]. La méthode cons
à exposer les tissus ou les cellules à un substra
peut être radioactif ou fluorescent, puis à visual
l’accumulation du substrat dans les cellules en ré
rence à la mesure effectuée en présence d’un inhib
du MDMX [50].

3.2.2. Mesure de l’efflux d’un substrat
La méthode d’efflux consiste à évaluer la quan

de substrats prise en charge par le MDMX et libé
dans le milieu extérieur. Initialement développée p
mesurer l’activité d’efflux sur des tissus ou des cellu
isolées [20], cette méthode a été adaptée pour l’util
tion chez des organismes vivants [7,22]. Elle cons
à exposer dans un premier temps les organisme
vants, les tissus ou les cellules à un substrat fluores
(Rhodamine B, 123) qui s’accumule en grande qu
tité dans les cellules. Après la période d’expositi
les organismes, tissus ou cellules sont lavés puis re
cés dans un milieu propre. Les cellules rejettent a
le colorant qu’elles ont accumulé auparavant de
nière proportionnelle à l’activité MDMX. Le phéno
mène peut être observé en mesurant, soit l’augme
tion de la fluorescence dans le milieu [7,22], soit la
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minution de fluorescence dans les cellules ou les ti
étudiés [20,21]. L’addition d’un inhibiteur spécifiqu
(vérapamil, cyclosporine A) permet d’inhiber l’efflu
de colorant et, ainsi, d’évaluer avec précision la p
du rejet attribuée à l’activité MDMX [7,50,51].

3.2.3. Exploitation des méthodes d’accumulation e
d’efflux

Les deux méthodes précédemment décrites fi
rent parmi les plus utilisées parce qu’elles permet
une mesure simple et directe de l’activité en s’
puyant sur l’aspect fonctionnel. Elles sont comp
mentaires et permettent, lorsqu’elles sont employ
conjointement de confirmer et d’affiner les résult
obtenus [50].

Ces méthodes peuvent être exploitées de différe
manières. Une première application consiste à les
liser pour évaluer l’activité MDMX chez des org
nismes placés en situation de stress (laboratoire o
situ). La comparaison des activités mesurées pe
alors d’évaluer la modulation du niveau de défe
cellulaire des organismes dans le milieu où ils ont
placés [7,50].

Enfin, en se basant sur le principe de l’inhibiti
compétitive, il est également possible d’identifier d
substrats potentiels du mécanisme MDMX en évalu
l’effet d’un composé donné sur la cinétique d’accum
lation ou d’efflux d’un substrat traceur. Le même pr
cipe est utilisé pour mesurer l’effet d’une eau nature
[22,50]. La comparaison des résultats obtenus en
sence ou en absence de l’eau à tester permet d’év
l’intensité d’interaction des composés présents d
l’eau avec le mécanisme MDMX. Plus l’interaction e
importante, plus les composés présents dans l’eau
susceptibles d’amener les organismes à une situa
de défense cellulaire extrême. La composition du
lieu testé représente donc un potentiel toxique pou
cellule et il est à surveiller avec la plus grande att
tion [32,52].

4. Comportement de l’activité MDMX

La présence et/ou le fonctionnement du MDM
ont été mis en évidence par diverses techniques
de nombreuses espèces aquatiques marines ou d
quicoles. Seules une espèce de gastéropode [5
quelques espèces d’échinodermes [54–56] semb
r

t

-
t
t

dépourvues de MDMX, puisque aucune des ca
téristiques habituelles n’a pu être identifiée chez
adultes ou les larves de ces organismes. Bien qu
données disponibles à l’heure actuelle soient peut-
encore trop réduites [55], certains auteurs ont ava
l’hypothèse selon laquelle ce système pourrait exi
de manière constitutive chez toutes les espèces,
chez les plus pollusensibles [5,6] ou au cours des
miers stades de développement [12]. Selon cette
pothèse, l’activité MDMX, lorsqu’elle existe, prése
terait un niveau constitutif basal susceptible d’être
duit en réponse à l’apparition et/ou à l’amplificati
d’un stress.

4.1. Activité constitutive

L’hypothèse selon laquelle l’activité MDMX pou
rait exister de manière constitutive chez toutes les
pèces à été suggérée à la suite de l’observatio
la présence et/ou d’un niveau d’activité mesura
même chez des organismes vivant sur des site
bonne qualité et n’ayant jamais été confrontés à
fortes pollutions de leur milieu [5,6]. Le niveau d
cette activité constitutive s’est avéré variable au s
d’une même espèce en fonction de la qualité des
d’origine des populations étudiées. Ainsi, les or
nismes provenant des sites les plus contaminés
sentent un niveau d’activité MDMX ou d’expressio
des Pgps-like significativement plus élevé que c
lui mesuré chez les organismes prélevés sur les
non contaminés [13,17,23,27,28]. Les résultats d’
étude comparant les niveaux d’activité dépurée c
six espèces de mollusques (bivalves et gastérop
marins ou dulçaquicoles) ont montré que l’activ
mesurée présentait les mêmes caractéristiques
toutes ces espèces, mais les plus tolérantes, vivan
des sites fortement contaminés, présentaient de
veaux d’activité plus élevés que ceux mesurés che
plus sensibles, vivant dans des milieux de bonne q
lité [51].

Ces exemples montrent que le niveau constituti
l’activité MDMX peut être différent d’une populatio
à l’autre (échelle intraspécifique) et d’une espèc
l’autre (échelle interspécifique). En effet, toutes
populations ou espèces n’ont pas les mêmes bes
de protection, puisqu’elles ne sont exposées, ni
mêmes stress, ni aux mêmes niveaux de stres
fonction de la qualité de leur milieu. La variabili
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du niveau constitutif mesuré dans les populati
naturelles pose alors la question des capacités
réaction et d’induction du MDMX.

4.2. Induction du MDMX

L’induction du MDMX se traduit généralement p
une augmentation de l’activité d’efflux des substr
et/ou par une augmentation de la quantité de P
like. La littérature présente des exemples de trav
ayant mesuré l’amplitude de l’induction chez des
ganismes exposés à une contamination naturellin
situ ou artificielle en laboratoire par rapport aux
moins non exposés. Les exemples présentés da
Tableau 2 mettent en évidence la difficulté de résu
l’ensemble des données, d’une part, parce que le
sultats sont obtenus par la mesure de différents p
mètres et, d’autre part, parce que les résultats obt
pour un même paramètre sont très variables du
de la diversité des organismes utilisés et des co
tions d’exposition étudiées. Afin de préciser les d
nées concernant l’amplitude de la réaction du MDM
il serait intéressant de disposer d’études sur plusi
populations d’une même espèce, mais d’origines d
rentes et d’études sur plusieurs espèces de mêm
gine et exposées au même stress. Obtiendrait-on
capacités d’induction variables selon les espèces e
variables selon l’origine et la sensibilité des différen
populations ? À notre connaissance, ce type d’ét
n’a pas encore été mis en œuvre et la question d
capacité de réaction et de l’amplitude de cette réac
est toujours d’actualité.

La réaction d’induction semble être un phénomè
assez rapide dans la mesure où des niveaux in
ont été mesurés après trois à quatre jours d’expos
(Tableau 2). D’autres travaux ont montré une réac
d’induction après des temps d’exposition plus lon
suggérant que l’induction pourrait se maintenir da
le temps (Tableau 2).

Une autre caractéristique du processus d’induc
de l’activité MDMX a été mise en évidence par l
travaux de Kurelec [27]. Il a en effet montré que l’é
induit était corrélé à une diminution de la sensibil
à un inhibiteur, le vérapamil. Ce phénomène p
s’expliquer par le fait qu’à l’état induit, le MDMX
limite l’entrée de l’inhibiteur dans la cellule et/ou
rejette activement, ne lui permettant plus de rem
son rôle.
e

-

-
s

L’ensemble des travaux cités précédemment me
évidence l’inductibilité du MDMX lorsque les orga
nismes sont exposés à une charge organique ano
lement élevée. L’induction mesurée reflète la néces
pour les organismes d’accroître leurs capacités de
fense face à un environnement agressif et en ce s
reflète le niveau d’exposition des organismes. L’ind
tion peut alors être considérée comme le reflet du
gré de contamination des sites étudiés. Des travau
appuyé cette hypothèse en montrant l’existence d
corrélation entre la quantité de protéines ou l’activ
MDMX et le niveau de contamination organique d
sites d’origine des bivalves étudiés [13,28,57].

Cependant, cette corrélation ne semble pas sy
matique. Ainsi les niveaux d’expression des Pgps-like
dans les branchies de bivalves marins n’étaient co
lés ni au degré de pollution des sites d’origine [5
ni aux taux de contaminants environnementaux
cumulés dans les tissus des organismes [59]. D
une autre étude, le niveau d’expression des Pgpslike
chezMytilus galloprovincialisétait corrélé au degr
de pollution, excepté dans le cas du site le plus co
miné [28]. D’autres auteurs ont décrit une situat
similaire, c’est-à-dire une induction particulièreme
faible, voire même absente, chez des organismes
venant de sites fortement contaminés ou chez de
ganismes exposés à de fortes doses de polluants
L’absence de corrélation significative entre l’inducti
et la contamination des sites naturels peut toute
s’expliquer par la difficulté de disposer d’un paramè
de contamination globale. En effet, la contaminat
des milieux aquatiques est généralement évaluée
des dosages de quelques composés ou par la réa
de biomarqueurs spécifiques d’une catégorie de co
minants. Cependant, le MDMX est défini comme
mécanisme de défense global, qui réagit face à un
mul de composés organiques, comprenant aussi
des contaminants anthropiques que des substance
turelles. Par conséquent, il n’est pas surprenant qu
corrélation entre l’induction de l’activité MDMX e
un ou plusieurs indicateurs (biologiques ou physi
chimiques) de la contamination des eaux soit diffic
à établir de manière certaine [33]. En laboratoire, l’
position de bivalves marins à différents contamina
a permis de montrer une activité et une expression
Pgps-like plus prononcées dans les doses d’exposi
les plus fortes [9,25]. Cependant, quelques exem
pris chez les poissons font état d’une absence de
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rélation entre l’induction de l’activité ou du titre pro
téique et les doses de xénobiotiques appliquées
Ce type de résultat, à savoir une absence ou une ré
tion de l’induction dans le cas d’une exposition fort
des composés substrats, peut s’expliquer, soit par
parition d’un effet toxique, soit par un phénomène
saturation ou d’inhibition du MDMX.

4.3. Saturation/inhibition du MDMX

Le MDMX possède une capacité intrinsèque à
rer une charge organique. Il possède également
capacité d’induction lorsque cette charge augme
Mais lorsqu’elle devient trop importante, les compo
organiques s’accumulent au sein des cellules et le
tème est saturé. La saturation du mécanisme entr
l’inhibition de l’efflux des substances toxiques su
ceptibles d’être également présentes dans la cel
La sensibilité de la cellule aux polluants environn
mentaux peut ainsi être accentuée et la survenue
effet toxique est alors envisageable. Ces substan
capables d’induire une hypersensibilité aux xénob
tiques toxiques en neutralisant le MDMX, ont été a
pelées « chimiosensibilisants » (chemosensitizers[5]).
Quelques travaux ont souligné l’importance à accor
à ces composés [6,31,32,52]. Il a en effet été démo
que l’addition d’inhibiteurs du MDMX générait l’ap
parition d’effets génotoxiques chez des bivalves
posés à des hydrocarbures à des doses inférieu
la concentration sans effet [18,29]. De la même m
nière, la présence de chimiosensibilisants a entr
l’augmentation de la fréquence d’apparition de m
formations chez des embryons et des larves exp
à des composés toxiques [10]. Ces exemples dém
trent clairement l’impact que peuvent exercer les c
miosensibilisants : des inhibiteurs naturels du MDM
sont capables de transformer la concentration san
fet de produits toxiques (NOEC,No-Observed-Effec
Concentration) en concentration provoquant un eff
(OEC, Observed-Effect Concentration). L’interpréta-
tion de tels résultats en terme de risque écotox
logique laisse entrevoir la possibilité que des con
minants environnementaux à des concentrations i
rieures aux normes de toxicité puissent exercer le
effets toxiques sur les organismes, si le MDMX est
bordé. Devant l’importance que prennent ces com
sés dans l’évaluation du risque écotoxicologique,
-

,

à

-

-

méthodes de quantification ont été développées
(Section 3.2.3).

4.4. Variations physiologiques saisonnières

Des suivis annuels de l’activité MDMX chez d
bivalves marins ont permis la mise en évidence d
cycle saisonnier [11,58,59]. Les niveaux d’activ
sont en effet plus élevés en été et en automne. Cet
duction de l’activité ne pouvait en aucun cas être re
à l’apparition de pollution. En revanche, elle coïn
dait avec l’augmentation de la température de l’ea
le développement de blooms algaux. Ces observa
in situ ont été appuyées par des travaux en laborat
montrant l’induction du MDMX chez des moules m
rines exposées à des chocs thermiques [24,25].
travaux ont également mis en évidence l’action m
dulatrice d’extraits d’algues sur le transport MDM
[26,30].

La mise en évidence d’une activité MDMX élev
pendant les mois chauds pose la question de sav
cette activité est proche de son maximum pendan
périodes, l’augmentation de température étant vé
comme un stress important. Dans ce cas, la cap
d’induction est probablement réduite, ce qui supp
qu’en cas d’apparition d’un stress lié à une cha
organique toxique, le MDMX pourrait se trouv
saturé et l’apparition d’effets toxiques n’en serait q
plus rapide [61].

4.5. Comparaison de la réaction du MDMX avec
celles de biomarqueurs

Parmi les méthodes d’évaluation de la qualité
l’environnement, les biomarqueurs sont utilisés a
d’estimer l’impact des polluants sur les organism
Si le MDMX présente quelques atouts intéressa
pour incarner un biomarqueur chez les bivalves
reste encore à comparer sa réaction avec celle
biomarqueurs avérés.

4.5.1. Comparaison avec la réaction de
biomarqueurs d’exposition
4.5.1.1. Métabolisme des xénobiotiques.En ce qui
concerne les systèmes de phase I, les données acq
chez les bivalves sont très limitées. Il semble
cependant que les inducteurs de ces systèmes, ou
au moins certains d’entre eux, puissent également
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substrats du MDMX. Il faut souligner, cependant, q
cette hypothèse a été émise à partir de comparai
de la réaction des deux systèmes chez des organi
différents (bivalves et poissons) exposés aux mê
conditions [28].

En ce qui concerne les systèmes de phase
quelques données sont disponibles chez les biva
Une activité GST (Glutathion-S-Transferase) parti
lièrement élevée a en effet été mesurée dans les t
présentant une forte activité MDMX [1,17]. Au cou
d’une étude multimarqueur sur plusieurs espèce
bivalves et gastéropodes marins, Bresler et al. [60]
également observé une relation entre la présenc
MDMX et une forte activité GST, particulièrement s
les sites les plus contaminés.

4.5.1.2. Exposition à un stress général.La réponse
du MDMX a également été confrontée à celle
biomarqueurs de stress général, comme les proté
de choc thermique [25,59] et la stabilité du systè
lysosomal [60,62]. Ces quelques exemples ont mo
des profils de réaction similaires et confortent ainsi
hypothèses selon lesquelles le MDMX pourrait ê
considéré comme un marqueur généraliste, me
en évidence l’exposition à un stress environneme
global.

4.5.2. Comparaison avec la réaction de biomarque
d’effets

Quelques études ont mis en évidence une corr
tion entre la réaction du MDMX et celles de bioma
queurs d’effets. Ainsi, l’inhibition du MDMX chez de
organismes exposés au 2-acétylaminoanthracèn
traîne l’apparition d’effets génotoxiques [6]. Une co
rélation négative a été mise en évidence entre l’app
tion de micronoyaux et l’activité MDMX [60]. En ef
fet, une activité MDMX induite assure une protecti
des cellules et limite l’exposition aux xénobiotique
limitant ainsi l’apparition des effets. Au contraire, l’in
hibition du système de défense favorise l’accumu
tion des xénobiotiques et à terme, la survenue de
fets.

D’autres études multimarqueurs ont étudié des
marqueurs d’effets en parallèle à l’activité MDMX
comme, par exemple, la lipéroxydation lipidique [6
marqueur de stress oxydant et la mesure de l’act
acétylcholinestérase [59,60], marqueur d’effet neu
s
s

.

s

-

toxique. Mais jusqu’à présent, aucune corrélation
gnificative n’a pu être établie de manière certaine.

5. Conclusions et perspectives

5.1. Le MDMX, un biomarqueur?

Les propriétés du MDMX et sa place au sein de
défense cellulaire en font un mécanisme de défe
de première ligne, protégeant les organismes co
l’entrée et l’accumulation des xénobiotiques dans
cellules. L’ensemble des travaux effectués à tous
niveaux d’organisation animale montre une abse
de spécificité à un type particulier de contaminant.
MDMX réagit plutôt face à un cumul de compos
organiques substrats. La comparaison de la réactio
MDMX avec celle d’autres activités utilisées comm
biomarqueur semble confirmer deux points.

– Le MDMX est un système de défense cellula
précoce, situé en amont des autres systèmes
tifiés aujourd’hui. En effet, son action se situe d
l’entrée des xénobiotiques dans la membrane
lulaire. Sa précocité et son inductibilité en p
sence de pollution lui confèrent des qualités ind
pensables pour constituer un biomarqueur d’ex
sition [5,55,61]. La mesure de l’activité MDMX
permet, en effet, de détecter une activation an
male du système de défense, et ainsi de dé
ter une situation stressante avant qu’elle n’ait
impact marqué sur les organismes. L’étude
la réponse d’autres biomarqueurs et des dos
physico-chimiques viendront compléter et con
mer le diagnostic, en apportant des précisi
concernant les sources potentielles de ce stre
les effets prévisibles.

– L’activation du MDMX répond à l’apparition d’un
stress global. Il a été montré que le MDMX tran
portait de grandes variétés de composés o
niques et que certains de ces composés étaien
pables d’induire le système de défense. Cep
dant, le système peut être induit de manière
spécifique par des composés non-substrats ou
des chocs thermiques. De plus les études com
rant la réponse du MDMX avec celles d’autr
biomarqueurs montrent que le MDMX présen
un pattern d’induction proche de ceux des biom
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la fragilité lysososmale [2,25].

L’étude du MDMX offre, en outre, la possibilité d
mesurer la quantité de composés chimiosensibilis
dans le milieu. On évalue ainsi la quantité de compo
susceptibles d’interagir avec le MDMX et d’en inh
ber le fonctionnement normal, permettant ainsi l’é
luation de l’aptitude du milieu aquatique à favoriser
toxicité de polluants par inhibition du MDMX.

5.2. Perspectives

L’amélioration des connaissances fondament
concernant le système MDMX, encore relativem
restreintes chez les organismes sentinelles tels
les bivalves, favoriserait une meilleure compréhens
des processus de défense et de détoxication cellu
et, en conséquence, faciliterait son utilisation dan
cadre du suivi de la qualité des milieux aquatiques

Sur le plan génétique, la caractérisation des gè
permettrait de certifier l’appartenance à la fam
MDR/MDMX, tout en trouvant une utilisation en bio
surveillance notamment dans la réalisation de pu
à ADN [63]. L’acquisition de données concernant
caractéristiques biochimiques et structurales des P
like permettrait d’améliorer la précision de la détect
immunologique. Connaître la structure permettrait
surcroît l’étude des substrats avérés et potentie
de leur interaction avec les protéines dans le bu
mieux comprendre les mécanismes régissant l’act
de transport. En termes d’écotoxicologie, ce type
résultats faciliterait la connaissance des polluants
tentiellement pris en charge par le MDMX et perm
trait de caractériser plus précisément les paramètre
l’évaluation du risque environnemental.

Parallèlement à l’étude des paramètres bioch
ques, les paramètres biologiques et écologiques ré
sant le MDMX nécessitent encore l’amélioration d
connaissances. Un certain nombre de paramètres
vent en effet être correctement maîtrisés pour la m
en place et l’utilisation des biomarqueurs [64]. Da
cette optique, il est primordial de déterminer la relat
dose–effet. L’activité MDMX pourrait, par exempl
être reliée à des paramètres témoins de la qualité
eaux naturelles sur la base des critères mis en plac
les agences ou les réseaux chargés de la surveil
des milieux aquatiques. De même, il semble ess
-

-

-

r
e

tiel de connaître, pour chaque espèce ou popula
sentinelles, les niveaux d’induction maximum et
seuils faisant basculer l’organisme d’une situation
défense à une situation d’apparition d’effets délétè
Mais ce type de travail ne pourra se faire sans inté
le MDMX au sein de la physiologie globale de l’org
nisme. En effet, la compréhension des variations n
relles de l’activité dues à des processus physiologiq
(cycle reproducteur) ou à des facteurs extérieurs (t
pérature, disponibilité en nourriture) permettront
mieux distinguer l’effet d’un stress anthropique.

Au vu de l’ensemble des résultats actuellement
bliés, il semble que le MDMX présente un réel pote
tiel pour constituer un nouvel outil de surveillance
la qualité des écosystèmes aquatiques. En revanc
reste à déterminer si le MDMX peut être utilisé en t
que biomarqueur de stress polluant et incarner a
un nouvel outil d’évaluation du risque environneme
tal pour les populations naturelles.
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