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Antigenes variables
et non variables
des trypanosomes africains

Les trypanosomes africains sont des protozoaires flagellés,
responsables de la maladie du sommeil humaine et de
la nagana du bétail. Ces parasites échappent aux défenses
immunitaires de leur h6te mammifére grace a la variation
continuelle de leur antigéne de surface majeur, le VSG
(variant surface glycoprotein), interdisant pratiquement tout
espoir de vaccination dirigée contre cet antigene. On
a récemment caractérisé divers genes de proteines de
surface mineures mais non variables. Les protéines
codées par ces génes semblent étre soit protégées sous le
manteau de VSG, soit regroupées a la base du flagelle
dans un repli membranaire appelé «poche flagellaire ».
Elles incluent un nouveau type de récepteur hétérodime-
rique de la transferrine et une famille d’adénylyl cyclases
transmembranaires, qui paraissent intervenir dans la crois-
sance et la différenciation du parasite. Peut-étre sera-t-il
possible de développer un vaccin a partir de ces antigénes.

es trypanosomes africains

(groupe Trypanosoma brucei,

T. congolense, T. vivax) sont

responsables de différentes

infections chroniques létales,
notamment la maladie du sommeil
humaine et la nagana du bétail. Ces
parasites échappent aux défenses im-
munitaires de leur héte mammifére
par deux stratégies complémentaires.
D’une part, le trypanosome change
réguliérement de revétement de sur-
face en variant les épitopes antigé-
niques de son composant de surface
majeur, le VSG, ce qui lui permet
d’échapper en permanence aux anti-
corps [1]. D’autre part, il est capable
de modifier le programme d’expres-

sion des cytokines par les macro-
phages et les lymphocytes, ce qui
amoindrit considérablement I’effica-
cité du systtme immunitaire [2].

Meécanismes génétiques
de la variation
antigenique

Le VSG est une glycoprotéine antigé-
nique ancrée par un radical glycosyl-
phosphatidylinositol (GPI) dans la
membrane plasmique du trypanoso-
me. Cette protéine est le composant
de surface majeur du parasite: les
107 molécules de VSG forment un
manteau dense recouvrant la totalité du
corps cellulaire, y compris le flagelle.
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‘Conversion génique I

Activation in situ

Actif Silencieux

Actif

Figure 1. Les mécanismes génétiques de la variation du VSG. Les schémas
représentent des génes de VSG (boites), soit dans le site d’expression actif
(drapeau), soit dans un environnement non transcrit. Les barres verticales a
droite des génes symbolisent la fin de chromosomes. Les cercles représen-
tent des séquences répétées en tandem. La partie noire des boites symboli-
se une région terminale conservée entre différents génes de VSG. La conver-
sion génique consiste a remplacer, totalement ou partiellement, un géne par
la copie d’un autre. Chez le trypanosome, I'étendue de cette copie est dictée
par la localisation et la longueur de régions d’homologie entre les deux par-
tenaires de la recombinaison [3, 4]. Les régions d’homologie les plus frée-
quemment utilisées sont des séquences répétées différentes, situées respec-
tivement a environ 1,5 kilobase en amont (cercles ouverts) et immédiatement
a la fin des génes (section noire). Cependant, la conversion peut étre déclen-
chée dans d’autres régions d’homologie. Selon les cas, I'étendue de conver-
sion peut ainsi affecter des régions de longueur trés variable. Lorsqu’‘elle se
produit a l'intérieur d’'un géne, la conversion entraine la formation d’un géne
nouveau, constitué par le réassortiment de fragments provenant de chacun
des partenaires de la recombinaison. Ce type d’événement semble trés fré-
quent en période tardive d’infection. La recombinaison réciproque peut aus-
si conduire au changement de géne de VSG au sein du site d’expression. Ce
phénomeéne est beaucoup plus rare que la conversion génique. Enfin, I'acti-
vation in situ permet au parasite de changer de site d’expression sans réar-
rangement de I’ADN. Ce mécanisme semble s’effectuer frequemment en dé-
but d’infection.
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Les régles qui président a la variation
antigénique du VSG sont maintenant
relativement bien connues [3]. Les
caractéristiques de base sont les sui-
vantes. Un seul type de VSG est syn-
thétisé a tout moment, probablement
parce que seul un revétement de sur-
face homogéne posséde I'étanchéité
nécessaire pour empécher I'accés des
composants lytiques du milieu san-
guin. Cette exigence est satisfaite par
’activation sélective d’un seul gene
de VSG a partir d’'un répertoire de
plus de mille genes différents. Ce
geéne est transcrit en un ARN messa-
ger particuliérement abondant, pro-
bablement grace a I'utilisation d’une
ARN polymérase de type riboso-
mique. Le site ou le géne de VSG est
transcrit, appelé site d’expression, est
toujours situé en bout de chromoso-
me, en position télomérique. Bien
qu’un seul site d’expression soit actif
a la fois, il est clair que plusieurs,
peut-étre vingt, sites potentiellement
fonctionnels coexistent dans le géno-
me [4]. L'ADN des trypanosomes est
organis¢é en de trés nombreux
chromosomes, dont les télomeéres
contiennent trés souvent des geénes
de VSG. Cependant, la majorité de
ces téloméres ne semblent jamais
pouvoir servir en tant que site d’ex-
pression. Dans ce contexte, les méca-
nismes qui permettent la variation du
VSG sont de deux types. Ou bien des
réarrangements de 'ADN entrainent
le remplacement, total ou partiel, du
géne de VSG actif par un géne de

VSG différent au sein du méme site
d’expression, ou bien le site d’ex-
pression est inactivé au profit d’un
autre qui contient un géne de VSG
différent. Ces différentes possibilités
sont schématisées sur la figure 1.

Dans le premier cas, les réarrange-
ments de ’ADN sont assurés par une
machinerie trés puissante de recom-
binaison homologue, le plus souvent
sous forme de conversion génique.
L’étendue des événements de
conversion est trés variable, et peut
affecter de quelques dizaines de nu-
cléotides a quelques dizaines de mil-
liers de nucléotides, selon I’emplace-
ment des régions d’homologie de
séquence ou ces événements sont dé-
clenchés et se terminent. Dans le se-
cond cas, les mécanismes qui condui-
sent au changement d’activité des
différents sites d’expression sont en-
core incompris, mais semblent ne pas
dépendre de réarrangements de
I’ADN. Il se pourrait que ce phéno-
meéne résulte de variations aléatoires
de l'organisation de la chromatine
en bout de chromosome, a I'image
de «I'effet de position » observé dans
les régions sub-télomériques chez la
levure [5]. A cet égard, il importe de
souligner que les télomeéres du trypa-
nosome sont le siege d’une activité
de modification de 'ADN d'un type
particulier, probablement un rempla-
cement partiel des thymidines par le
B-D-glucosyl-hydroxymethyluracile [6].
Ce phénomeéne semble strictement
lié a I'état d’inactivité du télomere, et

| Site d'expression du géne de VSG I

i dEII—l--II—HW

Transcription polycistronique

trans-
membranaire

de la transferrine

e iy T ] v
Fonctions : Récepteur ?  Adénylyl Facteurs Protéines de surface
hétérodimérique cyclase régulateurs ?

Figure 2. Le site d’expression du géne de VSG. L unité de transcription poly-
cistronique du géne de VSG est toujours télomérique et s’étend sur 45 a
60 kilobases, en fonction de la présence d’un seul ou de deux promoteurs

(drapeaux). Les boites représentent différents génes, celui du VSG et les neuf

ESAG, dont la fonction connue ou supposée est indiquée. Les cercles/étoiles
symbolisent des zones constituées de motifs répétés en tandem.
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pourrait donc intervenir dans le ver-
rouillage des sites d’expression non
utilisés.

L’existence d’un trés grand nombre
de geénes de VSG situés dans des
contextes génomiques diff érents, ain-
si que l'utilisation de mécanismes di-
vers pour assurer la variation antigé-
nique, permet au trypanosome
d’exprimer un nombre apparem-
ment illimité de VSG au cours de I'in-
fection chronique. Deux phéno-
menes contribuent particuliérement
a amplifier ce potentiel de variation.
Tout d’abord, le parasite peut conti-
nuellement fabriquer de nouveaux
types d’antigénes par création de
génes-mosaiques, en réassortissant
des segments de génes de VSG diffé-
rents par conversion génique partiel-
le dans I'atelier que constitue le site
d’expression. Ensuite, il semble que
les génes de VSG télomériques accu-
mulent des mutations ponctuelles,
peut-étre a cause de la modification
particuliere de ’ADN dans ces ré-
gions.

L’'unité de transcription
du géne de VSG [7]

Le génome des trypanosomes semble
généralement organisé en longues
unités de transcription contenant de
nombreux génes étroitement associés
sous la dépendance de rares promo-
teurs [8]. Tel est le cas de I'unité de
transcription du géne de VSG, locali-
sée dans le site d’expression télomé-
rique, qui comprend au moins 9
genes outre celui du VSG (figure 2).
Ces génes ont été baptisés ESAG,
pour expression Ssite-associated genes. A
part ESAG 7, 6 et 4 (voir ci-dessous), la
fonction de ces geénes est inconnue.
Cependant, la séquence nucléoti-
dique de plusieurs d’entre eux
(ESAG 3, 2 et 1) suggere fortement
qu’ils codent pour des protéines de
surface. La comparaison de ces génes
dans différents sites d’expression
et/ou dans différentes souches de
trypanosomes indique que ces pro-
téines doivent étre beaucoup moins
variables que le VSG. Cependant, le
niveau d’expression des ARN messa-
gers, ainsi que les quelques informa-
tions obtenues a l'aide d’anticorps
spécifiques, suggérent que les pro-
téines codées par les ESAG sont trés
peu abondantes.
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Figure 3. Différentes protéines de surface du trypanosome (schémas hypo-
thétiques). Panneau A. Le récepteur de la transferrine (Tf) est constitué par
la dimérisation des produits des génes ESAG 7 et 6 [12, 13]. Ce récepteur est
ancré dans la membrane via le GPl de pESAG 6. Panneau B. Différentes adé-
nylyl cyclases possédent une structure similaire, avec un site catalytique im-
médiatement sous-membranaire, une extension C-terminale dont le réle
n’‘est pas connu et un large domaine extracellulaire qui differe entre iso-
formes de I'enzyme [15, 16]. La cyclase codée par ESAG 4 est spécifique du
stade sanguicole, tandis qu’au moins trois autres cyclases (GRESAG 4, pour
genes related to ESAG 4) sont exprimées a la fois au stade sanguicole et au
stade procyclique du parasite. Panneau C. Plusieurs glycoprotéines non va-
riables mineures (ISG) sont réparties sur I’'ensemble de la membrane plas-
mique, sous le couvert du manteau de VSG [27, 28].

Un nouveau type
de récepteur
de la transferrine

son des protéines codées par ESAG 7
et 6 (pESAG 7 et 6) est nécessaire a
la fixation de transferrine. Ces pro-
téines possédent 85 % d’identité,
mais pESAG 6 présente la particulari-
té d’étre ancrée en surface par un ra-
dical GPI alors que pESAG 7 est
sécrétée si elle ne s’associe pas a

La transferrine sérique est un facteur
de croissance pour la forme sangui-
cole du trypanosome [9]. Cette pro-
téine est internalisée de maniére acti-

ve et spécifique par le parasite [10].
Des observations récentes [11-13] in-
diquent que les geénes ESAG 7 et 6
codent pour les sous-unités d’un
nouveau type de récepteur hété-
rodimérique pour la transferrine (fi-
gure 3A). Dans des systémes expéri-
mentaux tels que les ovocytes de
xénope ou des cellules d’insecte in-
fectées par du baculovirus recombi-
nant, il a été établi que la combinai-

PESAG 6. Indépendamment, ces pro-
téines peuvent former des homodi-
meres, mais seuls les hétérodimeéres
ont la faculté de fixer la transferrine.
Curieusement, dans le trypanosome,
le complexe pESAG 7/6-transferrine
semble ne pas rester accroché a la
membrane plasmique, mais est libéré
dans la lumiére de la poche flagellai-
re, une invagination membranaire a
la base du flagelle (figure 4), ou il se

m/s n° 2, vol. 11, fevrier 95



Figure 4. La poche flagellaire et I'en-
docytose. La poche flagellaire (pf)
est une invagination membranaire a
la base du flagelle (f). Au stade san-
guicole, elle est remplie d’une matri-
ce glycosylée. Les vésicules d’endo-
cytose (pointes de fléeche) sont
observées uniquement dans cette re-
gion. N = noyau; m = mitochondrie;
mi = microtubules; k = kinétoplaste
(ADN mitochondrial); V = revéte-
ment de VSG. Les photographies
(agrandissement x 25000) sont four-
nies par le Dr M. Geuskens.

retrouve associé a une matrice glyco-
sylée. Il est possible que cette matrice
serve de transporteur intracellulaire
du complexe, car on peut observer
matrice et complexe dans des vési-
cules d’endocytose formées a partir
de la paroi de la poche flagellaire. Le
nombre de ces récepteurs a été éva-
lué a 20000 par cellule [12], et est
donc 500 fois moins élevé que celui
du VSG. 1l existe une homologie de
séquence significative entre pESAG
7/6 et certains VSG, suggérant que le
récepteur de la transferrine du trypa-
nosome pourrait avoir évolué a partir
du VSG.
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Une famille d’adénylyl
cyclases a structure
de récepteurs

Le produit du géne ESAG 4 est une
adénylyl cyclase transmembranaire
dont le domaine catalytique est situé
immédiatement sous une zone de
traversée membranaire, en aval d’un
domaine étendu présenté a I'exté-
rieur de la cellule (7, 14, 15] (figu-
re3B). Ce géne fait partie d’une fa-
mille multigénique, dont plusieurs
membres codent pour des isoformes
distincts d’adénylyl cyclase [15, 16].
Le trypanosome posséde donc au
moins quatre adénylyl cyclases pré-
sentant le méme type d’architecture
a allure de récepteur, et dont le do-
maine extracellulaire différe. Ces cy-

clases semblent localisées unique-
ment a la surface du flagelle [15]. Il
est tentant d’émettre ’hypothese que
ces cyclases sont autant de récep-
teurs, dont linteraction spécifique
avec différents composants du milieu
conditionnerait 'activité. L’activation
alternative des différentes cyclases se-
rait impliquée dans les étapes succes-
sives de différenciation du parasite
au cours de son cycle de développe-
ment. Ces hypotheses sont en accord
avec des observations effectuées chez
Dictyostelium [17] et T. cruzi (18], qui
suggerent que différentes adénylyl cy-
clases peuvent étre activées de manié-
re spécifique a des stades bien définis
du développement. Chez T. brucei,
nous avons montré qu’une activation
transitoire d’adénylyl cyclase se pro-
duit au cours de la différenciation de
la forme sanguicole en forme procy-
clique (forme spécifique du dévelop-
pement dans le tube digestif de la
mouche tsé-tsé) [19]. Cette activation
suit immédiatement la perte du VSG,
ce qui, conjointement a d’autres ob-
servations (S. Rolin et E. Pays, non
publié), suggére que le clivage de
I’ancrage GPI du VSG pourrait en-
trainer une stimulation du site cataly-
tique d’'une des cyclases du parasite.
Autres protéines
de surface

L’existence d’autres récepteurs spéci-
fiques a été postulée par tests fonc-
tionnels de fixation ou capture de li-
gands. On suppose que le
trypanosome posséde des récepteurs
pour divers composants du sérum,
tels que les LDL (low density lipopro-
teins) [10, 20], diverses cytokines
dont I'interféron-y et le TNF-o [2], le
facteur de croissance EGF [21] et un
facteur lytique associé aux HDL (high
density lipoproteins) [22]. Lee et al. [23)
ont cloné un géne codant pour
une protéine transmembranaire de
200 kDa possédant des similitudes
avec le domaine répétitif riche en
cystéines qui caractérise le récepteur
humain des LDL, mais il n’est pas
prouvé que cette protéine intervien-
ne dans la capture des LDL. Le ré-
cepteur putatif des LDL semble, au
contraire, avoir un poids moléculaire
de 145 kDa [24]. On associe généra-
lement les récepteurs du trypanoso-
me a la membrane de la poche fla-

gellaire, car c’est la seule région de 1a e——
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membrane plasmique ou la forma-
tion de vésicules a clathrine et I'en-
docytose peuvent étre mises en évi-
dence [25]. Cette localisation, qui
reste a démontrer dans la plupart des
cas, présenterait pour le parasite I'in-
térét évident de dissimuler les récep-
teurs en les maintenant a I'abri des
cellules du systétme immunitaire: la
poche flagellaire n’est en effet acces-
sible qu’aux petites molécules.

Les formes sanguicoles du trypanoso-
me sont incapables de respirer, mais
puisent toute leur énergie dans la gly-
colyse. A ce stade, le parasite consom-
me donc de grandes quantités de glu-
cose qu’il préleve dans le sang. Une
famille de geénes codant pour des
transporteurs du glucose a été récem-
ment caractérisée [26]. De maniére
trés intéressante, il semble que le ni-
veau d’expression de ces protéines
soit conditionné par la teneur en glu-
cose de I'’environnement du parasite.
Ni la localisation ni le nombre de ces
transporteurs ne sont connus a ce
jour.

Enfin, divers antigeénes non variables,
appelés ISG pour invariant surface gly-
coproteins (ISG 60, 64, 65, 75 et 100,
d’apres leur poids moléculaire appa-
rent), ont été découverts par des ex-
périences de biotinylation ou d’ioda-
tion de surface (pour revue, voir
[27]). Ces protéines semblent répar-
ties sur I’ensemble de la membrane
plasmique, a raison d’environ
50000 molécules par cellule. Leur
fonction n’est pas connue.

I Le vaccin

La surface des trypanosomes est com-
plétement recouverte d'une couche
dense et homogéene de VSG, qui est
facilement et efficacement détectée
par le systéme immunitaire. Cepen-
dant, I'énorme potentiel de varia-
tion du VSG rend illusoire le déve-
loppement d’un vaccin efficace fon-
dé sur cet antigéne. Il est clair que
d’autres protéines, minoritaires, doi-
vent accompagner le VSG a la surface
du parasite. Comme évoqué ci-des-
sus, une petite dizaine de protéines
de ce type ont été récemment carac-
térisées. Bien que les connaissances a
propos de ces protéines soient enco-
re fragmentaires, il semble qu’il faille
les subdiviser en deux types: d’'une
part, les protéines présentes sur I’en-
semble de la membrane plasmique,

et dont le role est inconnu, et d’autre
part, les récepteurs concentrés dans
la poche flagellaire. D’élégants tra-
vaux conduits par le groupe de
P. Overath [28] ont clairement établi
qu'au moins certaines protéines du
premier groupe étaient dissimulées
sous le couvert du manteau de VSG,
et donc relativement inaccessibles
aux anticorps (schématisé pour ISG
65 et 75 dans la figure 3C). En re-
vanche, des expériences d’injection
de composants du second groupe a
des souris ont montré qu’au moins
certaines protéines de la poche fla-
gellaire étaient capables d’induire
une immunité protectrice contre le
parasite [29], indiquant que ces pro-
téines pouvaient €tre reconnues par
des anticorps. Certaines d’entre elles,
comme les récepteurs de la transfer-
rine et des LDL, le transporteur du
glucose ou les adénylyl cyclases, rem-
plissent des fonctions essentielles
pour la survie du trypanosome dans
le sang. Au moins dans certains cas, il
est possible d’inhiber ces fonctions
par I’addition d’anticorps spécifiques
in vitro [12, 20]. Considérées en-
semble, ces derniéres informations
autorisent donc quelque espoir de
vaccination efficace.

Il importe toutefois de signaler que
dans la totalité des cas ou l'informa-
tion est disponible, les protéines
«non variables» de surface, récep-
teurs y compris, sont codées par des
geénes organisés en familles de sé-
quences apparentées. Cela signifie
que le parasite pourrait étre capable
de synthétiser plusieurs variants anti-
géniques du méme récepteur. L’ex-
pression simultanée de plusieurs iso-
formes d’adénylyl cyclase [15, 16] a
déja été évoquée. Une sophistication
particuliére de cette possibilité est a
signaler dans le cas du récepteur de
la transferrine, dont les génes des
deux sous-unités sont contenus dans
I'unité de transcription du géne de
VSG. Au méme titre que les autres
ESAG, ces génes semblent étre pré-
sents dans les quelque 20 sites d’ex-
pression distincts pour le géne de
VSG, bien qu’un seul de ces génes
soit transcrit a tout moment. Comme
signalé plus haut, un des mécanismes
de variation antigénique consiste a
changer épisodiquement de site d’ex-
pression actif. L’activation alternative
des différents sites d’expression en-
traine donc une expression successi-
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ve de différents génes de récepteur
pour la transferrine. Ces génes
n’étant pas identiques, il a été suggé-
ré [30] qu’une des raisons d’étre de
la présence de plusieurs sites d’ex-
pression de VSG serait d’assurer une
variation antigénique pour au moins
certains récepteurs du parasite. Cette
hypothése implique que les quelques
différences observées entre ESAG de
différents sites d’expression concer-
nent des zones antigéniques des pro-
duits de ces genes. Si tel était le cas,
toute stratégie vaccinale devrait en-
glober la collection des différents va-
riants antigéniques de la protéine-
cible B

Summary

Variable and non variable antigens
of African trypanosomes

African trypanosomes are flagellate
protozoans responsible for the hu-
man sleeping sickness disease and
the nagana disease of cattle. These
parasites escape the immune res-
ponse of their mammalian hosts
through a continuous variation of
their major surface antigen, the
VSG (variant surface glycopro-
tein). The genetic mechanisms un-
derlying this variation practically
exclude any hope to vaccinate
against this antigen. The polycis-
tronic transcription unit of the
VSG gene contains several genes
encoding surface proteins. In addi-
tion, different genes coding for
ISGs (invariant surface glycopro-
teins) have been recently cloned.
These proteins are either shielded
underneath the VSG coat or cluste-
red at the base of the flagellum, in
an invagination of the plasma
membrane termed the flagellar
pocket. They comprise a novel
type of heterodimeric transferrin
receptor and a family of transmem-
brane adenylate cyclases, which
seem to be important for the
growth and differentiation of the
parasite. The possibility of develo-
ping a vaccine based on these anti-
gens is discussed.
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