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VARIATION ANTIGENIQUE
DES TRYPANOSOMES AFRICAINS

E. PAYS

RESUME

Le génome des trypanosomes africains abrite une collection de
plusieurs centaines de génes d’antigenes variables différents, dont
beaucoup sont localisés dans de petits chromosomes qui ne sem-
blent servir qu’a cet effet. Un seul de ces génes est exprimé a
tout moment. Cette expression ne s’effectue que dans un de quel-
ques 5 a 20 téloméres compétents, et elle dépend de I’activité d’une
RNA polymérase particuliére, totalement insensible a I’a-amanitine.
La transcription du géne d’antigéne n’est que 1’aboutissement de
celle d’une longue unité comprenant plusieurs génes, dont I’'un
semble coder pour une adénylate cyclase. Le promoteur de trans-
cription est actif de maniére constitutive tout au long du cycle

parasitaire, méme dans I’insecte vecteur ou I’antigéne variable n’est
pas synthétisé. Ce paradoxe s’explique par I’existence de contrdles
agissant au niveau de la progression de la RNA polymérase et
au niveau de la stabilité des transcrits. Dans le sang du mammi-
fére, le changement de manteau antigénique est di a deux types
de mécanismes : I’activation alternative des différents sites d’expres-
sion potentiels, ou des recombinaisons (principalement la conver-
sion génique) entre le géne d’antigéne actif et d’autres génes du
répertoire. Ces différents mécanismes permettent une certaine pro-
grammation dans ’ordre d’expression des antigénes.

SUMMARY : Antigenic variation in African trypanosomes.

Although several hundred of different antigen genes exist in
the trypanosome genome, only one is usually expressed at a time.
This expression occurs in one of several possible telomeric expres-
sion sites. Besides being exclusively telomeric, transcription of the
antigen gene exhibits other particular characteristics: the RNA poly-
merase is highly resistant to c-amanitin, and the transcription unit
comprises several other genes, one of which may encode an adeny-

late cyclase. Post-transcriptional controls modulate the activity of
this transcription unit during the parasite life-cycle. Antigenic varia-
tion is achieved through either alternative activation of different
expression sites, or gene recombination within a given expression
site. These mechanisms ensure a relative programming of antigen
expression.

INTRODUCTION

Les trypanosomes africains, tels que Trypanosoma brucei,
sont véhiculés par des glossines (« mouche tsé-tsé ») qui
les inoculent a divers mammiféres lors de repas sanguins.
Les trypanosomes présents dans les glandes salivaires de
la mouche (forme « métacyclique ») sont préparés a ce
nouvel environnement, et proliférent aussitot dans le sang
(forme « sanguicole »). Cette prolifération peut se pour-
suivre pendant de trés longues périodes, en dépit de la
réponse immunitaire de I’hdte, ce qui permet I’infestation
d’autres glossines et le bouclage du cycle. Dans I’intestin
moyen de I’insecte, le trypanosome se différencie en forme
« procyclique », et se multiplie jusqu’a la maturation finale
en forme métacyclique. Les différentes formes du parasite
se caractérisent notamment par leur recouvrement de sur-
face. Ainsi que le résume la figure I, les trypanosomes
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métacycliques et sanguicoles expriment une protéine de sur-
face appelée VSG (pour Variant Surface Glycoprotein), qui
est remplacée par la procycline chez les trypanosomes procy-
cliques. Ces deux protéines ont une structure trés différente,
mais toutes deux sont ancrées a la membrane plasmique par
un radical glycophospholipidique, et toutes deux forment un
manteau de surface homogéne et dense (1). Alors que la fonc-
tion de la procycline est incomprise, il est clair qu’au moins
un des roles du VSG est d’assurer la défense du parasite contre
le systéme immunitaire de I’hote. En effet, cette molécule pos-
séde la double propriété d’étre a la fois trés immunogéne et
trés variable, ce qui déroute continuellement la réponse
immune. C’est a 1’étude des mécanismes génétiques présidant
a Iexpression de cet antigéne qu’est consacré cet article (pour
plus de détails, voir 2, 3).

LEs GENES DE VSG : STRUCTURE ET LOCALISATION

Ainsi que schématisé dans la figure 2, les génes de VSG
se distinguent par la présence d’une région extrémement
variable codant pour les deux tiers N-terminaux de la pro-
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Fic. 1. — Protéines majeures de surface au cours du cycle parasitaire de Trypanosoma brucei.
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FiG. 2. — Structure générale des génes de VSG.

téine, en amont d’une région conservée correspondant a
un domaine C-terminal plus structuré. C’est grice a des
sondes de DNA correspondant & ce domaine conservé (bloc
d’homologie 3’) que ’on a pu estimer le nombre total de
genes. Cette estimation oscille autour de mille copies. 1l
faut toutefois se garder d’utiliser ces données pour évaluer
la taille du répertoire d’antigénes, car elles ne tiennent pas
compte de I’existence de génes non fonctionnels ou de génes
dupliqués ; d’autre part, les mécanismes de réarrangements
de séquences dont il sera question plus loin assurent un
potentiel quasi illimité d’expansion du répertoire.

6

En fonction de leur environnement génomique, les génes
de VSG peuvent &tre répartis en deux catégories, les genes
télomériques et les génes non télomériques (fig. 3 A et B).

Beaucoup sont localisés en bout de chromosome, et sont
donc télomériques. Généralement, c’est extrémité 3’ des -
genes qui pointe vers le télomére. Les génes télomériques
sont flanqués de deux régions étendues de DNA simple
(régions « barren »). La région « barren » 3’ se compose
de motifs typiquement télomériques, en particulier I’hexa-
nucléotide TTAGGG qui est aussi retrouvé a I’extrémité
des chromosomes humains. La région « barren » 5’ est
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Fic. 3. — Organisation chromosomique des génes de VSG. Le schéma en A symbolise I’environnement d’un gene télomérique. Ce gene
est localisé a 5-10 kilobases de la fin d’un chromosome, et est flanqué de deux régions de DNA simple et répété (régions « barren »).
La région en amont de la « barren » 5’ peut, ou non (parenthéses), contenir d’autres genes (ESAGs, pour « Expression Site-Associated
Genes »), ainsi qu’un promoteur de transcription. Si ces séquences sont présentes, I’ensemble du télomeére, d’une longueur de 50 a
70 kilobases, constitue un site d’expression potentiel pour géne de VSG.

En B est représenté un modéle symbolique d’alignement de génes non télomériques. Le gene 1 est flanqué des zones d’homologie requises
pour recombiner avec le site d’expression (zigzags pour les répétitions 5’, boite noire pour la zone conservée 3’), le gene 2 possede
des blocs d’homologie insuffisants, et le géne 3 est doublement non fonctionnel, car il ne posséde pas d’homologie 5’ et son cadre

de lecture est interrompu par des codons stops.

Aussi bien en A qu’en B, les éléments figurés ne sont pas a I’échelle.

constituée par la répétition, sur plusieurs kilobases, d’un
motif d’environ 70 nucléotides particuliérement recombi-
nogéne. Cette région sert de bloc d’homologie 5’ dans les
mécanismes recombinatoires décrits plus loin. En amont
de cette région, deux situations contrastées peuvent se pré-
senter. Si le géne est localisé a ’extrémité de I’un des nom-
breux minichromosomes d’environ 50 a 150 kilobases qui
caractérisent 7. brucei, il semble que la région « barren » 5’
se prolonge en amont sans rencontrer d’autres types de
séquences. En effet, mis a part certains éléments transpo-
sables, aucun autre géne que ceux de VSG n’a pu étre
localisé dans les minichromosomes. Il semblerait donc que
ces derniers ne servent que de réservoirs & génes de VSG.
L’autre situation est celle d’un géne de VSG localisé dans
un des sites d’expression potentiels. Dans ce cas, ainsi que
I’indique la figure 3 A (région entre parenthéses), d’autres
génes sont présents immédiatement en amont de la région
« barren » 5’. Nous allons y revenir dans la prochaine
section.

Si de nombreux génes de VSG sont télomériques, la plu-
part sont groupés plus a l'intérieur des chromosomes. La
figure 3 B illustre différents exemples de génes non télo-
mériques. Dans I’exemple 1, les blocs d’homologie 5" et 3’
sont tous deux présents. Ces blocs sont constitués des mémes
éléments que dans le cas des génes télomériques, mais la
région « barren » 5’ est toujours moins étendue. Le nombre
de motifs de 70 nucléotides varie d’un géne a ’autre : il

peut &tre réduit (exemple 2) ou absent (exemple 3). De
méme, la zone d’homologie 3’ peut &tre amputée ou non
fonctionnelle par suite de mutations. Il est fréquent que
les génes non télomériques fassent partie de familles de
séquences apparentées, dont certains membres peuvent coder
pour des antigénes différents ou &tre non fonctionnels.

EXPRESSION DES GENES DE VSG

En dépit de I’étendue du répertoire, normalement un seul
géne de VSG est exprimé a tout moment. Ceci semble des-
tiné a assurer la formation d’un manteau antigénique homo-
géne : dans les cas exceptionnels ou deux antigénes sont
synthétisés en méme temps, le trypanosome choisit rapide-
ment 'un des deux. Il se pourrait que des associations hété-
rogénes de VSG ne protégent pas efficacement le parasite
contre I’action lytique du sérum, méme non immun.

Le géne de VSG est transcrit dans un site d’expression
télomérique. Les raisons de cette localisation particuliére
sont totalement incomprises. Différents sites d’expression
possibles coexistent dans un méme clone cellulaire; leur
nombre n’est pas connu avec précision, mais se situe vrai-
semblablement entre 5 et 20. La RNA polymérase qui trans-
crit le géne de VSG se caractérise par une résistance inha-
bituelle & !’w-amanitine. Trés curieusement, cette
particularité est partagée par les génes de procycline, en
dépit de différences importantes dans la structure et Pacti-
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vité des deux types d’unités de transcription. Tout aussi
curieusement, la transcription du géne de VSG est inverse-
ment corrélée a la manifestation d’une activité qui protége
partiellement certains sites de restriction télomériques contre
la digestion par les endonucléases spécifiques. Cette activité,
encore non définie, pourrait résulter en une modification par-
ticuliére et spécifique du DNA télomérique, qui ne s’opére
donc qu’en cas d’inactivité du télomére. Le promoteur de
transcription se situe loin en amont du géne de VSG, et
d’autres genes, appelés ESAGs pour Expression Site-
Associated Genes, font partie de la méme unité de transcrip-
tion (4) (fig. 3 A). La fonction de ces génes, ainsi que la signi-
fication de leur expression conjointe avec le géne de VSG,
ne peuvent qu’étre conjecturées a ’heure actuelle. Le seul
indice existant est une homologie de séquence significative
entre le géne ESAG 4 et les génes connus d’adénylate cyclase
eucaryotique, ce qui peut étre mis en relation avec la décou-
verte récente, chez 7. brucei, d’une activité d’adénylate
cyclase typiquement sanguicole. Cependant, la relation entre
adénylate cyclase et VSG est loin d’étre claire; le seul lien
établi a ce jour est une stimulation spécifique de I’enzyme
par des concentrations de calcium qui provoquent aussi le
détachement du VSG. D’autre part, le géne ESAG 4, comme
certains autres ESAGs, fait partie d’une famille multigénique
dont d’autres membres sont exprimés a différents stades du
cycle parasitaire, ce qui montre que des génes semblables peu-
vent étre exprimés sous des contrdles différents. Il semble que
la transcription en une unité comprenant plusieurs génes ne
soit pas un caractére propre au site d’expression de géne VSG,
mais commun a la plupart des génes connus des trypano-
somes. Ce phénomene est peut-étre a relier au mécanisme par-
ticulier d’épissage, en trans, des longs transcrits primaires (2).

CONTROLES DE L’EXPRESSION DU GENE DE VSG

La transcription du site d’expression subit au moins trois
types de contrdles.

Dans le sang du mammifére, un mécanisme encore incom-
pris assure la sélectivité de I’activité d’un seul site d’expres-
sion par cellule. Cependant, quoique exceptionnellement,
deux sites peuvent étre actifs simultanément, ce qui
démontre que plusieurs promoteurs de transcription de génes
de VSG coexistent dans le génome. Il est donc clair qu’au
stade sanguicole un mécanisme controle et sélectionne 1’acti-
vité d’un promoteur de transcription parmi plusieurs can-
didats potentiels. C’est probablement le méme mécanisme
qui intervient dans ’activation alternative de différents sites
d’expression au cours de la prolifération du parasite. Les
spéculations actuelles au sujet de ce mécanisme d’exclu-
sion font intervenir de possibles interactions entre le télo-
mere actif et la matrice nucléaire, ce que la modification
du DNA télomérique, uniquement observée en cas d’inac-
tivité du géne, pourrait empécher (5).

Un autre type de contrdle de I’activité du site d’expres-
sion s’opeére au cours du cycle parasitaire. Lorsque la forme

sanguicole se différencie en forme procyclique, soit par pas-
sage dans la glossine, soit par culture a basse température
in vitro, la transcription du géne de VSG s’arréte trés rapi-
dement. Cette inactivation va de pair avec la stimulation
immédiate de la synthése du RNA messager de procycline,
et donc le remplacement du VSG par la procycline a la
surface du parasite. De maniére frappante, le contrdle de
I’activité de ces deux unités de transcription s’avére simi-
laire, tout en opérant de fagon inverse : dans les deux cas,
I’environnement adverse du parasite conduit & un blocage
rapide de I’élongation de la transcription, couplé a ’accé-
Iération de la dégradation des transcrits. L’activité des pro-
moteurs de transcription respectifs ne semble cependant pas
affectée (6). Ce type de contréle, agissant essentiellement
au niveau de la stabilité des transcrits, pourrait également
assurer la différenciation d’autres fonctions cellulaires au
cours du cycle parasitaire (7). Les facteurs intervenant dans
ce processus ne sont pas connus, mais pourraient dépendre
d’une synthése protéique (8).

Un dernier type de contrdle s’observe dans les glandes
salivaires de la mouche. A ce stade, l’activité de sites
d’expression de genes de VSG reprend. Toutefois, ce phé-
nomene se distingue totalement de ce ’on observe dans
la forme sanguicole. Tout d’abord, il ne concerne pas le
site d’expression actif juste avant le passage du parasite
dans la mouche. Ce dernier ne se réactive en effet qu’aprés
I’injection du trypanosome dans le circuit sanguin du mam-
mifere, sans doute par simple levée du bloquage de I’élon-
gation de la transcription (9). Ensuite, ce phénoméne est
manifestement induit par un facteur de la mouche, qui
déclenche simultanément, chez tous les trypanosomes arrivés
a ce stade du cycle, I’activation de I’un des 10-20 sites
d’expression spécifiquement « métacycliques ». Enfin, I’acti-
vité de ces sites s’éteint progressivement lorsque les trypa-
nosomes sont injectés dans le sang, ce qui démontre que
cette activité ne dépend pas de facteurs présents dans le
sang. Les sites ou cette expression particuliére se produit
semblent propres aux télomeéres des plus grands chromo-
somes. Ils pourraient différer des sites sanguicoles, par
I’absence de la région « barren » 5’ et des ESAGs. Cet
isolement génétique par rapport aux sites d’expression san-
guicoles pourrait étre responsable de la conservation rela-
tive du répertoire antigénique métacyclique, qui se limite
a un peu plus d’une dizaine de types différents. Toutefois,
les types antigéniques métacycliques peuvent aussi étre réex-
primés plus tard, au cours de I’infection chronique dans
le sang; cette réexpression passe trés probablement par des
mécanismes d’activation génique typiquement sanguicoles,
que nous allons décrire dans la section suivante.

MECANISMES DE VARIATION DES GENES DE VSG

La variation antigénique des trypanosomes sanguicoles
résulte du fonctionnement de deux mécanismes fondamen-
talement différents : le changement de site d’expression et
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FiG. 4. — Mécanismes de variation antigénique. La fléche horizontale symbolise la transcription et définit le site d’expression actif.

le changement de géne de VSG au sein d’un méme site
d’expression (fig. 4).

Le premier mécanisme, baptisé « activation in situ », a
déja été évoqué plus haut. Il consiste en 'utilisation alternée
de différents sites d’expression, sans réarrangement appa-
rent du DNA, ni au niveau du géne de VSG, ni au niveau
du promoteur de transcription. Etant donné que les diffé-
rents sites d’expression potentiels portent des génes de VSG
différents, cette alternance entraine un changement de type
antigénique. Ce mécanisme s’observe principalement en
début d’infection sanguicole, probablement parce qu’a ce
stade aucune réponse immunitaire anti-VSG ne fait obs-
tacle a la forte propension d’au moins plusieurs sites
d’expression a s’activer spontanément.

Le second mécanisme regroupe différents types de recom-
binaison du DNA, qui permettent un remplacement, total
ou partiel, du géne de VSG actif par un autre. Ce rempla-
cement peut &tre un échange par recombinaison réciproque
entre télomeéres, bien que ceci n’ait été observé que trés
rarement. Le plus souvent, le remplacement s’opére par
conversion génique, c’est-a-dire par recombinaison non réci-
proque. Dans ce cas, le géne est remplacé par la copie
d’un autre géne (voir réf. 10 pour plus de détails). Ce méca-
nisme recombinatoire est trés fréquent entre membres de
familles multigéniques. Chez le trypanosome, il présente
la caractéristique d’étre particuliérement flexible : les éten-
dues de conversion génique peuvent aller de quelques
nucléotides a plusieurs dizaines de kilobases. Le plus fré-
quemment, cette étendue va du bloc d’homologie 5’ au

bloc 3’, c’est-a-dire des motifs répétés de 70 nucléotides,
généralement situés environ 1,5 kilobase en amont du géne,
jusqu’a la région conservée en fin du gene. Lorsque la
conversion se termine a l’intérieur d’un géne, tel qu’on
I’observe tard en cours d’infection (voir ci-dessous), 1’évé-
nement recombinatoire conduit a la formation de genes
composites, ce qui peut étendre le répertoire de geénes. Selon
des estimations récentes, la fréquence des conversions géni-
ques entre génes de VSG serait particuliérement élevée. Ceci
pourrait &tre attribué a la présence des régions « barren » :
la région 5’ est un lieu privilégié de recombinaison, pro-
bablement par sa répétition et par la séquence particuliére
des motifs, et la région 3’, c’est-a-dire le télomeére propre-
ment dit, semble, comme dans les autres types cellulaires,
étre le siége d’interactions entre chromosomes, ce qui favo-
rise aussi les recombinaisons (11).

PROGRAMMATION DE LA VARIATION ANTIGENIQUE

Le répertoire de types antigéniques ne s’exprime pas tota-
lement au hasard. Certains antigénes sont typiquement pré-
coces, tandis que d’autres ne s’observent que rarement,
ou exceptionnellement. Il est clair que cette programma-
tion permet au parasite de prolonger I'infection, en évitant
un épuisement trop rapide du leurre antigénique. Ce phé-
noméne ne semble pas dépendre de la nature des antigénes
ou de leurs génes, mais plutét de I’environnement géno-
mique de ces derniers (12). Lorsqu’ils sont situés dans des
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sites d’expression potentiels, les génes de VSG ont une forte
probabilité d’expression, et il n’est donc pas étonnant que
les génes s’exprimant précocement soient télomériques. De
méme, les génes télomériques non situés dans des sites
d’expression, comme le sont ceux présents dans les minich-
romosomes, apparaissent facilement activables par recom-
binaison avec le site d’expression, probablement grace au
niveau élevé d’homologie partagé entre téloméres. Ensuite
peuvent s’exprimer les génes non télomériques, qui ne peu-
vent avoir acces au site d’expression qu’en tant que matrices
pour la synthése d’une copie, c’est-a-dire en tant que don-
neurs dans des événements de conversion génique. Il existe
toute une gamme de possibilités d’expression en ce qui con-
cerne ces genes. S’ils sont flanqués des deux blocs d’homo-
logie nécessaires pour la recombinaison avec le site d’expres-
sion (geéne 1 dans la fig. 3 B), une conversion compléte est
possible d’un bloc a I’autre. Dans ce cas, il semble que
la probabilité d’expression du géne dépende de I’ampleur
des homologies. Parfois, le bloc d’homologie 5’ peut étre
insuffisant (géne 2) ou méme absent (géne 3), et le bloc
d’homologie 3’ peut étre tronqué ou interrompu par des
codons stop. Dans ces différents cas, le géne ne peut &tre
exprimé facilement, soit parce que les homologies sont insuf-
fisantes pour permettre la recombinaison avec le site
d’expression, soit parce que le géne ne peut coder pour
un antigéne fonctionnel. Une solution peut se présenter
lorsque le gene actif, présent dans le site d’expression, pos-
sede lui-méme des homologies avec le donneur potentiel.
Des recombinaisons dans ces zones d’homologie peuvent
pallier les insuffisances, et générer des génes fonctionnels.
Ces événements recombinatoires sont nécessairement peu
probables et tardifs, puisqu’ils dépendent de la nature du
géne particulier présent dans le site d’expression. D’autre
part, puisqu’ils se produisent au sein des génes de VSG,
ils conduisent a la formation de génes composites. De tels
génes s’observent fréquemment tard dans ’infection chro-
nique, et peuvent présenter une structure trés complexe
résultant de multiples événements recombinatoires, appa-
remment aléatoires. Il semble toutefois qu’en dehors des
contraintes liées au changement des régions porteuses des
épitopes antigéniques, des contraintes structurelles favori-
sent les recombinaisons aboutissant a I’échange des
domaines N- et C-terminaux.

CONCLUSION

L’analyse génétique du phénomeéne de la variation anti-
génique des trypanosomes avait été entreprise, 4 I’origine,
afin d’en comprendre les mécanismes dans I’espoir de pou-
voir les enrayer, et donc d’envisager des méthodes de lutte
prophylactique contre les trypanosomiases. Si ces méca-
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nismes sont maintenant mieux compris, il est clair que
I’objectif initial est toujours hors d’atteinte. Le potentiel
de variation du déterminant antigénique majeur, le VSG,
semble déjouer I’attaque du chercheur aussi bien que la
réponse du systéme immunitaire. En revanche, le trypano-
some ne s’est pas montré avare d’informations, souvent
remarquables. Si nous connaissons mieux comment sont
structurés nos téloméres, comment nos génes d’antigénes
varient ou comment ces antigénes s’ancrent dans la mem-
brane plasmique, c’est en grande partie grice a ce parasite
exotique que nous le devons.
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