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Modele d’étude de [l'insertion
des protéines membranaires

La colicine A produite par Citrobacter freundii et 1’aéro-
lysine produite par Aeromonas hydrophila sont deux pro-
téines bien représentatives de classes tres différentes de
protéines formatrices de pores. La colicine A est une
protéine formée uniquement d’hélices o qui possede une
« épingle a cheveux » hydrophobe enfouie au sein de
sa structure en milieu aqueux. C’est une « protéine
membranaire dite inversée ». L’aérolysine, en revanche,
est formée essentiellement de feuillets 5 et ne posséde
pas de longue séquence hydrophobe. Cette toxine est
sécrétée sous la forme d’un précurseur qui devient actif
apres clivage protéolytique des 41 a 43 acides aminés
C-terminaux. Les mécanismes d’insertion de ces pro-
téines dans une bicouche lipidique ainsi que leur
structure finale dans la membrane constituent d’intéres-
sants modeles pour comprendre les mécanismes d’inser-
tion et de translocation des protéines membranaires.

nir une composition chimique du
cytosol différente de celle du milieu
extérieur.

es membranes biologiques
sont constituées essentielle-
ment d’une bicouche lipidi-

que et de protéines mem- [a pathogénicité de certaines bacté-

branaires. Dans cette bicou-
che, les lipides, qui sont des molécu-
les amphiphiles, sont organisés avec
leur téte polaire orientée vers le
milieu aqueux et leurs chaines d’aci-
des gras vers ’intérieur hydrophobe.
IIs forment ainsi une barriere extré-
mement efficace contre le libre pas-
sage de solutés et de macromolécules
solubles. Les protéines membranaires
assurent la fonction d’échange de
matiere, d’énergie et d’informations,
essentielle a la survie de la cellule. La
membrane cytoplasmique, en particu-
lier, permet aux cellules de mainte-

ries est due a la production de toxi-
nes protéiques capables de détruire
les gradients ioniques et la balance
osmotique qui existe de part et
d’autre de la membrane cytoplasmi-
que, perturbant ainsi le métabolisme
cellulaire. Leur activité ionophorique
provient de leur capacité a s’insérer
de facon permanente dans une mem-
brane biologique et a former, ainsi,
des pores transmembranaires. Com-
ment ces macromolécules, synthéti-
sées par la bactérie sous une forme
soluble, sont capables de devenir des

protéines intrinseéques de membrane ——
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Figure 1. Mécanismes d’action des colicines. (A) L’activité des colicines

peut étre divisée en trois étapes :

fixation sur un récepteur de la membrane

externe, translocation au travers de I’enveloppe bactérienne et activité létale
proprement dite (pore, nucléase). (B) La structure de la colicine A est modu-
laire. Elle est composée de trois domaines structuraux responsables chacun
de l'une des trois étapes décrites ci-dessus.

est une question a laqueclle nous
n’avons actuellement que peu de
réponses.

Unc exccllente revue vient d’étre
publiée sur les toxines bactéricnnes
et, en particulier, celles formatrices de
pores [1]. Dans cet article, nous nous
contenterons de décrirc deux types
distincts de toxines bactérienncs : la
famille des colicines ionophoriques ct
I’aérolysine. Ces protéines ont des
tailles, des structures sccondaires et
tertiaires, des cibles et des modes
d’action tres différents. Nous men-
tionnerons ¢n quoi les études sur ces
toxines permettent de mieux com-
prendre les mécanismes d’insertion ct
de translocation de protéines dans ct
au travers des membranes.

I Les colicines

Les colicines forment une famille
d’antibiotiques naturels produits par

des bactérics gram-négatives qui
n’agissent que sur des souches bac-
téricnnes de la méme espece ou
d’especes voisines [2]. Ces protéines
de 400 a 600 acides aminés sont solu-
bles dans I’cau. Les genes codant
pour les colicines sont portés par des
plasmides. Ces derniers codent aussi
pour unc protéince ditc d’immunité
qui rend la bactéric productrice
insensible & la colicine qu’elle pro-
duit, vza un mécanisme encore mal
compris [3]. L’cxpression des colici-
nes étant induite par des agents
mutagenes, clles peuvent étre produi-
tes en grande quantité, ce qui les
rend accessibles aux études structura-
les par des méthodes spectroscopi-
ques, biochimiques ou biophysiques.
Le mode d’action de toutes les coli-
cines peut ¢tre divisé en trois étapes
(ﬁgure IA) La colicine se lie d’abord
a un récepteur sur la membrane
externe de la bactérie cible, traverse

m/s n® 2 vol. 9, février 93



ensuite I’enveloppe bactérienne pour
finalement rejoindre la cible cellulaire
ou clle va exercer son activité létale.
Chacune de ces étapes est assurée par
un domaine structural distinct de la
protéine (figure 1B). En fonction de
leur activité létale, les colicines peu-
vent étre divisées en quatre groupes.
Le groupe le plus important (colA,
El, B, N, K Ia et Ib), est cclui des
colicines qui forment des pores ioni-
ques dans la membranc cytoplasmi-
que des bactérics, induisant unc
dépolarisation de la cellule [4]. Les
autres colicines appartiennent aux
groupes des désoxyribonucléases
(colE2), des ribonucléases (colE3) ou
des inhibiteurs de la biosyntheésc de
la muréine (colM) (figure 14).

Dans le cadre de cet article, nous
n’aborderons que la famille des coli-
cines ionophoriques [5]. /n wivo,
I’addition de ces colicines a des bac-
téries provoque un flux sortant mas-
sif du K' intracellulaire [6].
L’ouverture du canal est contréléc
par la valeur du potentiel
transmembranaire.

In wvitro, dans des bicouches lipidiques
plancs, ces colicines forment aussi des
canaux ioniques dépendants du vol-
tage [7]. L.a formation du canal est
duc plus précisément au domaine C-
terminal (205 acides aminés pour la
colicine A, 189 pour la colicine El)
dont la séquence est hautement con-
servée au sein de la famille [8]. Ce
domaine, insensible aux protéascs,
peut &tre isolé apres digestion par la
trypsine, la thermolysine ou la bro-
mélaine. Bien que possédant une lon-
guc séquence hydrophobe de 35 a 49
acides aminés typique des protéines
membranaires, les différents domaines
C-terminaux, de méme que les coli-
cines enti¢res correspondantes, sont
parfaitement solubles dans I’cau. Le
fragment C-terminal de la colicine A
a été cristallisé et sa structure tertiaire
en solution a pu étre déterminée a
2,4 A de résolution [9, 10]. Le pep-
tide est constitué de 10 hélices o
(figure 2). Decux de ces hélices, 8 ct
9, forment au centre de la structure
une épingle a cheveux hydrophobe
autour de laquelle les huit autres, qui
sont amphipathiques, forment une
gaine de protection contre le solvant,
assurant ainsi la solubilité de la pro-
téine. Ce type de structure a été qua-
lifié de « protéine membranaire inver-
m/s n® 2 vol. 9, février 93

sée » du fait de cette séquence hydro-
phobe centrale.

Sur la basc dec cette structure tri-
dimensionnelle ¢t de données biochi-
miques et spectroscopiques, un
modele de I’étape initiale d’inscrtion
du fragment C-terminal dans la
membrane a été proposé par Parker
et al. ([10, 11], figure 3, p. 175). Le
fragment C-terminal interagirait élec-
trostatiquement avec les lipides néga-

Figure 2. Structure tridimensionnelle schématique du fragment formateur
de pore de la colicine A. Les deux hélices colorées en blanc sont hydropho-
bes et compléetement enfouies a l'intérieur de la protéine, ce qui explique sa

tifs de la membrane par !’intermé-
diairc d’un anncau de huit résidus
chargés positivement qui entourent la
boucle reliant les hélices 8 et 9. Ces
deux hélices sc trouvent alors posi-
tionnées perpendiculairement au plan
de la membrane. Au voisinage de
celle-ci, un changement de conforma-
tion de la protéine entraincrait

I’ouverture de la structure, tel un
parapluie, permcttant a '« épingle a

parfaite solubilité dans l’'eau. (D’aprés [9, 10].)
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cheveux » hydrophobe de pénétrer
dans la bicouche en laissant les autres
hélices a la surface. Dans cette con-
formation, toutes les surfaces hydro-
phobes de la protéine sont en contact
avec les chaines carbonées des lipides
alors que les surfaces hydrophiles sont
orientées vers le milieu aqueux.
Comme nous le verrons, un certain
nombre de résultats expérimentaux
ont conduit a réviser ce modele (figure
3, [12)).

Des études de dichroisme circulaire
en présence et en absence de lipides
ont permis de montrer que la struc-
ture secondaire de la colicine était
maintenue lors de I’insertion. Ces
observations confirment I’hypotheése
selon laquelle I'interaction avec la
membrane induit uniquement un
réarrangement des hélices entre elles
et non une restructuration des élé-
ments de structures secondaires.
Lakey et al. [13] ont montré, par des
mesures de transfert d’énergie de
fluorescence, que les hélices 1 et 2
s’éloignaient effectivement du reste de
la structure lors de I’interaction du
domaine C-terminal de la colicine A
avec des vésicules membranaires. En
revanche, en désaccord avec le pre-
mier modele proposé, I’épingle hydro-
phobe (hélices 8 et 9) reste groupée
avec les hélices 3 a 7 a la surface de
la membrane comme elles 1’étaient
dans la structure soluble [12]. Fina-
lement, par mutagenese dirigée, des
cystéines ont été introduites artificiel-
lement dans la séquence du fragment
C-terminal de la colicine A, qui n’en
contient pas, de fagon a pouvoir
relier les différentes hélices par des
ponts disulfures (D. Duché, commu-
nication personelle). Lorsque des héli-
ces 1 et 9 sont reliées par un pont
disulfure, il n’y a pas d’insertion de
la protéine dans la membrane. Ces
différents résultats ont amené Lakey
et al. [12] a proposer un nouveau
modele dit en « canif suisse » (the
swiss pen knife model) illustré dans la
figure 3.

Il apparait clairement dans la figure 3
que, malgré le maintien de la struc-
ture secondaire, I’ouverture en « canif
suisse » de la colicine correspond a
un important changement de confor-
mation. Des études récentes ont per-
mis de mieux comprendre une telle
transformation. Des expériences fai-
tes sur des membranes arficielles ont

montré que la colicine (A ou El) a
une préférence marquée pour les lipi-
des chargés négativement. Cette affi-
nité augmente de fagon considérable
lorsque le pH de la solution devient
plus acide ou lorsque la force ionique
est diminuée. Par ailleurs, il a été
montré que la diminution du pH
modifie la structure méme de la pro-
téine. Le fragment C-terminal de la
colicine E1 devient plus sensible aux
protéases bien que son rayon
hydrodynamique demeure inchangé
[14]. Celui de la colicine A perd sa
structure tertiaire, tout en maintenant
une structure secondaire proche de la
structure native [13]. Dans cette con-
figuration, I’intérieur hydrophobe de
la molécule reste inaccessible aux
molécules d’eau. De plus, aucune
transition thermique n’a pu étre
observée a pH acide par calorimétrie
différentielle en balayage de tempéra-
ture [16], suggérant la encore que la
protéine n’a pas sa structure native.
Le fragment C-terminal de la colicine
A adopte donc a pH acide une con-
formation « semi-dénaturée » appelée
« globule en fusion » (ou molten glo-
bule, [17]). Ce nouveau concept,
introduit en 1983 par Ptitsyn, allait
a lencontre d’une idée ancienne
selon laquelle une protéine ne pouvait
adopter que deux états conformation-
nels : soit natif, ou totalement replié,
soit dénaturé, ou déplié. Le globule
en fusion a été observé durant les
étapes précoces du processus de
repliement des protéines mais peut
aussi étre obtenu a pH tres acide ou
trées basique ainsi qu’a haute
température.
Ces études in witro ont montré que
I’augmentation de la cinétique
d’insertion de la colicine A dans la
membrane lors de I’abaissement du
pH était parfaitement corrélée avec
I’apparition de I’état de « globule en
fusion ». Cet état confere a la pro-
téine une plus grande flexibilité, ce
qui permet de minimiser le colt
énergétique de I’ouverture en « canif
suisse » de la structure.
Alors que !insertion des colicines
dans la membrane est décrite de
facon relativement précise, le méca-
nisme d’ouverture du canal reste tres
obscur. Des études en bicouche plane
ont montré que le canal, dont le dia-
metre a pu étre estimé a 0,8-1 nm,
était peu spécifique et dépendant du
m/s n® 2 vol. 9, février 93
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Figure 3. Modéles de l'insertion du fragment formateur de pore de la colicine A dans une membrane lipidi-
que. (1) Le domaine interagit avec la membrane par des liaisons de type électrostatique, ce qui oriente |’épingle a
cheveux perpendiculairement au plan de la membrane. (2) L’intermédiaire a la surface de la membrane subit une déna-
turation partielle qui le transforme dans la conformation dite « globule en fusion ». La structure s’ouvre en (3) « para-
pluie » (ancien modele) ou en (4) « couteau suisse » (nouveau modéle) pour donner la forme membranaire non acti-
vée. La formation du canal est une étape ultérieure dépendant du potentiel membranaire. (D’aprés [10-12].)
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l Insertion du canal H

Erythrocyte

Figure 4. Mode d’action de I'aérolysine. La protoxine inactive est sécrétée par la bactérie, puis activée, en solution
ou fixée a son récepteur a la surface de la cellule cible, par protéolyse de son extrémité C-terminale. La toxine s’asso-
cie pour former des oligoméres capables de former un pore dans la membrane.
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voltage. Parker et al. [10, 11] ont pro-
posé que 'ouverture du canal néces-
sitait la pénétration dans la mem-
brane, sous P’cffct du voltage, des
hélices 3 a 7. Notons que, dans le
cadre du nouvcau modele d’inscrtion
cn « canif suissc », les hélices 8 et 9
pourraicnt aussi pénétrer dans la
bicouche. Un certain nombre d’expé-
ricnces semblent indiquer qu’cffecti-
vement certaines hélices de la colicine
s’inserent dans la bicouche sous
Pinfluence d’un potentiel transmem-
branaire [18-20]. Mais nous sommes
cncore loin de comprendre comment
la colicine forme des canaux, voirce,
si unc ou plusicurs molécules sont
nécessaires pour les former.

I L’aérolysine

L’aérolysine [21], unc toxinc forma-
tricc de pores sécrétée par Aeromonas
hydrophila, cst lc responsable majeur
de la pathogénicité de cette bactéric
gram-négative chez I’homme. Con-
trairement aux colicines, clle a donc
pour cible des cellules curaryotes (les
¢érythrocytes étant généralement uti-
lisés dans les tests d’activité).

Cette toxinc cst synthétisée dans le
cytoplasme dec la bactéric sous unc
forme dite prépro (figure 4, p. 175).
La préproaérolysinc possede une
séquence signal classique qui est cli-
véc lors du passage a travers la mem-
branc internc dc la bactéric. La
proaérolysine se retrouve dans le péri-
plasme ct va cnsuite traverser la
membranc externe par un mécanisme
d’cxportation cncorc mal connu.
Contrairement au cas dcs colicines, la
bactéric productricc n’cst pas
immunc vis-a-vis de la toxine, mais
sc protege cn sccrétant unc forme
inactive de la protéine, la proaéroly-
sinc. Unc fois dans lc milicu extra-
ccllulaire, la proaérolysine peut diffu-
ser vers la cellule cible, ou elle se lic
a un réceptcur membranaire, la
glycophorine dans lc cas des éryth-
rocytes. La toxine est alors activée
par clivage protéolytique d’un frag-
ment C-terminal pour finalement for-
mer des canaux oligomériques dans la
membrane cytoplasmique, conduisant

ainsi a la lyse osmotique de la cellule
cible.

Lc gene de Iaérolysine a été cloné ct
séquencé. La protéine, constituée de
470 acides aminés, est tres hydrophile

ct nc posséde pas de séquence hydro-
phobe caractéristique d’une protéine
membranaire. D’apres des prédictions
de structure sccondaire ainsi que des
mesures en dichroisme circulaire, clle
cst constituée essenticllement de feuil-
lets 8.
Malgré I’absence de séquences hydro-
phobes dans sa structure primaire,
I’aérolysine peut s’insérer dans une
bicouche lipidique. Comme scule la
toxine mire posséde cette propriété,
cela suggere que le processus d’acti-
vation induit le changement de con-
formation nécessaire au passage du
milicu hydrophile au milicu hydro-
phobe. Le clivage des 43 derniers aci-
des aminés par la trypsine n’induit
toutcfois pas de changement de struc-
turc sccondairc ou tertiaire notable.
I confere cependant a la protéine la
capacité dc former des oligomeres
[22]. En solution, au-dcla d’une cer-
tainc concentration de protéine (scuil
dépendant de la force ionique du
milicu ct de la température), I’aéro-
lysine forme spontanément des oligo-
meres. Nous avons montré que ccux-
ci sont cxtrémement stables ct de
taille unique. Au cours du processus
d’oligomérisation, des surfaces hydro-
phobcs, préalablement enfouies au
ccecur de la structure, deviennent
cxposées au solvant fournissant ainsi
la force motrice nécessaire pour que
le pore perfore la membrane (van der
Goot, non publié¢). D’un point dec vue
éncrgétique, le fait que Il’oligo-
mérisation dec [’aérolysinc ait licu
avant la pénétration dans la bicouche
lipidique est favorable, puisqu’ainsi la
lumiere du pore, qui cst hydrophile,
nc sc trouve jamais cn contact avec
les chaines hydrocarbonées.
En résumé, la proaérolysine sc lic a
un récepteur membranaire de la cel-
lule cible, ce qui permet de concen-
trer la toxine a proximité de la mem-
branc. Lorsque la protéinc est acti-
véc par clivage d’un fragment C-
terminal, la concentration est suffi-
samment ¢élevée localement pour que
I’oligomérisation ait licu. L’oligomere
s’inserc alors dans la bicouche lipidi-
que, dont D’environnement lui est
plus favorable, ct rompt la barrierc
de perméabilité de la membrane
cytoplasmique.
Récemment, la proaérolysine a été
cristalliséc [23]. D’apres I’analysc pré-
liminaire des données cristallographi-
m/s n°® 2 vol. 9, février 93



ques aux rayons X, la protéine est
constituée essenticllement de feuillets
B, confirmant les résultats de
dichroisme circulaire, et est organiséc
cn au moins trois domaines. La
détermination de la structure atomi-
quc de la protoxine est en voie
d’acheévement.

L’oligomere d’aérolysinc a été cristal-
lisé en deux dimensions par reconsti-
tution dans des vésicules membranai-
res constituées de phosphatidyl-
¢thanolamine extraite d’E. coli.
L’image obtcnue par microscopie élec-
tronique révele une symétrie d’ordre
s?pt.suggérant que scpt monomercs
s’unissent pour former le pore. En
combinant des vues de face et de pro-

Figure 5. Modéle de la structure tridimensionnelle du pore formé par
I’aérolysine, fondé sur une analyse d’images de cristaux bidimensionnels
membranaires de la toxine. (D’aprés [26].)
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fil du canal reconstitué, un modele tri-
dimensionnel a faible résolution a été
propos¢ (figure 5, [25]). Unc partic
cylindrique traverserait la membranc
ct formerait le pore a proprement par-
ler, mais la plus grosse partie de la
protéine resterait a I’extérieur, couchée
sur la membrane. Le réle de cette par-
tic globulaire externe n’est pas encore
connu. Elle pourrait contenir le site de
reconnaissance du récepteur.

L’avenir semble trés prometteur :
I'acces a la structure atomique de la
proaérolysinc ainsi qu’a unc image cn
trois dimensions de 1’oligomére
devrait permettre d’identifier les dif-
férents domaines de la protéine. Ces
nouvcaux résultats devraient grande-

ment faciliter notre connaissance du
mécanisme d’action de cette toxine.

L’insertion dans une mem-
brane requiert-elle un type
de structure spécifique ?

En 1981, Engelman et Steitz [26] ont
¢mis I’hypothése, qui est générale-
ment admise, que la premiere étape
du mécanisme d’insertion d’une pro-
téine dans une membrane est la
pénétration d’une ¢pingle a cheveux
formée de deux hélices a hydropho-
bes. Quoique possédant ce type de
structure, la colicine A en est claire-
ment un contre-exemple puisque, lors
de I'interaction de la protéine avec la
membrane, les hélices 8 et 9 ne
s’ancrent pas transversalement dans

la bicouche lipidique.

Par ailleurs, sur la base de considé-
rations énergétiques, Engelman ct
Steitz avalent aussi suggéré que scu-
les des hélices a et 3, (qui est une
variante de I’hélice a classique) pou-
vaient résider dans une membrane, a
I’exclusion de tout autre type de
structure sccondaire. La encore des
contre-cxemples  ont  ¢été  trouvés
récemment. La détermination de la
structure des porines présentes dans
la membrane externe des bactéries
gram-négatives a montré que ces pro-
téines transmembranaires étaient for-
mées de trois tonncaux cn feuillet 8
[27]. Les exemples de I’aérolysine ct
de I'a toxine [28] ont confirmé ce
concept nouveau selon lequel des
structures en feuillets § pouvaient
pénétrer dans une membrane. Les
défensines d’insectes ou de ncutrophi-
les de mammiferes, agents de la
défense antimicrobienne, ont aussi
des structures composées exclusive-
ment de feuillet 8 ou des structures
mixtes a/f [29, 30]. L’insertion
d’une protéine dans une membrane
nc requiert donc pas une structure
unique.

Des toxines
a d’autres systémes

La détermination récente de la struc-
ture cristalline de I’endotoxine & de
Bacillus thuringiensis [31] et dc la toxine
diphtérique [32] ont montré que la
structure du fragment C-terminal de
la colicine A était un motif largement

répandu, non seulement parmi les m—

177



toxines formatrices de pores, mais
aussi parmi les toxines possédant une
activité enzymatique. Le domaine
formant le pore de ’endotoxine et la
sous-unité B de la toxine diphtérique
responsable de la translocation du
domaine enzymatique (sous-unité A)
au travers de la membrane sont tous
les deux constitués d’un faisceau
d’hélices protégeant du solvant une
ou deux hélices hydrophobes. Il a été
montré, en outre, que l’insertion de
I’endoxine et de la toxine diphtérique
dans les membranes passe par I’inter-
médiaire de la conformation dite
« globule en fusion » [33].

Le mécanisme décrit pour I’'insertion
des toxines dans une membrane sem-
ble avoir certains points communs
avec le mécanisme de translocation
post-traductionnelle des protéines. Sur
la base de solides résultats expérimen-
taux, il est maintenant admis qu’une
protéine doit étre au moins partielle-
ment dépliée pour franchir une mem-
brane. Les arguments déterminants
sont que tout facteur stabilisant la
protéine inhibe la translocation alors
que toute déstabilisation, par muta-
tions ponctuelles par exemple, accé-
lere le passage. Cette 1dée a été con-
fortée par I’observation selon laquelle
les protéines précurseurs interagissent
avec des molécules chaperones dans
le cytoplasme de manieére post-
traductionnelle. Cela empécherait le
précurseur d’acquérir sa structure ter-
tiaire finale en le maintenant dans
une conformation dite « compétente
pour la translocation ». Plus précisé-
ment, Martin et al. [34] ont pu mon-
trer que des polypeptides, lorsqu’ils
sont liés a la protéine chaperone
groEL de E. coli, étaient dans I’état
dit « globule en fusion ». La protéine
est donc partiellement dénaturée pen-
dant les premiers instants de ’inter-
action avec la membrane. Toutefois,
on ignore encore quelle est la confor-
mation de la protéine lors de son pas-
sage proprement dit. Bien que le
modele ayant la faveur des biologis-
tes moléculaires implique la trans-
location de la chaine polypeptide sous
forme dépliée dans un environnement
entierement protéique (un canal), il
est concevable que, comme pour la
translocation de la sous-unité A de la
toxine diphtérique assistée par la
sous-unité B, la translocation ait lieu
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Summary

Models to study protein inser-
tion into membranes

Colicin A from Citrobacter freundit
and aerolysin from Aeromonas hydro-
phila are representative of two clas-
ses of pore-forming toxins. Colicin
A, an alpha-helical protein, con-
tains an hydrophobic hairpin
which is buried inside the struc-
ture in solution. It is an « inside
out » membrane protein. Aeroly-
sin is formed almost exclusively of
B-sheet and possesses a very
hydrophilic amino acid sequence.
It is secreted as an inactive pre-
cursor which is activated by pro-
teolytic removal of about 41-43
residues from the C-terminus. The
mechanism of membrane insertion
and the structure of the membrane
bound form of these toxins are
discussed.

RECHERCHE SUR LES
ATAXIES HEREDITAIRES

Appel d'offre 1993 pour bourses et
subventions de recherche

Afin de stimuler les recherches sur
'ataxie de Friedreich et les autres formes
héréditaires d’ataxie, I’Association Fran-
caise de l'ataxie de Friedreich (AFAF)
attribuera, en 1993, des bourses de
recherche d’'un montant de 50 000 a
150 000 F pour un total de 300 000 F.
Les domaines considérés comprendront
les aspects fondamentaux (génétique, bio-
chimie, neurobiologie) de ces maladies
chez 'homme ou dans des modeles ani-
maux, ainsi que la recherche clinique.
Les formulaires & compléter sont dispo-
nibles auprés de : AFAF Mme G. Vachon,
15. rue de Bréau, 77240 Cesson, Tél. :
60.63.20.42.

Date limite de dépét des demandes :
15 avril 1993
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