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Le développement de la transgéneése a permis de découvrir
des phénomeénes originaux d’inactivation de I’expression
des genes fondés sur la reconnaissance d’homologies de
séquences. Bien qu’héritables par la mitose et par la méiose
(comme des mutations classiques), ces phénomenes d’inac-
tivation de genes sont fréquemment réversibles (contraire-
ment aux mutations) car ils n’impliquent aucune modifica-
tion de la séquence nucléotidique de I’ADN. Les
inactivations sont dues, soit a des modifications chimique
et/ou structurale de PADN - altérant quantitativement ou
qualitativement la transcription —, soit a des processus post-
transcriptionnels aboutissant a la dégradation spécifique
d’une population d’ARN. Plusieurs équipes ont démontré
le role de ces processus dans le contréle des transposons.
Récemment, notre équipe a montré que les processus post-
transcriptionnels permettaient aux plantes de se protéger
contre certaines infections virales.
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‘inactivation épigénétique
post-transcriptionnelle
(PTGS : post-transcriptional
gene silencing) correspond a la
dégradation spécifique des
ARN messagers (ARNm) codés par
un transgene ainsi que de tous les
ARN homologues présents dans la
cellule [1]. La PTGS a été découverte
fortuitement en 1990, simultanément
par une équipe hollandaise et une

équipe américaine [2, 3]. Ces deux
équipes cherchaient a accentuer la
couleur pourpre des pétales d’une
variété de Pétunia. Ils introduisirent
par transformation génétique une
copie supplémentaire du gene de la
chalcone synthase, enzyme impliquée
dans la voie de biosynthése des pig-
ments rouges, les anthocyanes. Parmi
les transformants obtenus, certains
présentaient des pétales blancs, tota-
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lement dépigmentés. I.’analyse molé-
culaire de ces transformants mit en
évidence que cette dépigmentation
résultait de la dégradation spécifique
des ARNm de chalcone synthase [4].
Ainsi, on montrait pour la premiere
fois que l'introduction d’une copie
supplémentaire d’un géne pouvait
entrainer simultanément son inacti-
vation ainsi que celle du géne endo-
gene. Ce phénomeéne a été nommé
co-suppression car on pensait a
I’époque que I'extinction simultanée
des genes endogénes et exogeénes
homologues découlait obligatoire-
ment d’une interaction entre eux.
Un phénomeéne similaire, baptisé
quelling, a été mis en évidence chez le
champignon filamenteux Neurospora
crassa [5]. Par la suite, de nombreux
exemples de co-suppression ont été
mis en évidence, affectant tout type
de gene et toute espece de plante,
montrant qu’il n’y avait, au niveau
des geénes inactivés, aucune spécifi-
cité de séquence ni de fonction, et
qu’au niveau de I'organisme hote, la
faculté de déclencher la co-suppres-
sion semblait partagée par la majo-
rité des especes végétales. Parallele-
ment a ces observations, on s’est
apercu que des transgenes sans
homologue endogéne pouvaient éga-
lement subir la PTGS, suggérant qu’il
ne s’agissait pas d’un phénomene
visant a régler spécifiquement
I’expression des génes endogénes
[6]. Nous emploierons donc le terme
de PTGS pour désigner les phéno-
menes d’inactivation post-transcrip-
tionnelle de facon générique, et nous
n’emploierons le terme de co-sup-
pression que dans des cas de PTGS
affectant des transgénes homologues
a des génes endogenes.

De nombreuses équipes travaillant
sur différents (trans)genes et diffé-
rentes plantes ont caractérisé la
PTGS et ont répertorié un certain
nombre de ses propriétés.

— la PTGS ne modifie pas significati-
vement l’activité transcriptionnelle
des genes inactivés. Ce résultat
indique que la quantité, sinon la qua-
lité, d’ARN produits reste inchangée
et que le phénomeéne est essentielle-
ment post-transcriptionnel [7];

- la PTGS s’accompagne d’une aug-
mentation de la méthylation des cyto-
sines des séquences transcrites [7].
Ce résultat ne permet cependant pas

s d’établir si la méthylation joue un
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role dans le mécanisme de PTGS. En
effet, elle pourrait ne constituer
qu’'une simple conséquence de la
PTGS sans participer directement au
processus;

— la mise en place de la PTGS est
dynamique et met en jeu un signal
spécifique de séquence capable de
propager la PTGS d’un point de
déclenchement local a 'ensemble de
la plante. La nature de ce signal
demeure inconnue. Sa spécificité vis-
a-vis d’une population d’ARN laisse
penser qu’il pourrait s’agir d’un
acide nucléique [8];

—la PTGS s’accompagne d’une accu-
mulation de petites molécules d’ARN
(d’environ 25 nucléotides) homo-
logues de ’ARNm du géne inactivé
ou de son complémentaire (ARN
anti-sens) [9]. Le réle joué par ces
molécules d’ARN dans le mécanisme
de PTGS demeure mystérieux. En
effet, ces molécules pourraient n’étre
que des produits de dégradation des
molécules d’ARN apparaissant au
cours du phénomeéne de PTGS.
Nous détaillerons plus précisément
trois aspects de la PTGS que nous
explorons dans notre laboratoire :

— son induction et la dynamique de
sa mise en place;

— son controle génétique;

— son role biologique.

Déclenchement,
propagation systémique
et maintien de la PTGS

La PTGS est un phénomene
dynamique

Notre équipe a développé un systéme
d’étude fondé sur la co-suppression
des génes impliqués dans la réduc-
tion du nitrate. L’assimilation du
nitrate chez les plantes se fait par sa
réduction en ion ammonium. Deux
enzymes permettent cette transforma-
tion: la nitrate réductase qui réduit
I'ion nitrate NO;™ en ion nitrite NOy”
puis la nitrite réductase qui permet la
synthese d’ion ammonium NH,* a
partir du nitrite. Des mutations dans
les génes endogenes Nia codant pour
la nitrate réductase ou Nii codant
pour la nitrite réductase conduisent a
une chlorose irréversible des feuilles.
Cette chlorose résulte d’un dysfonc-
tionnement des chloroplastes.

En introduisant chez le tabac des génes
chimériques codant pour la nitrate

réductase ou pour la nitrite réductase
sous le contréle du promoteur 35S du
virus de la mosaique du chouleur,
nous avons obtenu des transformants
co-supprimés pour le transgene et les
genes endogeénes homologues [10].
Environ 20 % des lignées transgé-
niques homozygotes monolocus obte-
nues présentaient des degrés variables
de co-suppression, le pourcentage de
plantes co-supprimées variant entre
0 %et 100 % selon la lignée considérée.
Ce pourcentage était stable d’une
génération a une autre, indiquant qu’il
reflétait la probabilité qu’une lignée
subisse la co-suppression.

La co-suppression de ces genes se tra-
duisant par une chlorose irréversible,
la mise en place spatio-temporelle de
la PTGS a pu étre suivie sans recourir a
aucune analyse destructive. Nous avons
montré que la mise en place du phé-
nomene est dynamique. Elle débute
par I'apparition d’un point chloro-
tique sur une feuille. La co-suppression
se propage ensuite par les tissus vascu-
laires (via le phloéme des tiges et les
nervures des feuilles) et finit par affec-
ter 'ensemble de la plante. Elle se
maintient ensuite dans les tissus agés
comme dans les tissus néoformés [10].
Ces observations nous ont amenés a
proposer que la PTGS était un phéno-
mene dynamique qui pouvait étre
décomposé en au moins 3 étapes dis-
tinctes: le déclenchement, la propaga-
tion et le maintien.

Déclenchement

L’étude de cette étape est rendue parti-
culierement difficile par son caractere
localisé et stochastique. Les enseigne-
ments obtenus sont essentiellement
indirects. Ils découlent principalement
de I'étude des parametres qui favori-
sent, ou non, I'apparition du phéno-
mene. Ces études ont abouti a la mise
en évidence de deux types de locus
transgéniques particulierement aptes a
déclencher la PTGS .

Le premier correspond a des inser-
tions de transgénes monocopies for-
tement transcrits [11]. Dans la plu-
part des cas, le pourcentage de
plantes touchées par la PTGS est
supérieur lorsque le transgene se
trouve a I’état homozygote plutdt
qu’a I’état hémizygote. Cette observa-
tion semble liée a I'importance de la
quantité d’ARN produit. En effet,
plusieurs auteurs ont montré que

m/s n°8-9, vol. 17, aotit-septembre 2001



I’efficacité de déclenchement la
PTGS d’un transgéne était corrélée
positivement avec l'activité transcrip-
tionnelle du promoteur réglant la
transcription de ce transgene. Ces
résultats ont amené certains auteurs
a introduire la notion de niveau seuil
d’ARN a partir duquel la PTGS serait
induite [12]. Ce seuil d’ARN
concerne non seulement les ARN
codés par le transgeéne mais, dans les
cas de co-suppression, également les
ARNm du géne endogene. En effet,
le pourcentage de plantes touchées
par la PTGS est supérieur dans une
lignée transgénique portant un gene
endogeéne actif par rapport a une
lignée renfermant le méme locus
transgénique mais dont le géne
endogéne est inactif [11].

Le deuxieme type de locus transgé-
nique déclenchant la PTGS corres-
pond a des insertions de deux copies
en tandem inversé du transgene,
quel que soit le niveau de transcrip-
tion de celui-ci [4, 12]. Pour expli-
quer ce résultat, apparemment en
contradiction avec le modele de
I'effet seuil, on a évoqué la produc-
tion de duplex d’ARN (issus de Ila
production de transcrits antiparal-
léles couvrant I’ensemble du tandem
inversé) capables de déclencher la
PTGS. Cette hypothése a ensuite été
confirmée en construisant des trans-
génes constitués d’une répétition
inversée, c’est-a-dire portant la méme
séquence clonée successivement en
orientation sens puis en orientation
anti-sens. Ces transgeénes, qui produi-
sent des ARN ayant une structure
secondaire en «épingle a cheveu»
tres stable, se sont avérés particuliére-
ment efficaces pour provoquer I'inac-
tivation d’un geéne endogéne ou d’un
transgéne homologue avec la partie
répétée-inversée du transgene [13].
Ces expériences suggéraient donc
fortement l'intervention de duplex
d’ARN dans les phénomeénes d’inacti-
vation post-transcriptionnelle chez
les végétaux. Simultanément, le phé-
nomene de RNAi (RNA interference) a
été découvert chez Caenorhabditis ele-
gans [14] puis chez de nombreux
autres organismes, dont la souris
[15]. Lorsque ’on injecte localement
dans les cellules d’un animal un
duplex d’ARN produit in vitro, on
provoque l’inactivation post-trans-
criptionnelle des génes endogénes
homologues aux ARN injectés dans
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I’ensemble de I’animal. Par la suite,
on a montré que I’on pouvait provo-
quer un mécanisme similaire au
RNAI lorsque le duplex d’ARN était
engendré au sein de la cellule non
plus par injection d’ARN produit in
vitro mais via la transcription d’un
transgéne constitué d’une répétition
inversée [16]. La découverte du
RNAI suggere donc la conservation,
chez la plupart des organismes
vivants, d’'un mécanisme ancestral
aboutissant, via la reconnaissance
d’un duplex d’ARN anormalement
présent dans la cellule, a la destruc-
tion de tous les ARN homologues.

En conclusion, deux types de trans-
genes favorisent le déclenchement de
la PTGS, des transgénes monocopies
exprimés sous le controle de promo-
teurs forts, et des transgenes en tan-
dem inversé ou portant des répéti-
tions internes. Cependant, il n’a pas
encore été démontré que les événe-
ments de PTGS déclenchés par I'un
ou l'autre de ces types de transgénes
étaient en tout point identiques. Si tel
était le cas, il faudra alors comprendre
comment des transgenes, a priori tres
différents, peuvent provoquer la
méme cascade d’événements, et en
particulier comment des transgeénes
monocopies exprimés sous le controle
de promoteurs forts peuvent induire
la dégradation d’ARN homologues et
la formation de petits ARN antisens.
On sait toutefois que la plupart des
ARNm endogénes sont potentielle-
ment capables de former des struc-
tures secondaires (duplex) en raison
de la présence de petites séquences
complémentaires internes [17]. Ces
duplex sont peu stables car les régions
homologues sont généralement
courtes. Ainsi, ’équilibre chimique
entre «forme secondaire repliée» et
«forme relachée » est fortement
déplacé vers la «forme relachée ».
Chez une plante sauvage, la «forme
secondaire repliée » n’atteint jamais
une concentration intracellulaire
significative susceptible d’entrainer
une induction de la machinerie de
PTGS. En revanche, cette concentra-
tion pourrait étre atteinte lors de
I'introduction de transgeénes exprimés
sous le contrdle de promoteurs forts.
Alternativement, I'utilisation de pro-
moteurs forts pourrait augmenter la
proportion intracellulaire d’ARN mes-
sagers aberrants (ARNab) produits
lors d’interruptions accidentelles de la

transcription. Ces ARNab pourraient
servir de matrice a une ARN polymé-
rase ARN dépendante endogene
(RARP: RNA-dependent RNA polyme-
rase), conduisant a la formation
d’ARN complémentaire (ARNc) et
donc a la formation de duplex d’ARN
semblables & ceux formés par des
transgeénes en tandem inversé ou por-
tant des répétitions internes [11].

Propagation systémique de la PTGS

La dynamique de la propagation de la
chlorose issue de la co-suppression de
la nitrate réductase suggere qu’'un
signal est produit par les cellules dans
lesquelles la co-suppression est
déclenchée, puis exporté vers les
autres cellules, mettant ainsi en route
la co-suppression de facon systémique.
Compte tenu du mode de propaga-
tion de la chlorose qui, dans un pre-
mier temps, suit les nervures, ce signal
mobile doit emprunter les tissus vas-
culaires [10]. Ce mode de propaga-
tion est tres voisin de celui des virus.

Afin de tester 'hypothese de l'exis-
tence d’un signal de PTGS, des expé-
riences de greffe ont été entreprises.
Des tabacs transgéniques non co-sup-
primés ont été greffés sur des porte-
greffes transgéniques co-supprimés.
La greffe a provoqué I'induction de
la co-suppression dans le greffon avec
une fréquence de 100 %, a condition
que le transgéne du porte-greffe et
celui du greffon soient de méme
nature (figure 1) [8]. Au contraire,
lorsque ceux-ci étaient différents
(par exemple le greffage d'un gref-
fon non co-supprimé portant un
transgene de nitrate réductase sur un
porte-greffe co-supprimé pour la
nitrite réductase, ou le greffage d’'un
greffon non co-supprimés portant un
transgene de nitrite réductase sur un
porte-greffe co-supprimé pour la
nitrate réductase), la co-suppression
n’était jamais induite dans le greffon
[8]. Ces expériences mettent bien en
évidence l'existence d’un signal spé-
cifique de séquence, émis par les tis-
sus subissant la PTGS, et entrainant
le déclenchement de la PTGS dans
les tissus le recevant. Compte tenu de
son caractére «spécifique de
séquence », il est trés probable que ce
signal est constitué, au moins en par-
tie, d’acide nucléique. Comme les
seuls acides nucléiques mobiles iden-
tifiés chez les plantes sont des ARN,
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Figure 1. Mise en évidence d'un signal systémique de PTGS «spécifique de
séquence» et d'une composante « maintien» dans le processus de PTGS.
Dans les expériences décrites dans ce schéma, les lignées transgéniques
dont sont issus les greffons et les porte-greffes portent un méme transgene
codant pour la nitrate réductase. A. Mise en évidence d'un signal systémique
de PTGS. La greffe de I'apex d’une plante non chlorotique (dans lequel les
génes et transgénes de nitrate réductase sont actifs) sur un porte-greffe chlo-
rotique (dans lequel la PTGS de la nitrate réductase est déclenchée) induit la
PTGS de la nitrate réductase dans le greffon, que le greffon provienne d’'une
lignée apte a déclencher spontanément la PTGS de la nitrate réductase
(classe Il) ou inapte a la déclencher (classe I). B. Mise en évidence d’'une com-
posante maintien de la PTGS. Lorsque les greffons dans lesquels la PTGS a
été induite par greffe sont « dégreffés » et regreffés sur un porte-greffe sau-
vage, la PTGS est maintenue dans les greffons de classe Il alors qu’elle dis-
parait au cours du développement des greffons de classe I.

le signal systémique de la PTGS pour- Maintien de la PTGS
rait donc étre un ARN (cet ARN pou-
vant étre sous forme simple ou
double brin, lié ou non a une pro-

Une fois induite, la PTGS est parfaite-
ment stable au cours du développe-
ment de la plante, et aucune inversion

n’est observée dans les tissus soma-
tiques, suggérant un processus actif de
maintien du phénomeéne. L’existence
d’'une composante «maintien» a été
confirmée par des expériences de
greffe. Apres avoir déclenché la PTGS
de la nitrate réductase dans un gref-
fon, celui-ci a été «dégreffé » et
regreffé sur un porte-greffe sauvage.
Certaines lignées ont maintenu la
PTGS dans les tissus néoformés alors
que d’autres ont montré un retour vers
un phénotype sauvage (figure 1) [18].
Cette expérience indiquait donc que la
co-suppression de la nitrate réductase
induite par greffe pouvait ne pas étre
maintenue dans certaines lignées.
L’analyse a montré que seules les
lignées transgéniques incapables de
déclencher la PTGS spontanément,
mais induites par greffe, ne mainte-
naient pas la PTGS aprées dégreffage.
Au contraire, toutes les lignées
capables de déclencher spontanément
la PTGS, méme a une fréquence faible,
maintenaient toujours la PTGS apres
dégreffage [18]. Ces résultats sugge-
rent donc que les lignées incapables de
maintenir la PTGS percoivent le signal
de PTGS émis par des tissus co-suppri-
més mais sont incapables, en réponse,
d’en produire a leur tour.

La capacité d’une lignée transgénique
de (re)produire le signal de PTGS et
de maintenir la PTGS dépend donc de
la localisation et/ou de la structure du
locus transgénique et fait donc interve-
nir une composante au niveau de
I’ADN du transgéne. Des modifica-
tions chimiques (méthylation de
I'ADN, acétylation des histones) et/ou
structurales (remodelage de la chro-
matine) pourraient constituer une
marque épigénétique induite en
réponse a la perception du signal, per-
mettant de maintenir la PTGS au
cours du développement de la plante.
L’apposition de cette marque dans les
tissus néoformés pourrait se faire soit
sur un mode conservatif au moment
de la réplication de I’ADN, soit de novo
dans chaque cellule en réponse a la
perception du signal de PTGS émis
par les cellules co-supprimées. Récem-
ment, nous avons montré que le main-
tien de la PTGS était affecté chez un
mutant de méthylation, renforcant
ainsi ’hypothese d’'une implication de
cette modification de 'ADN dans cette
étape de la PTGS (voir plus loin) [19].
Les différentes expériences décrites
dans ce paragraphe ont permis de
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mieux décrire le mécanisme et la
dynamique de la PTGS au niveau de
la plante entiére. Cependant, de
nombreux points restent encore mys-
térieux:

— quelle est la nature de I’événement
initial ?

- quelle cascade d’événements
conduit a la dégradation totale des
ARN ?

— quelle est la nature du signal systé-
mique de PTGS?

- quels sont les mécanismes mis en
jeu dans le noyau lors du déclenche-
ment et du maintien ?

Il semblait difficile il y a quelques
années d’espérer répondre a toutes
ces questions par l’observation
directe des événements. C’est pour-
quoi une approche génétique du
phénomeéne a été entreprise.

Controle génétique
de la PTGS

Isolement de mutants de PTGS

Afin d’isoler des mutants affectés dans
leur capacité de déclencher la PTGS,
des lignées transgéniques d’ Arabidopsis
portant des transgenes inactivés ont
été soumises a une mutagenese. Une
premiere série de mutants dont la
capacité de déclencher la PTGS était
augmentée ont ainsi été isolés et bapti-
sés egs (enhancer of gene silencing) [20].
Par la suite, notre équipe, puis une
équipe anglaise, a isolé des mutants
dont la capacité de déclencher la
PTGS était inhibée. Ces mutants ont
été baptisés sgs (suppressor of gene silen-
cing) [7, 21] et sde (silencing-defective)
[22]. Par ailleurs, des mutants défi-
cients pour le quelling ont été isolés
chez Neurospora crassa et baptisés qde
(quelling-defective) [23-25], ainsi que des
mutants déficients pour le RNAi chez
C. elegans baptisés rde (RNAi-defective)
ou mut (mutator) [26, 27]. Le clonage
des génes correspondants allait donc
permettre de tester si PTGS, quelling et
RNAIi dérivaient bien d’un méme
mécanisme ancestral, et de mieux
comprendre les mécanismes intimes
mis en jeu lors de ces phénomenes.

Caractérisation des genes
controlant négativement la PTGS

Depuis leur isolement, les mutants
egs d’Arabidopsis ont été relativement
peu caractérisés, et les génes corres-
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pondants, EGSI et EGS2, n’ont pas
encore été clonés. Toutefois, un geéne
de tabac codant pour une protéine
réglant négativement la PTGS a été
récemment identifié. Ce gene, bap-
tisé rgs-CaM car il regle la PTGS (rgs:
regulator of gene silencing) et présente
une homologie avec des geénes de cal-
moduline, inhibe la PTGS lorsqu’il
est surexprimé [28]. Son mode
d’action et son role dans un contexte
sauvage n’ont pas encore été déter-
minés.

Caractérisation des genes
contrélant positivement la PTGS

Nous avons montré que les mutants sgs
d’ Arabidopsis étaient déficients pour la
PTGS de transgénes exogenes et pour
la co-suppression de transgenes et de
génes endogénes homologues [7, 21],
indiquant que les genes SGS contrd-
laient positivement la PTGS. Nous
avons également montré que cette
inhibition de la PTGS s’accompagnait
d’une forte réduction de la méthyla-
tion de la séquence codante, confir-
mant la corrélation stricte entre PTGS
et méthylation [7, 21]. Enfin, nous
avons montré que les mutants sgs
n’étaient pas affectés dans le controle
de l'inactivation transcriptionnelle
(TGS), indiquant la spécificité de ces
mutations vis-a-vis de la PTGS [7, 21].
Nous avons donc entrepris d’isoler par
clonage positionnel les geénes corres-
pondants.

Le géne SGS2 présente une forte
homologie avec un ADNc de tomate
dont le produit de traduction présente
in vitro une activité RARP mais dont la
fonction in vivo n’était pas encore iden-
tifiée [21]. Cette protéine permet la
synthése, a partir d’'une matrice ARN,
d’'un brin d’ARN complémentaire. La
plupart des virus a ARN codent pour
cette fonction qui leur permet de répli-
quer leur génome. Cependant, bien
que partageant des activités similaires,
les protéines virales et végétales ne pré-
sentent aucune similarité de séquence.
L’existence d’une activité RARP endo-
gene était connue chez les plantes
depuis plusieurs décennies; cependant,
son role n’était pas connu. Le clonage
du geéne SGS2 a donc permis, 30 ans
apres sa découverte, d’assigner une
fonction a cette protéine. De plus,
I'implication d’une activité RARP dans
le mécanisme de PTGS a permis
d’expliquer I'origine des molécules

ARN anti-sens de 25nucléotides identi-
fiées chez les plantes inactivées [9].
Chez N. crassa, le gene QDE-I codant
pour une RdARP potentielle est requis
pour le quelling [23], tandis que chez
C. elegans, le gene EGO-1 codant pour
une RdRP potentielle est requis pour le
RNAi dans les lignées germinales [26,
27]. L’existence de protéines, codant
pour des activités semblables, requises
pour la PTGS, le quelling et le RNAi
confirme 'origine commune de ces
trois mécanismes.

Le geéne SGS3 code pour une protéine
ne présentant aucune similarité avec
des protéines connues chez les plantes
ou dans les autres reégnes eucaryotes.
De plus, sa fonction ne peut étre
déduite de I'analyse informatique de
sa séquence puisque aucune signature
de domaine protéique connu ne peut
étre identifiée. Seul, un domaine coi-
led-coil, indiquant une structure secon-
daire particuliere dans la partie car-
boxy-terminale de la protéine, a pu
étre identifié [21]. Cependant, la fonc-
tion biologique de ce genre de struc-
ture est encore obscure. Le fait
qu’aucune protéine homologue a
SGS3 n’ait été trouvée chez N. crassa,
ni chez C. elegans ou chez la drosophile
(dont les génomes sont totalement
séquencés) suggere que la fonction
assurée par SGS3 n’est pas requise
pour le quelling et le RNAi et qu’elle
représente une étape propre a la
PTGS chez les plantes, apparue aprés
la divergence des régnes ou perdue
chez les animaux et les champignons.
Le troisieme gene controlant positive-
ment la PTGS que nous avons identifié
correspond a un gene préalablement
identifié chez Arabidopsis comme parti-
cipant au développement et baptisé
AGOI [29]. En effet, les mutants agol
présentent une altération marquée du
développement, affectant 'architecture
de la plante et sa fertilité. L’analyse
informatique de la séquence de la pro-
téine AGOI a montré qu’elle présen-
tait une forte similitude avec la pro-
téine elF2C de lapin probablement
impliquée dans I'initiation de la traduc-
tion. Les défauts de développement
entrainés par la mutation agol avaient
donc été imputés a un défaut de tra-
duction (et donc d’expression) de
geénes impliqués dans le développe-
ment de la plante. L'identification du
gene AGOI comme élément controlant
la PTGS assigne une nouvelle fonction
a cette protéine. Chez N. crassa, le géne
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ODE-2 codant pour une protéine
homologue au facteur eIF2C est requis
pour le quelling [25], tandis que chez
C. elegans, le géne RDE-1 codant pour
une protéine homologue au facteur
eIF2C est requis pour le RNAi [26, 27].
Malgré 1’absence d’orthologues du
gene SGS3 chez N. crassa et C. elegans,
I’existence de deux séries de pro-
téines (SGS2/QDE-1/EGO-1 et
AGO1/QDE-2/RDE-1), codant pour
des activités semblables, requises
pour la PTGS, le quelling et le RNAi
confirme définitivement l’origine
commune de ces trois mécanismes.

Influence de mutations
affectant la méthylation
et la chromatine sur la PTGS

Les mutants ddml et metl d’Arabidop-
sis ont été isolés sur la base d’une
déméthylation générale du génome
(de l'ordre de 70 %). Les génes cor-
respondants ont été clonés. Le gene
METI code pour ’ADN-methyltrans-
férase majoritaire d’Arabidopsis [30].
Le géne DDMI code pour une pro-
téine de type SNF2/SWI2 impliquée
dans le remodelage de la chromatine
[31]. Son implication dans la méthy-
lation du génome est indirecte; le
changement de conformation de la
chromatine induisant vraisemblable-
ment une modification de l'acces a
I’ADN de la machinerie de méthyla-
tion. Les mutants ddml et metl pré-
sentent une inhibition de I'inactiva-
tion transcriptionnelle (TGS) qui
s’accompagne d’une forte déméthy-
lation des séquences promotrices et
transcrites des transgenes [19].

Afin de tester ’hypothése d’une impli-
cation épigénétique dans la PTGS (voir
plus haut), nous avons testé I'influence
des mutations ddml et metl sur la
PTGS. Nous avons observé que ces
deux mutations peuvent inhiber Ila
PTGS. Cette inhibition s’accompagne
d’une réduction de la méthylation de
la séquence transcrite. Cependant,
I'inhibition n’affecte pas 100 % des
plantes, et les deux mutations n’ont
pas le méme effet. La mutation ddml
inhibe la PTGS dans I’ensemble de la
plante, tout au long du développe-
ment. En revanche, la mutation met!
inhibe la PTGS dans des secteurs de la
plante, la quantité de secteurs dans
lesquelles la PTGS est inhibée aug-
mentant au cours du développement

msssm [19]. Le géne METI semblerait donc

requis pour le maintien de la PTGS,
alors que le géne DDMI pourrait étre
requis pour des étapes affectant le
déclenchement du phénomeéne.

Ces résultats confirment donc 1’exis-
tence d’'une étape nucléaire (modifi-
cation de ’ADN) dans la PTGS. Avec
la découverte que la TGS, au méme
titre que la PTGS, pouvait étre induite
par la transcription d’un duplex
d’ARN (dans ce cas, ce duplex est
homologue a la région promotrice du
gene inactivé) [32], ces résultats met-
tent en évidence pour la premiére fois
un lien fonctionnel entre TGS et
PTGS puisque les mutations ddml et
metl affectent les deux phénomenes.
Cette découverte révele une différence
entre le RNAi et la PTGS puisque les
génomes de C. elegans et de la droso-
phile (organismes sensibles au RNAi)
ne sont pas méthylés.

Mode¢le de mécanisme de la PTGS

Malgré les nombreuses données
engendrées récemment, il serait
encore hasardeux de proposer un
modele tres détaillé du mécanisme
de PTGS. On peut toutefois tenter de
situer les différents acteurs cellulaires
identifiés (figure 2):

—la protéine DDM1 pourrait participer
a I'initiation de la PTGS. L’absence de
la protéine DDMI a un stade précoce
du développement pourrait induire,
au niveau du transgene, la formation
d’une structure de la chromatine héri-
table mitotiquement ne permettant
pas le déclenchement de la PTGS (en
empéchant, par exemple, la synthese
d’ ARN sens aberrants) ;

— la protéine AGOI, homologue au
facteur elF2C, pourrait reconnaitre
les ARN aberrants et/ou les protéger
de la dégradation afin de leur per-
mettre d’étre utilisés comme matrice
par la protéine SGS2 (RdRP) pour
synthétiser les duplex d’ARN, éven-
tuellement en association avec la pro-
téine SGS3;

— des protéines similaires aux pro-
téines Dicer et Mut-7 identifiées chez
la drosophile et chez C. elegans codant
respectivement une RNaselll (spéci-
fique des ARN double brin) et une
RNaseD (exonucléase 3’->5’) pour-
raient ensuite participer a la dégrada-
tion des ARN duplex, a la formation
des petits ARN de 25 nucléotides, et a
la dégradation des ARNm dans un
complexe de dégradation;

- la protéine MET1 pourrait étre
nécessaire au maintien de la PTGS
au cours du développement de la
plante en méthylant de novo les
séquences du transgene homologues
aux duplex d’ARN de facon a main-
tenir la structure de la chromatine
responsable de la synthése des ARN
aberrants. En effet, il a été montré
qu'un ARN double brin nucléaire
induisait fortement la méthylation
des séquences homologues du
génome [33], suggérant un retour au
noyau de P’'information liée aux
étapes cytoplamiques de la PTGS.

La PTGS, un systéeme
de résistance générale
aux virus

Depuis la découverte de la PTGS en
1990, de nombreux résultats expéri-
mentaux ont mis en évidence des
liens étroits entre PTGS et infection
virale. Il est généralement admis que
la PTGS reflete un mécanisme de
résistance aux virus. Toutefois, les
relations entre PTGS et virus sont
complexes. En effet, nous montre-
rons ci-dessous que, si les virus peu-
vent étre des cibles de la PTGS, il
peuvent également en étre des induc-
teurs ou des inhibiteurs.

Les virus cibles de la PTGS

Il est possible de rendre une plante
résistante a un virus en introduisant un
transgéne permettant d’exprimer
constitutivement une partie du
génome viral sous le contréle d’un pro-
moteur fort. La résistance peut étre
immédiate (on parle alors d’immu-
nité), ou survenir apres une phase pré-
liminaire d’infection (on parle alors de
récupération: recovery). L’analyse de
plantes transgéniques exprimant des
fragments d’un génome viral a montré
une corrélation négative entre le
niveau d’accumulation des ARN du
transgeéne et la résistance. En effet, les
plantes immunes n’accumulent pas les
ARN du transgene bien qu’elles
I'expriment dans le noyau. Dans les cas
de recovery, les ARN du transgeéne sont
accumulés avant infection puis dispa-
raissent en méme temps que la plante
devient résistante. On peut noter
qu’apres recovery, une plante est com-
pletement insensible a une deuxieme
infection, indiquant que I'immunité a
été acquise. Les auteurs de ces travaux
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Transgeéene en tandem inversé

Transgeéne en simple copie

ARN
aberrant

ARNmM

Duplex ARN

ARN sens et antisens
25 nucléotides

l

Complexe
de dégradation
des ARNm

Figure 2. Modeéle proposé du phénoméne de PTGS chez les végétaux. Dans le
cas ou le transgene est en répétition inversée, un duplex d’ARN est transcrit. Ce
duplex serait ensuite clivé par une RNase double-brin (homologue de la pro-
téine Dicer de la drosophile) engendrant ainsi les petits fragments d’environ
25nucléotides d’ARN sens et antisens. Ces ARN de 25 nucléotides pourraient
ensuite guider la dégradation des ARNm homologues dans un complexe de
dégradation. Lorsque le transgéne est en copie unique, une forte transcription
en présence de la protéine DDM1 pourrait induire une conformation de la chro-
matine au niveau du transgene, propice a la transcription d’ARN aberrants. La
protéine AGO1, homologue du facteur elF2C, pourrait reconnaitre les ARN
aberrants et/ou les protéger de la dégradation afin de leur permettre d’étre uti-
lisés comme matrice par la protéine SGS2 (RdRP), éventuellement aidée par la
protéine SGS3, pour synthétiser des duplex d’ARN. En présence de la protéine
MET?1, ces duplex d’ARN (ou alternativement le produit de dégradation de ces
duplex), aprés avoir été importés dans le noyau, pourraient participer a la
meéthylation de la séquence codante du transgéne. Cette méthylation permet-
trait, en stabilisant la conformation de la chromatine propice a la synthése
d’ARN aberrants, I'entretien du systeme et le maintien de la PTGS.

ont émis I'’hypotheése selon laquelle ce
type de résistance pouvait étre relayé
par un mécanisme voisin de la PTGS
[34]. Dans le modele proposé, les
plantes transgéniques immunes vis-a-vis
I'infection virale portent un transgéne
inactivé par PTGS, indépendamment
de la présence ou de I’absence du
virus, alors que les plantes transgé-
niques résistantes par recovery portent
un transgene dont l'inactivation par
PTGS est induite lors de I'infection

m/s n°8-9, vol. 17, aotit-septembre 2001

virale. Dans ce dernier cas, la plante
garde le «souvenir» de cette premiére
infection, ce qui lui confére une immu-
nité face au virus. II est tentant de pro-
poser alors que le signal qui confére a
I'ensemble de la plante une immunité
vis-a-vis de l'infection virale est de
méme nature que le signal systémique
de PTGS mis en évidence dans les
expériences de greffe [8].

La mise en évidence d'un mécanisme
de type PTGS dans la résistance a

I'infection virale conduisit a suggérer
que le role biologique de la PTGS était
de lutter contre des infections virales
[34]. Les ARN transcrits par certains
locus trangéniques et les ARN de cer-
tains virus pourraient constituer des
cibles privilégiées de la machinerie de
PTGS lorsqu’ils participent a des
duplex d’ARN. En effet, des duplex
d’ARN peuvent étre produits par cer-
tains locus transgéniques en tandem
inversé ou apres action de la RARP sur
des ARN aberrants (voir plus haut). De
méme, des duplex d’ARN apparais-
sent naturellement au cours de la
réplication du génome viral. Certaines
plantes sauvages récupérent spontané-
ment d’une infection virale et devien-
nent immunes vis-a-vis d’'une surinfec-
tion par le méme virus ou par un virus
recombinant portant une partie de la
séquence du premier virus infectant
[35, 36]. Ces cas de recovery naturels
apportent un faisceau d’arguments
confortant I’hypothése de I'implica-
tion de mécanismes semblables a la
PTGS dans les interactions plantes-
virus, et montrent que I'immunisation
acquise par la plante est bien d’origine
génétique et non physiologique.

La preuve que la machinerie cellu-
laire mise en jeu pour inactiver un
transgéne par PTGS est, au moins
partiellement, identique a celle mise
en jeu pour résister a certaines infec-
tions virales a été apportée dans
notre laboratoire. Nous avons en
effet montré que les mutants sgs, défi-
cients pour l'inactivation des trans-
géne par PTGS, étaient hypersen-
sibles a une infection par le virus
CMV (cucumber mosaic virus) [21]
(figure 3). Les protéines SGS sont
donc nécessaires pour réduire la
quantité d’ARN viral et limiter les
symptomes d’infection.

Les virus inhibiteurs de la PTGS

Beaucoup de virus sont capables
d’infecter efficacement les plantes alors
que la plupart des espéces végétales
possedent la machinerie cellulaire
nécessaire a la PTGS. Les virus ont
donc certainement développé des stra-
tégies de contournement de la PTGS
pour parvenir a infecter les plantes.
Afin de tester cette hypothése, plusieurs
équipes ont infecté des plantes transgé-
niques portant des transgénes non
viraux inactivés par PTGS avec diffé-
rents virus, et ont constaté qu'un grand  e——
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nombre de virus étaient capables
d’inhiber la PTGS de ces transgenes
non homologues [37-40] (figure 4).
Cependant, les modes d’inhibition de
la PTGS different selon le virus consi-
déré. En effet, certains virus inhibent la
PTGS dans des tissus ou elle était déja
installée ainsi que dans les tissus néo-
formés apres l'infection, alors que
d’autres virus n’inhibent que la mise en
place de la PTGS dans des tissus néo-
formés apres 'infection [39]. Plusieurs
protéines virales capables d’inhiber la
PTGS ont été identifiées. Leur expres-
sion dans une plante entraine, a elle
seule, I'inhibition de la PTGS [37, 39,
40]. Ces protéines n’ont en général
aucune homologie de séquence entre
elles. Pour la plupart, elles avaient été
identifiées depuis longtemps comme
des déterminants d’infectivité du virus
mais leur fonction n’avait pas pu étre
précisée [39, 40]. Leur mode d’action
sur la PTGS reste encore largement
méconnue. Les seules données concer-
nent la protéine HC-Pro des potyvirus
dont l'action inhibitrice de la PTGS
semble dériver de son interaction avec
le géne et/ou le produit du gene 7gs-
CaM (voir plus haut). En effet, ce géne
est induit lors d’une infection par un
potyvirus, et des expériences de type
«double-hybride » ont montré que son
produit avait une affinité pour la pro-
téine HC-Pro. Enfin, la surexpression
du gene 1gs-CalM, en I'absence du virus,
inhibe la PTGS [28]. Ainsi, les potyvirus
semblent inhiber la PTGS en activant
une composante endogeéne antagoniste
de la PTGS.

Ces résultats apportent donc de nou-
veaux éléments dans la compréhension
des mécanismes de résistance des
plantes a I'infection virale. Jusqu’a pré-
sent, seuls des systemes de résistance
spécifique suivant la loi dite du « géne
pour géne » avaient été identifiés. Dans
ces systemes, une plante résiste a un
virus donné en reconnaissant une pro-
téine particuliére de I'agent pathogeéne
et en entrainant une cascade d’événe-
ments conduisant a I’élimination de ce
dernier. La limitation d’une infection
virale par la PTGS montre qu’il existe
un mécanisme de résistance non spéci-
fique fondée cette fois sur la reconnais-
sance et la dégradation de ’ARN viral.
Par ailleurs, I'inhibition de la PTGS par
certains virus montre que, pour lutter
contre ce mécanisme de résistance, de
nombreux virus ont développé un sys-

s teme d’inhibition de la PTGS. Enfin, il
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faut noter que certains virus sont la PTGS, suggérant que ces virus ont
capables d’infecter certaines plantes développé d’autres voies de contourne-
efficacement sans avoir aucun effet sur ment que I'inhibition de la PTGS [39].

Figure 3. Hypersensibilité des mutants déficients en PTGS a l'infection par le
virus CMV. Les mutants sgs2 d'Arabidopsis, déficients pour la PTGS, infectés
par le CMV (A) montrent une hypersensibilité a I'infection par ce virus com-
parés a des plantes sauvages (C). Les mémes plantes non infectées (B:
mutants; D: sauvages) ne présentent aucune différence de croissance.

Figure 4. Inhibition de la PTGS de la nitrite réductase par le virus CMV. Des
plantes de tabac portant un transgéne de nitrite réductase infectées par le
CMV (A) se développent normalement car le virus inhibe la PTGS induite par
le transgéne. Les mémes plantes non infectées (B) sont incapables de se déve-
lopper en raison de l'inactivation des génes de nitrite réductase par PTGS.
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Les virus inducteurs de la PTGS

Nous avons vu que les cas de résistance
aux virus relayée par la PTGS (natu-
relle ou par I'intermédiaire d'un trans-
gene) se produisaient souvent par reco-
very. Les résistances par recovery
semblent indiquer que le mécanisme
qui permet a la plante de se débarras-
ser du virus n’est pas préexistant mais
est induit par l'infection. Dans les cas
de recovery induits par un transgene
d’origine virale, les ARN transcrits par
le transgéne sont dégradés apres que
Iinfection par le virus ait induit la
PTGS. Plusieurs équipes ont donc tenté
de provoquer I'inactivation ciblée de
genes endogenes (ou de transgenes)
en infectant une plante par un virus
recombinant dans lequel avait été clo-
née une partie de la séquence codante
de ces genes [41, 42]. Une inactivation
efficace a été observée. Ce systeme,
appelé VIGS (virus induced gene silen-
cing), constitue maintenant un outil
performant pour des programmes
d’étude globale de fonctionnement du
génome. En effet, le clonage d’un
ADNc codant pour une protéine de
fonction inconnue dans un vecteur
viral induisant le VIGS permet facile-
ment d’inactiver le géne correspondant
et d’apporter de précieuses informa-
tions sur la fonction de ce géne lorsque
des mutants ne sont pas disponibles.

Nous avons vu qu’un méme virus
peut étre tantot une cible, tantot un
inducteur, et tantot un inhibiteur de
la PTGS. Ces résultats soulévent plu-
sieurs questions:

— comment les virus peuvent-ils déclen-
cher le VIGS et comment échappent-ils
a la dégradation séquence-spécifique
déclenchée par le VIGS qui devrait
théoriquement les éliminer alors qu’ils
sont par ailleurs capables d’inhiber le
VIGS ? Pour expliquer le VIGS, on peut
supposer que les protéines virales inhi-
bant la PTGS affectent des étapes qui
ne sont pas nécessaires au VIGS. On
peut par exemple imaginer que les
virus inhibent les étapes d’amplification
du phénomeéne qui permettent, a par-
tir d’'un événement rare initial (par
exemple, la formation du premier
duplex d’ARN) de dégrader
I'ensemble des ARN homologues. Dans
le cas du VIGS, la quantité d’ARN viral
présent dans la cellule est tellement
importante que le mécanisme d’ampli-
fication n’est sans doute pas nécessaire
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pour que chaque ARN messager forme
un duplex d’ARN (avec un ARN viral)
et soit dégradé;

— comment les virus peuvent-ls déclen-
cher le recovery qui va les éliminer alors
qu’ils sont par ailleurs capables d’inhi-
ber la PTGS ? Pour expliquer le recovery,
on peut supposer que, sous certaines
conditions (en particulier en présence
d‘un transgene d’origine virale), la
résistance par PTGS peut étre induite
dans une cellule avant que le virus ait
eu le temps de se multiplier et de pro-
duire une quantité suffisante de pro-
téine inhibitrice de la PTGS.

I Conclusions

Les phénomeénes épigénétiques sont
encore relativement mal connus, tant
au niveau des mécanismes mis en jeu
quau niveau des fonctions biologiques
qu’ils assument. L’inactivation trans-
criptionnelle ou TGS (phénomene
essentiellement nucléaire et concer-
nant seulement ’ADN et la chroma-
tine) et I'inactivation post-transcription-
nelle ou PTGS (phénomeéne
essentiellement cytoplasmique et
concernant principalement les ARN)
étaient jusqu’'a présent considérées
comme des événements exclusifs.
Cependant, des résultats récents ont
montré que certains €éléments de la
machinerie cellulaire (DDM1, MET1)
controlaient les deux phénomenes. De
plus, il est apparu que I'induction de la
TGS, comme celle de la PTGS, pouvait
faire intervenir des duplex d’ARN [1].
La plupart des organismes vivants peu-
vent induire la TGS et la PTGS. Méme
si les modes de déclenchement et de
mise en place peuvent diverger sensi-
blement entre animaux, champignons
et plantes, I'existence de la TGS et de la
PTGS chez la plupart des eucaryotes
indique que l'origine de ces méca-
nismes est ancienne. Cependant, I'évo-
lution semble les avoir mis a profit pour
assumer des roles biologiques diffé-
rents. En effet, la TGS participe au
controle d’éléments transposables chez
les plantes [43], alors que, chez C. ele-
gans, le RNAi est impliqué dans le
controle des transposons [26, 27] et
que, chez Chlamydomonas reinhardtii,
I’inactivation des rétro-transposons
semblent assurée par la machinerie
d’inactivation post-transcriptionnelle
[27]. De plus, chez les plantes, la PTGS
est un mécanisme de résistance aux
virus alors que, chez les autres orga-

nismes, aucune donnée expérimentale
n’indique jusqu’a présent que les phé-
nomeénes d’inactivation post-transcrip-
tionnelle interviennent dans la lutte
contre les virus. Cependant, il est pos-
sible que les différences observées ne
soient qu’apparentes et ne refletent en
fait que I'absence de données expéri-
mentales. Il serait donc important,
maintenant, d’étudier les possibles
implications, d’'une part de la PTGS
dans I'inactivation des transposons et
des rétro-transposons chez les végétaux
et, d’autre part, du RNAi dans la lutte
contre les virus chez les animaux
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Chlorose : jaunissement résultant d’un
défaut de photosynthese.

HDGS : homology-dependent gene
silencing.

Mutants ddm : mutants dont la méthy-
lation globale du génome est
reduite.

Mutants egs : mutants dont la capacité
de déclencher la PTGS est accen-
tuee.

Mutants sgs: mutants affectés dans
leur capacité de déclencher la
PTGS.

PTGS : post-transcriptional gene
silencing, inactivation post-trans-
criptionnelle d’un gene due a la
dégradation spécifique de ses
ARNm et des ARNm homologues.

Quelling : équivalent de la PTGS chez
Neurospora crassa.

Recovery: manifestation d’une résis-
tance a une infection virale apres le
developpement initial de symptomes.

RNAi : RNA interference, inactiva-
tion post-transcriptionnelle d’un
gene par injection dun duplex
d’ARN homologue a la séquence
transcrite de ce gene.

TGS : transcriptional gene silen-
cing, inactivation transcription-
nelle d’un gene due a une absence
de transcription.

VIGS : virus induced gene silen-
cing, inactivation post-transcrip-
tionnelle d’un gene apres infection
par un virus recombinant portant
une séquence homologue a la
séquence transcrite de ce gene.
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Summary

PTGS in plants, a virus resistance
mechanism

Post-transcriptional gene silencing
(PTGS) in plants and quelling in
fungi are transgene-induced silen-
cing phenomena, resulting from
the degradation of transgene
RNAs and homologous endoge-
nous RNAs. PTGS shows similari-
ties with RNAi in animals, a pheno-
menon induced by injection of
double-stranded RNA (dsRNA) or
introduction of transgenes expres-
sing dsRNA. First, PTGS and RNAi
both involve dsRNA. Second, they
can be dissected into three steps:
localized initiation, propagation of
a sequence-specific systemic signal,
maintenance in silenced tissues.
Finally, they both correlate with
the accumulation of 25nt sense
and anti-sense RNAs. Genetic dis-
section and cloning of genes regu-
lating PTGS, quelling and RNAi
confirmed the links between these
three phenomena. Indeed, all
three involve a putative RNA-
dependent-RNA polymerase and a
protein similar to the translation
initiator factor eIF2C. However
some differences can be noticed.
In particular, PTGS in plants
requires two genes, SGS3 (enco-
ding a protein of unknown func-
tion) and METI (encoding a DNA-
methyltransferase), which are not
required for RNAi. Indeed, the
genomes of C. elegans and Droso-
phila (two organisms undergoing
RNAi) lack both methylation and
orthologs of the SGS3 gene). Seve-
ral experiments revealed that
PTGS is a general mechanism of
virus resistance. In particular, we
showed that Arabidopsis mutants
impaired in PTGS are hypersensi-
tive to infection by the virus CMV.
However, many viruses have deve-
loped strategies to counteract
PTGS and therefore succeed to
infect plants. Because viruses may
act as targets, inducers or inhibi-
tors of PTGS, the success and the
extent of virus infection therefore
depends on the competition bet-
ween plant PTGS defenses and
virus counteracting effects.
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13- COURS ANNUEL DE LA SFI
Centre de Congrés des Pensieres, Annecy

Vendredi 9 - Mardi 13 novembre 2001
2001 : LODYSSEE DE L'IMMUNOLOGIE

organisé par

la Société Francaise d’'Immunologie (SFI)
avec le soutien de la Fondation MERIEUX
et la participation de I’Association des Enseignants
d’'Immunologie des Universités de Langue Francaise
(ASSIM)

Objectif du Cours

* Le cours se déroule en immersion totale du vendredi
apres-midi au mardi midi. Il s’adresse aux enseignants
d'immunologie qui peuvent y trouver une aide a la prépa-
ration de leurs cours propres, aux jeunes scientifiques qui
peuvent y élargir la vue forcément focalisée qu’ils ont de
I'immunologie, aux Chercheurs et Ingénieurs de labora-
toires de recherche en immunologie ou dans des domaines
interactifs avec cette discipline.

* Les huit conférenciers, qui assistent a l'intégralité du
cours, donnent deux séminaires d'une heure et demie cha-
cun. Cette organisation facilite les échanges tant entre les
étudiants et les conférenciers, qu’entre les étudiants entre
eux, que ce soit de facon formelle au cours d’'une table
ronde le dimanche apres-midi, ou le soir, ou informels pen-
dant les repas et les pauses.

* La SFI étant reconnue comme formateur agréé sous le
n°11.75.28.994.75, le cours peut étre pris en charge par
divers organismes (Inserm, Cnrs, Inra, etc.). Les frais d’ins-
cription a deux niveaux ont été étudiés pour faciliter la
venue de titulaires, pouvant étre pris en charge par la for-
mation continue, et d’autres personnes qui n‘en sont pas
bénéficiaires.

Inscriptions

Frais d’inscription comprenant le cours, le document, les
repas et I’"hébergement :
* titulaire :

* non-titulaire :

4 460,51 francs
2 230,25 francs

1e octobre 2001
10 octobre 2001

Fiche de pré-inscription a demander, a envoyer au secréta-
riat de la SFI : Institut Pasteur, 28, rue du Dr-Roux, 75724
Paris Cedex 15. Tél.: 01.45.68.81.64 — Fax: 01.45.67.46.98

680 euros
340 euros

Date limite de pré-inscription :
Réponse du comité de sélection :

855



